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EINLEITUNG

Die bovine Besnoitiose witttervorgerufen durctBesnoitiabesnoiti Der einzellige Parasit
wird denApicomplexaind dort den Zysteiildenden Kokzidien zugeordnéer Erreger der
parasitaren Erkrankung istm Jahre 1912 erstmalig beschrieben worgdeabenszyklus und
Ubertragung vorB. besnoitsind jedoch nur unvollstandig erforsci. Analogie zu anderen
Zystenbildenden Kokzidien wird von einem karnivoren Endwirt und einem heteroxenen
Zyklus ausgegangeimnerhalb Europas diendRinder dem Parasiten als Zwischenwirte, mit
Ausbildung eines akuten und eines chronischgtadiuns der Krankheit. Im chronischen
Stadium findet die Ausbildung von Zysten in verstdmen Organen statt und fuhunter
anderem zur Ausformung makroskopisch erkennbarer Lasionen ieilgbuten und

charakteristschenHautveranderungen.

Berichte Uber innereuropaische Ausbriiche der bovinen Besnoitiose stammten @8
sudlicheren Regionefrankreicls sowie von der iberischen Halbinsel. In den letzten drei
Jahren wurden jedoch in Deutschland und Nordgtalwetere Ausbriiche vermeldedon

der europaischen Behdrde fur Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority,
EFSA) erfolgtien Jahre 2016 Ay S 9Ay a il dzFdzy3 RSNJ YNI y1 KSA

Untersuchungen zum Verlauf der bovinen Besnoitiose stamaus den sechziger und
siebziger Jahren und wurden tUberwiegend an experimentell infizierten Tieren durchgefihrt.
EineStudie mit umfassendedinische, pathomorphologischeund histologische

Beschreibung des Verlaufs der Erkrankung nach natirlicher Infekéighso bisher nicht

Vor.

Ziel der Arbeit ises, die klinischen, pathomorphologischen und histologischen
Veranderungen im akuten und chronischen Stadium der bovinen Besnoitiose nach

natlrlicher Infektion zu beschreiben.

Aus diesem Grund wurde etbertragungsversuchit Rindern durchgefiihrt. alve
Fleckviehinder wurden gemeinsam mithronisch infizierte.imousinmdern auf eine
Weide géalten, intensiv beobachtet und engmaschig bept. Neben der detaillierten
Dokumentation der klinischen Veranderungen bgi B. besnoitinfiziertenRindern
ermdglichte diese Studie die histologische und ultrastrukturelle Darstellund &ohnyzoiten,

Bradyzoiten und Gewebezysten vBnbesnoitin der Rinderhaut

t
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Fur die Dargdllung der Tachyzoiten, die in der Routinefarbung nur sehr schwer
nachzuweisen sind, wurde eine immunhistochemische Methode an Forfihaértem und

in Paraffin eingebettetem Material etabliefachyzoiten aus Organen experimentell Bt
besnoitiinfizierter ! -Interferon-Knockout-Mause (GKeMause) wurden als Positkontrolle
fur die Etablierung der Immunhistochemie verwendet. Ferner diente die UltrastruktuB der
besnoitiTachyzoiten aus den GK\lausen als Vorlage fur das Erkennen und die

Beschreibung deB. besnoitiTachyzoiten in der Rinderhaut.
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LITERATURUBERSICHT

1 Allgemeines

1.1 Definitionenund Synonyme

Die bovineBesnoitiosast einelnfektionskrankheitdie durch den eizelligen Parasiten
Besnoitiabesnoitihervorgerufen wird. Sie tritt vor allem als Erkrankung mit chronischem

Verlauf und Zystenbildung im Zwischenwirt Rind in Erscheinung.

Synonyme fur die bovinBesnoitiosesind Uberwiegend historische Bezeichnungenm, sich
hauptséachlich an der klinischen Symptomatik orientierten. Von Besnoit und Robin wurde sie
als kutane Sarcosporidiose bezeichnet, wahrscheinlich in Anlehnung an die entfernte
Ahnlichkeit histologisch erkennbarer Zysten mit denen$@rcocystispp.. Fir das
chronischeStadium waren Begriffe wie Elefantenhautkrankheit oder Elephantiasis (de
boeuf) undkutane oder HauGlobidiose der Rinder gebrauchlich. Begriffe wie Anasadgue

bovines beziehen sich auf dakute Stadiumder Erkrankung.

In dieserArbeit werden Begriffe, welche Parasitenstadien und deren Vermehrung

beschreiben, gemaf den folgenden Definitionen verwer{#ekertet al. 2008):

Bradyzoiten(griechisch [gr.bradys= langsam, gzoein= leben)sind Zystozoiten von

Apicomplexadie sicHhangsam in Zysten durch Endodyogenie vermehren.

Endodyogeniggr.endon= innen, grdyo= zwei, grgennan= erzeugen) ist eine Form der
Merogonie, bei der in einer Mutterzelle durch Sprossung des Zellkerns und Bildung von

apikalen Komplexen zwei Tochtetlen entstehen.

Endozoiten(gr.endon= innen, grzoein= leben) sind Zoiten, die durch Endodyogenie oder

Endopolygenie entstanden sind.

Merogonie(gr.meros= Teil, grgoneia= Zeugung) ist eine Form der Schizogonie
(Vielteilung) beApicomplexabeider sich eine Mutterzelle (Meront = Vielteilungskorper) in

Tochterzellen teilt. Sonderformen der Merogonie sind Endodyogenie und Endopolygenie.

Merozoiten (gr.meros= Teil, grzoein= leben) sind Parasitenstadigiie durch Merogonie

entstehen.
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Tachyzdten (gr.tachys= schnell, grzoein= leben)sind Endozoiten voApicomplexadie

sich intrazellular durch schnelle Teilungsvorgange vermehren.

Zystozoiten(gr. kystis= Blase, gizoein= leben) sind Merozoiten, die in Gewebezysten durch

Endodyogenie gebildet werden.
Weitere Begriffsdefinitionen:
Anasarkaezeichnet ein ausgedehntes Odem.

5AS . SANATFS oatal MBERRI @A (ai¢ IdYRE la2R BER2B.2AGa 0 €
besnoit und die entsprechenden Stadien vBnbesnoitiEndozoiten andereipicomplexa

sind eindeutig als solche gekennzeichnet.

Routinefarbungen sind HamalatosinFarbung (HE), Farbung nach Giemsa (Giemsa) und

die Periodic Acid SchiReaktion (PAS).

Sklerodema/-dermie: Da aus den zitierten Texteme eindeutige Definitiordurch die
jeweiligenAutoren nicht hervorgeht, wird davaausgegangen, dass die Autoren
Skleroderma/dermieim urspringlichen Wortsinn (gscleros= hart, grderma= Haut)
verwenden undsich nicht auf die systemische Autoimmunerkrankung der Haut des

Menschen beziehen.

Wirtszelle bezeichnet die vom Parasiten befallene Saugetierzelle.
1.2 Geschichte

Die Krankheit findet bereits im frihen 19. Jahrhundert in Frankreich Erwahfénge

1984). Est im Jahre 1912 wurdiér die als Elefantenhautkrankheit der Rinder bekannte
Erkrankung eine parasitare Ursache identifiziert und die histologisch erkennbaren
Parasitenzysten in der Rinderhaut als kutane Sarcosporidiose beschfizdmroit und

Robin 1912 Pols (1960yibt einen sehr detaillierten Abriss Giber die Namensgebung von der
Entdeckung bis zum damaligen Zeitpunkt. Es sei erwdhnt, dass fur den Parasit noch im
selben JahBarcocystibesnoitials Bezeichnung vorgeschlagen wurde, im darauffolgenden

Jahr wurde die GattunBesnoitiageneriert und der Erreger aBesnoitiabesnoitibezeichnet
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1.3 Bedeutung

Unter Berucksichtigung von Tierschutzaspekten ist die bd¥@smoitiosevzon Bedeutung, da
die Tiere sowohl im akuten als auch im chronischen Stadibmese Krankheitsverlaufe mit

hochgradiger Stoérung des Allgemeinbefindens erleiden koiiBEE®SAStatement 2010

Die Hohe der wirtschaftlichen Verluste durch die Krankheit kann nicht eindeutig festgelegt
werden (EFSAStatement 2010 Es gibunterschiedliche Zdbn beztiglich Morbiditat und
Letalitat. Eine Ltalitét von bis zu 106 und eine Morbitiét von bis zu 806 sind bescheben
(Pols 1960Bigalke 1968 Okonomische Verluste in endemischen Gebietentehtn durch

die Mortalitat, Gewichtgerluste,Beeintrachtigugen der mannlichen Fruchtbarkeit,
Reduktion der Milchleistung/erminderung der Hautqualitat fur die Herstellung von Leder
und Verwerfung gesamter Schlachtkorpaaer vermehrtes Trimme(Pols 1960Corteset al.

2003 Corteset al.2005.

2 Der Parasit

2.1 Klassifikation

B. besnoitist ein obligat intrazellularer Pasd und wird zum Unterstammpicomplexaind

dort den Zysterbildenden Kokzidien zugeordnet. Es gibt verschiedene Schemata zur
taxonomischen Klassifikation dépicomplexanach phanotypischen KriterigiKaya 2001
Tenteret al.2002), diese unterscheiden sich je nach Autor zum Teil erheblich. Meist sind die
vorgeschlagenen Schemata jedoch ab der Ebene der Familien einheitlich. Im Folgenden die

Einteilung nach Tenter und Schnied@&enter und Schnieder 2006
Stamm: Alveolata

Unterstanm: Apicomplexa

Klasse: Coccidia

Unterklasse: Eucoccidia

Ordnung: Eimeriida

Familie: Sarcocystidae
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Unterfamilie: Toxoplasmatinae
Genus: Besnoitia
Spezies: B. besnoiti

Die Familisarcocystidabesteht aus zwei Unterfamiliei®arcocystinaend
ToxoplasmatinaeDie Unterfamiliel oxoplasmatinaeimfasst mitdem Genu®esnoitia

weitere eng verwandte Genera wigxoplasmaNeosporaund Hammondia
2.2 GenusBesnoitia

Dem Genu8esnoitiagehdren zum jetzigen Zeitpunkt zehn SpeziesBammkodoniB.
bennetti B. besnoit{namensgebende SpezieB),capraeB. darlingj B. jellisoniB.
neotomofelis B. oryctofelisiB. tarandiund B. wallace{(Dubey et al. 2003[Dubey et al.
2004 Dubey et al. 2003Dubey und Yabsley 201 (Bie parasitieren bei Nagern, Equiden,
Rindern, Gnus, Antilopen, Ziegen, Opossums, Kaninchen, Echsen und ReBistaag.ist
nur beiden vier SpezieB. darlingj B. neotomofelisB. oryctofelisund B. wallaceder

Endwirt die Katze bekannt(Dubey und Yabsley 2010
2.3 Morphologie

B. besnoitbesitzt im Zwischenwirt zwei Stadien: Tachyzoiten und Bradyzoiten. Tachyzoiten
replizieren rapide und vermehren sianter anderemin Endothelzellen unchdglicherweise

in MakrophagenBigalke 19701981). Bradyzden replizieren langsanwahrscheinlichin
Makrophagen untbder Fibroblasten und bildesewebezysteiiBigalke 1981Majzoubet

al. 2010.

2.3.1 Organellenapikomplexer Parasiten

Tachyzoiten und Bradyzoiten apikomplexer Parasiten enthalten unter andeaehfolgend
aufgefiuihrte ZelOrganellenSchemazeichnungen der Endozoiten mit Organellen befinden

sich auf den SeiteBund 11.

2.3.1.1 Rhoptrien

Rhoptrien sind lange keul&rmige Organellen, die mit ihrem diinnen Ende bis in das Innere

des Konoids reichen und ndem apikalenTeil des Pellicleerbunden sind. Ihre Anzahl
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variiert je nachSpeziesm UnterstammApicomplexaBeiT. gondiistellen sich die Rhoptrien

der Tachyzoiten am keulenformigen Ende labyrinthisch dar, die der Bradyzoiten
elektronendichter(Dubeyet al. 1998). Der Inhalt der Rhoptrien besteht aus Lipiden und

Proteinen, letztere werden im Endoplasmatischen Retikulum gebildet. Unterschieden

GSNRSY a23SylyyidS oNK2LIWKINE ySOl LINRISAyada ow
GSNRSY (| YYS8F dzdROaNKZBIWSAYyad 6wht 0 RAS Y |
werden konnen. Das keulenformige Ende der Rhoptrien enthélt zudem noch Proteasen und
zahlreichebislangy A OKli ARSYUGAFAT ASNIS t NEPGSAYSd 5AS . )
2 dzy O (sikh2Absgchnitt2.5 WirtszeltHnvasion S.13) wird mit den RONs assoziiert. ROPs

werden in die parasitophore Vakuole oder in das Wirtszellzytoplasma sezerniert, die
zurtickbleibenden leeren Organellen konnen elektronenmikroskopisch dargestellt werden
(Nicholset al. 1983. Rhoptrienproteine kdnnen daraufhin in der Membran der

parasitophoren Vakuole gefunden werdé@dubremetzet al. 1998 Blackman und Bannister

2001 de Souza 200&roellockset al. 2010 Santos und Soldakavre 201}

2.3.1.2 Endoplasmatisches Retikum und GolgiApparat

Alle pathogenen Protozoen enthalten ein Endoplasmatisches Retikulum. Die Organisation zu
einem GolgiApparat ist jedoch nichbei allen gegebefde Souza 20Q8Im

Endoplasmatischen Retikulum werdenter anderem apikal®roteine synthetisiert und

Uber den GolgApparat an ihren zellularen Bestimmungsort gebrg@tackman und

Bannister 2001de Souza 2008

2.3.1.3 Dichte Granula

Dichte Granula sind &nbrangebundene, runde Organelledie im Gegensatz zu den
apikalen Organelleiiber den gesamten Parasiten verteilt sind. Sie enthalten hohe
Konzentrationen an Proteinen urescheinen elektronendicht im
elektronenmikroskopischen Bil@ivahrend des Invasionsprozesses werden die Proteine,
unter anderem Phosphatasen, in die parasitoghakuole sezerniert. Sie nehmen Teil an
der Bildung des tubularen Netzwerks innerhalb der parasitophoren Vakuole und werden
teilweise auch in deren Membran integrigubremetzet al. 1998 Blackman und Bannister

2001; Morrissette und Sibley 2008e Saza 20062008).
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2.3.1.4 Konoid

Das Konal besteht aus spiralig angelegt&éilamenten, die entgegen dem Uhrzeigersinn
angeordnet sind und eine stumpfkegelformige Struktur bilden. Es sitzt am apikalen Ende
apikomplexerParasiten. Das Konoid kann-eimd ausgefahen werden und spielt
maoglicherweise eine mechanische Rolle beim Invasionspr¢gReseyet al. 1998

Morrissette und Sibley 2002

2.3.1.5 Mikronemen

Mikronemen sind stadbchenférmige, elektronendichte Organellen, die auf das apikale Drittel
des Zytoplasmas verteilt sind. In manchen Spezies sind sie die am héaufigsten zu findenden
Organellen im Zytoplasma. Sie enthalten eine ahnlich grol3e Anzahl an Brotéin

Rhoptrien. Viele MikronemeRroteine besitzen Transmembrd@&oméanen oder Glykolipid
Anker, andere hingegen besitzen Adhasionsmolekiie Ektodomanen die Integrinen oder
Zelladhasionsmolektlen von Vertebraten ahneln. Sie spielen eine wichtigevMabhend

des Invasionsprozesses und der BewegamigomplexeParasitenBlackman und Bannister
2001; Morrissette und Sibley 2008e Souza 20Q&008).

2.3.1.6 Apicoplast

Apicoplast ist die ABK NI dzy 3 2FYNLSE) SoE S &Dabef hanilelt £sRsi@hdum ein von
mehreren Membranen umgebenes Zellorganell, das sich in der Nahe des Nukleus befindet.
Das Apicoplast wurde friher als Gedgljunct oder Hohlzylinder beschriebdsei T. gondii

enthéalt es zirkulare, extrahromosomale DNAde Souza 2008

2.3.2 B. besnoitiTaclyzoiten

B. besnoitiTachyzden sind von kommaoder birneriérmiger Gestaltlhre Gol3e variiert
zwischenl,5-3,8x 4,5-8,6 um (Bigalke 198;1Dubeyet al.2003Dh.

Die Ultrastrukturder Tachyzoiten &hnelt dggnigender Bradyzoiter{Shkapet al. 1988). Sie
besitzen typische apikomplexe Merkmale: Konoid, dichte Granula, Rhoptrien und
Mikronemen. Im Gegensatz den Verhaltnissen b&radyzoiten sind die Mitochondrien
deutlich sichtbal(Corteset al.20069.

Gobel und Mitarbeiter infizierten Verand CRKkZellen mit Bradyzoiten voB. besnoiti Sie

beobachteten sowohlaschals auch langsam replizierende Stadien in beideltkulturen.
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DieMerozoiten vermehrten sicintrazellular via Endodyogeni8e besitzen Rhoptrien,
Mikronemen, Nuklei und ei@olgtAdjunct (Apicoplastywei anteriore polare Ringe und
zwei prakonoidale RingsieheAbbildungli-1). Die GroReler Merozoiten betragt 1,83,7 x
8,5-8,6 um(Gobelet al. 1985

apikale Ringe 1, 2
polarer Ring
Konoid

Mikronemen

Rhoptrie
innerer Membrankomplex

Dichtes Granulum

-C—— Mikropore
' Amylopektingranulum
» B - Golgk
- LAplcopIast Apparat
' raues Endoplasmatisches
Retikulum
Nukleus

Mitochondrium
Lipidkdrperchen

aulRere Membran

posteriore Pore

Abbildungll-1: Schema eines Tachyzoiten Bnbesnoiti

BeiB. bennettund B. tarandiwurden bei Tachyzoiten der gleiche Aufbau gefunden wie bei
Bradyzoiten jedoch enthielten sie keine Amylopektingran(Taubeyet al. 2004 Dubeyet al.
2005).

BeiT. gondisind Tachyzoiteretwas plumper und nicht so schlank wie Bradyzoiten,
enthalten mehr Rhoptrien und weniger oder keine Amylopektingrarund ihr Kern ist

mehr zentral lokalisierfDubeyet al. 1998 Speeret al. 1999.
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BeiN. caninumenthalten Tachyzoiterweniger Amylopektingranula als Bradyzoiten und

besitzen mehr Rhoptrie(Speeret al. 1999.

2.3.3 B. besnoitiBradyzoiten

B. besnoitBradyzoiten zeigen eine kommader bananefbrmige Gestaltsindbis zu 10 pm
langund bis zu 3,pimbreitd { AS 6S&AAGT Sy SAy 1dz3SaLAdil dSa o
FLIALlIES Y2YLX SE 6STAYRSG dzyR SAy F63SNHzyRSGS

Bradyzoiten sind begrenzt von einer dreischichtigen MembPalli€lg, die aulRere

Membran umgibt den gesamten Parasitalie zwei inneren Membranen sind am hinteren
und vorderen Ende unterbrochen und bilden dort den polaren Ring. Im vorderen Drittel des
Parasiten finden sich sogenannte Mikroporen, die aus einer Einfaltung der auf3eren
Membran und einer Verdickung der inregr Membran (&uf3ere zylindrische Struktur)
gebildetwerden! ¥ @2 NRSNBY al2y2ARIFIfSyd 9yRS 06STAYRS
subpellikulare Mikrotbuli als Bestandteile des Zyikeletts und die Ausfuhrungsgange der
Rhoptrien(sieheAbbildungll-2, S.11). In einem BradyzoiteAnschnitt lassen sich bis zu

acht Rhoptrien und 70 Mikronemen nachweisen, der Kern ist im mittleren oder hinteren
Drittel zu finden. Weitere Organellen sind Amylopektingranula, Lipidkdrperchen,
Mitochondrien, dichte Granula, Apicoglaund GolgiApparat(Bigalke 1981Gdbelet al.

1985 Shkapet al. 1988 Njengaet al. 1995 Dubeyet al. 20033 FernandezGarciaet al.

2009 Mehlhornet al.2009 Majzoubet al.2010.

2.3.4 Gewebeystenvon B. besnoiti

Gewebezysten voB. besnoitsind in de skleralen Konjunktiva schon mit blo3em Auge als
weildliche Herde erkennbdBigalke 1968 Im histologischen Schnitt stellen sich die Zysten
als rundliche Gebilde neinem Durchmesser von 25890um dar(Bassoret al. 1970

Majzoubet al.2010. Die Zystenwand wird klassischerweise in drei Schichten unterteilt:

Eine aul3ere hyaline Schicht, auch sekundéare Zystenwand genannt, die sich in der HE
Farbung als blag®sa darstellt unadta.10-15 um dick ist. Elektronenmikroskopisch stellt sie
sich alsellfreie Schicht dar, die aus zirkular oder unregelmalig verlaufenden

Kollagenfibrillen besteht.
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polarer Ring

apikale Ringe 1, 2
Konoid

Mikronemen

Rhoptrie

GolgtApparat
innerer Membrankomplex
Nukleus

aulRere Membran
posteriore Pore

Abbildungll-2: Schema eines Bradyzoiten vBnbesnoiti

Eine mittlere zellulare Schicht, die aus &ugetierwrtszelle¢ auchZystenwandzelle

genanntg besteht, 510 um dick ist und zahlreiche hypertrophierte Wirtszellkerne beinhaltet
(sieheAbbildungll-3). Zahlreiche Zytoplasrmauslaufer der Wirtszelle ragen in die &ul3ere
hyaline Schicht. Das Zytoplasma beinhaltet Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien
und Lysosomen. Die Zellkerne sind unregelmaflig geformt mit tiefen Membraneinfaltungen

und zeigen digypische Struktur von Zellkernen mit doppelter Membran und Poren.

Die innee Schicht der Zystenwand besteht aus der Membran der parasitophoren Vakuole,
die sichelektronenmikroskopisckinerseitsals einfache deutlich abgrenzbare Membran
darstellt, andereseits jedochundeutliche vesikulare Strukturereigt,die sich auf der

Innenseite als dichte Lage sammeln. In einer Zystd damit in einer Wirtszell&dnnen bis
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zu drei parasitophore Vakuolen zu finden seéimerhalb der parasitophoren Vakuole
befinden sich die BradyzoitefDubeyet al.2003g Mehlhornet al. 2009 Majzoubet al.
2010.

hyaline Schicht

korpuskulare
Elemente in der

parasitophore~
Vakuole mit
zahlreichen
Bradyzoiten

Abbildungll-3: Schema einer Gewebezyste von B. besnoiti

2.4  Motilitat

In VeraZellkultuen sind Bradyzoiten voB. besnoitbeweglich und zeigen

S¢S3Adzy 3a YoruarS NJA & Keficala & A R A yupright ciayliRy (Corteset al.
200600 5AS . SgSHeyfid adZ RN B8HAL & RA Y I G-ufldMelgzéll&y | dzOK
sowie in VereZellenbeobachtet werder{Neuman 1974Njagiet al.200® a Df ARAY I da A &
typisches Bewegungsmuster und kann auch bei anderen apikoerpRarasiten beobachtet
werden. Es ist entscheidend fir die Etablierung einer Infektion, da es dem Parasiten
ermoglicht biologische Barrieren zu Gberwinden, in Wirtszellen einzudringen und aus diesen

zu entkommenDubeyet al. 1998 SoldatiFavre 2008
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2.5 WirtszellInvasion

Eine Wirtszelle wird von apikomplexen Parasiten aktiv idleemachfolgenddargestellten
Invasionsprozess infiziert. Das aktuelle Wissen Uber die Winszsion von apiimplexen
Parasiten stammt hauptsachlich aus Forschungsarbeiten Tibgondiund Plasmodiunspp.
(Dubremetzet al. 1998 Blackman und Bannister 2003oldatiet al. 2004 SoldatiFavre
2008 Proellockset al. 2010 Santos und Soldakavre 2011

Der Invaionsprozess ist komplex und besteht aus mehreren Schritten: 1. Reversible

Anhaftung an die Wirtszelle, 2. Reientierung des Parasiteam die apikalen Organellen an

der Wirtszellmembran zu positionieren und 3. Irreversible Anhaftung und Bildung der

aYA@3I 2dzyOlA2yda dzyR nd 9AYRNAYy3ISY Ay RAS 2 AN

1. Wahrscheinlich findet die initiale reversible Anhaftung tber Oberflachenproteine
des Parasiten statProellockst al.2010).

2. Sobald der Parasit an der Wirtszellmembran hafiietlet eine ReOrientierung
statt, um die apikalen sekretorischen Organellen (Rhoptrien, Mikronemen) in
Kontakt mit der Wirtszellmembran zu bringen.

3. Nach der R®rientierung werden die Inhalte der sekretorischen Organellen
entleert: Die Mikronemen sezernieren ihren Inhalt zuerst, gefolgt von den
Rhoptrien. Die RONs bilden zusammen mit dem mikronemalen Protein AMAL die
aY2@Ay3d 2dzy Ol A 200A® y5aA St ddiY 25AAYST T Admy| dzf N NS
Beginnder Invagination der Wirtszell&e ist charakterisiert durch eine
Verdickung der Wirtszellmembran mit erhéhter Elektronendichte. Sehr haufig
kann an dieser Stelle eine Einschniirung des Parasitesle#mbachtet werden.
hFFSYol N OSNKAYRSNI RAS aY2@Ay3 2dzyOlA 2,
Wirtszelloberflachenproteinen in die Membran der parasitophoren Vakuole.

4. 5a 9AYRNAY3ISY AY RAS LI NI AAG2LIK2NE =+ 1
Wirtszellmembran tber eh Parasitenleib.

Die WirtszellinvasiodurchB. besnoitist nicht vollstandig geklart, jedoch gibt es sowohl

Hinweise auf einen aktiven Invasionsprozess als auch auf passive Aufnahme durch

Phagozytos¢Shkapet al. 19889.

EinigeArbeiten beschaftigen sich mit derinteraktion vonB. besnoitiTachyzoiten mit Vero

Zellen in Zellkultur. Die Daten der Autoren legen nahe, dass es sich dabei um akifedlZell
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Interaktionen und aktive Zellpenetration des Parasiten han(idtiset al. 2006 Njagiet al.
2007). Die Ergebnisse rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungen von in Zellkultur
gehaltenenB. besnoitEndozoiten unterstutzen diese These, da eine Invagination der
Wirtszellmembran verursacht vom vorderen Ende der Parasiten beobachtet sinttapet

al. 1988

B. besnoitEndozoiten kdnnen auch Uber Phagozytose in eine Zelle aufgenommen werden
(Neuman 1974 Ob sie sich innerhalb der phagozytischen Vakaalehvermehrenist in der

Literatur nicht beschrieben.
2.6 IntrazellulareMultiplikation

Tachyzoiten, Bradyzoiten und in Veoaler CRFKellkultur gehaltene Endozoiten véh
besnoitivermehren sich in intrazellularen parasitophoren Vakuolen via Endodyogenie

(Bigalke 1970G0belet al. 1985 Tenteret al.2002 Mehlhornet al. 2009.

Gobel und Mitarbeiter beobachteten den Verlauf der Endodyogenie der in Mand CRFK
Zellkultur gehaltenen Endozoiten: Aus einer Mutterzelle entstehen zwei Tochterzellen. Die
Endodyogenideginnt mit der Ausbildung von nuklearen Spindeln direkt unter der
Kernmenbran der Mutterzelle, im Zytoplasma sind den Spindeln gegeniberliegende
Zentriolen erkennbar. Uber den Zentriolen bildet sich eine konkave Membran, aus der die
inneren Membranen der MerozoiteAnlagen entstehen. Das Konoid, die Strukturen des
apikalen Komiexes, die Mikronemen und Rhoptrien werden danach als erstes gebildet. Die
Membranen der Merozoiten strecken sich und separieren das Zytoplasma der Mutterzelle,
das am hinteren Ende die beiden Tochterzellen noch miteinander verbindet. Die Trennung
der beicen TochterMerozoiten erfolgt durch Einfaltung der du3eren MembyrdasPellicle

Die aul3ere Peltle-Membran der Mutterzelle bildet die entsprechende Membran der
Merozoiten. Die jungen Merozoiten bleiben Uber eine diinne ZytoplaBniake

miteinander erbunden. Weitere Endodyogenienhne vollstadndige Teilung deodhter-
Merozoiten,finden in einer parasitophoren Vakuole statt, so dass mehr als zwei Merozoiten
gefunden werden kdnnen, die Gber einen gemeinsamen Residualkdrper verbunden sind

(Gbbelet al. 1985
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2.7 Lebenszyklus und Wirte

Zyklus und Endwirt voB. besnoitsind nicht bekannt. Es wird jedoch in Analogie zu anderen
Zystenbildenden Kokzidien angenommen, dass es sich um einardyetnen Zyklus

handelt. Rinder und andere wildleben@®viden (Antopen, Gnus) fungieren als
Zwischenwirte, in denen die asexuelle Vermetguwnd Zystenbildung stattfindein einem
karnivoren Endwirt wirde die sexuelle Vermehrung und die Ausscheidung von Oozysten
ablaufen(sieheAbbildungli-4, S.16). Zwischenwirte \iilrden dann durch orale Aufnahme

von sporulierten Oozysten infiziert, die darin enthaltenen Sporozoiten differenzieren sich zu

Tachyzoiten und invadieren die Zellen dgischenwrtes (Oliaset al.2011).

Zudem besteht noch die Moglichkeit, dass es siatRaedern um Fehlwirte handelt und von
einem wildlebenden Zwischenwirt, der als Reservoir dient, Infektionen der Hauswiederk&uer
ausgeher(Kiehlet al.2010 Basscet al.2011). B. besnoitiStamme, die bei Streifengnus,
Impalas und Kudus isoliert wurddresitzen eine niedrige Pathogenitat bei Rindern niglze
Autoren betrachten wilde Klaugiere deshalb nicht als relevante Reservoire fur

domestizierte Rinder. Eine klinische Erkrankumegvorgerufen durctB. besnoitiwurde bei

wilden Klauenieren noch ncht beschrieber{Leighton und Gajadhar 201
Uber mogliche Endwirte gibt es unterschiedliche Angaben:

Eine Arbeit aus Kasachstan identifiziert Hausl Wildkatzen als Ausscheider vBn
besnoittOozysten nach oraler Aufnahme von Unterhaut und Aponexmeses chronischen

infizierten Rindeswelche zahlreichen Gewebezysten enthiel(Peteshe\et al. 1974).

Bei Infektionsversuchen, die Uganda stfanden, wurden bei Hunden und Katzen nach
Verfutterung zystenhaltiger Haut Oozysten im Kot gefundeiggl konnten diese nicht
naher identifiziert werden. Nach Verfiutterung zystenhaltiger Haut an Marabus und
Zwerggéansegeier konnten im Kot keine Protozoenstadien nachgewiesen w&oemel

1975).

Diesing und Mitarbeiter versuchten diverse Sau§pezies (&tungen der Familierelidae
und Canidaesowie Mungos), mehrere Schlangen und einen Weil3riickendaereh orale
Gabe von Muskulatur und Bindegewebe, welche zahlreB:HsesnoitiZysten enthielterzu

infizieren Keines der Tiere schied jedd8hbesnoitiOozysten augDiesinget al. 1988
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Auch in neuegn Versuchen konnte nach oraler Verabreichung BobesnoitiTachyzoiten

aus Zellkultur und. besnoitBradyzoiten aus der Haut eines natirlich infizierten Rindes

-~
/ N Oozystein

Gamogonie ¥ der Umwelt

im Diinndarm-
epithel

Sporulation

\

)

Endodyogenie
(Tachyzoiten)

<)
N

7q
~
X
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(Bradyzoiten)

—

Abbildung II-4: Schematische Darstalig des Zyklus von B. besnollie unterbrochenen
Pfeile stellen den Teil des Zyklus dar, der nicht hinreiclyekthrtist.

keine Oozystenausscheidung bei Katzen und Hunden beobachtet w@dsset al. 2011).
Zwei von drei Katzen entwickelten jedoch Antikorper geBehesnoitisie scheinemaher

empfanglich fir eine Infektion zu sein.

Diverse Spezies lassen sich experimentell subkutan oder intraperitoneal besnoiti
infizieren, unter anderem Feldmausgditrotus arvali}, Gerbils Keriones tristramj
Meriones unguiculatys MeerschweinchenGavia porcellys Hamster, Sandratten

(Psammomys obeshiand verschiedene Stdmme von Labormausen, unter anderem NMRI
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Mause und G&Mause(Bigalke 1968Shkapet al. 19873 Scharest al. 2009 Basscet al.
2011). DieseVersuchgere zeigten eine Vermehrung der Parasiten in Endothelzellen und
Zellen des blutbildenden Systems, eine Zystenbildung kdmingeegemicht beobachtet
werden(Schare®t al. 2009 Basscet al.2011). Ene Zystenbildungst bisher nur lei
experimentell mitB. besnoitinfiziertenKanincha beschrieberworden (Bigalke 1968
Bassoret al. 1970.

2.8 Zoonotisches Potential

Infektionenmit B. besnoitisindbeim Menschen nicht beschriebéBFSAStatement 201

Janitschke und Mitarbeiter untersuchten 164 menschliche Seren mittels IFT auf Antikorper
gegenB. besnoitikonnten jedoch keine AntikorpgegenB. besnoitnachweisenJanitschke
et al. 1984).

3 Epidemiologie

3.1 Seropravalenz

Studien zur Seropravalenz wurden hauptséchlich in Stidafrika, Israel und Spanien

durchgefhrt.

Goldman und Pipano untersuchten Seren von Mileid Fleischrinderrassen in Israel mittels
indirekter Immunfluoreszenz auf fikGrper gegerB. besnoitiBei 1500 Fleischrindern
wurden bei 53% Antikorper nachgewiesen, die Seropravdsnheiweiblichen Tiera bei
60%,bei ménnlichen bei 4%. Von 377 Milchrindern ware98%seronegativ. Die
Unterschiec in denPréavalenzen zwischedenNutzungsformersind moglicherweise in der

Art der Tierhaltung begriindéGoldman und Pipano 1983

Janitschke und Mitarbeiter untersuchten Seren von Rindern aus drei Farmen in Stdafrika mit
ELISA und IFT. Von 303 Seren waren 54,5% positiv im EQIGA 1% positivim IFT. Von
den Tierendie keine sichtbaren Zysten in der skleralen Konjunktiva zeigtaren 45,7% im

ELISA und 49,5% im IFT pogitanitschkeet al. 1984).
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Bei einem Ausbruch von bovinBesnoitiosan Zentralspanien waren von 351 weiblichen

Tieren 90,8% seropositiv und funf Bullen von sieben. Nur 43,2% der Tiere zeigten mindestens
ein klinisch erkennbares Zeichen einer akuten oder chronischen Infektion. Funf klinisch
auffallige Tiere von 358 wareem®mnegativ im ELISEkernandezGarcieet al.2010. Dieser

Befund wurde auch von anderen Autoren berichigthare®t al.2010). In der gleichen
Untersuchung konnten klinische Anzeichen einer Infektion nur bei Tieren festgestellt

werden, die alter als eiddahr waren. Die Seropravalenz bei sechs bis zw6lf Monate alten
Tieren lag unter 20%, bei Uber vier Jahre alten Tieren UberBéPwandezGarciaet al.

2010.

In Europa waB. besnoitlange Zeit endemisch in dem Gebiet der Pyrenden in Frankreich
und Sparen und im Siden PortugaBesnoit und Robin 191 Eranko und Borges 1915
Corteset al. 2005 Corteset al.2006¢ EFSAStatement 2010 In den letzten zehn Jahren
erfolgte jedoch eine Ausbreiturig denNorden Frankreichs unaachZentrat und
Sudspanien (Castilloet al. 2009 FernandezGarciaet al. 2009 EFSAStatement 2010
FernandezGarciaet al. 2010 Jacquietet al.2010. In Deutschland trat die bovine
Besnoitiosezum ersten Mal im Jahre 2008 giMehlhornet al. 2009 Rostaheret al. 2010).
Obwohl die Krankheit in Italien bei importierten Rindern bereits beschrieber{Aggstiet
al. 1994 Mutinelli et al.2011), wurden Falle von bovindBesnoitiosebei Rindern
beschrieben, die keinen Kontakt zu importierten Rindern hé@entileet al. 2010; Gollnick
et al.2010a; Manualet al.2011; Gentilest al.2012) Aufgrund der zunehmenden
Ausbreitung in Europa wurde die boviBesnoitiosevon der European Food Safety

I dzil K 2 N@medinglditease a A Yy 9 dzNP (HFSASateyhehS281 dzF
Aul3erhalb Europas gibt es Berichte tber die bodasnoitioseaus diversen Landern:
Afrikanische Lander in denen die Krankheit atrigfen ist, sind SudafHussein und Haroun
1975, Nigeria(KumiDiakaet al. 1981 Sannusi 1991 Republikkongo(Pols 196), Kenia

(Njagiet al. 1998, Angola(Pols 1960 SudafrikgPols 196)Tschad, Kamerun, Uganda,
Tansania, Namibia, und Botswafh&vine 19730liaset al.2011).

In Asien findet sich die Krankheit in Isré@bldman und Pipano 198Shkapet al. 19879,
Kasachstan und Chirflaevine 19730liaset al.2011).
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3.2 Ubertragung

Da der Endwirt unbekannt ist, bleibt auch die Ubertraguom Endwirtauf den

Zwischenwirt im Dunkeln. Aufgrund des signifikanten Zusammenhangs zwischen Pravalenz
und dem Alter der infizierten Tiere wird von einer horizontalen Ubertragung als
Hauptibertragungsweg ausgegangé&itS/Statement 2010 Bei einem Ausbruch in

Spanen wurde bei Tieren im Alter von 18 Monaten bis zu sechs Jahren die héchste Inzidenz
der Krankheit beobachtet, wogegen sie bei unter sechs Monate alten Kélbern relativ selten
auftrat (FernandezGarciaet al.2010). Horizontale Ubertragung geschieht watrsinlich
hauptséachlich tUber direkten Kontakt von Tieren mit offenen Wunder3.dsesnoitiZysten

in der Haut sehr oberflachlich lokalisiert sifitFSAStatement 2010FernandezGarcieet al.

2010.

Experimentell konnte die Erkrankung von Rind auf RirddRind auf Kaninchen tber
Insekten Ubertragen werden. Stallfliege®t¢moxys calcitransTsetsefliegenGlossina
brevipalpi3, Moskitos Culex simpsohund Tabaniden kénnen die Erkrankung mechanisch
Ubertragen und eine Infektion ausloséBigalke 1968 Da Tachyzoiten auch in der
Tranenflissigkeit nachgewiesen werden kdonresheint es mdoglichdass nicht
hamatophage Insekten wiglusca domesticand M. autumnalisdie Krankheit mechanisch
Ubertragen(Bigalke 1968Corteset al.2003 Corteset al. 2005).

Eine iatrogene Ubertragung von Tachyzoiten beinhaltendem Blut und Zysten aus der Haut ist
ebenfallsmdglich(Pols 1960Bigalke 196,/1968).

Basson und Mitarbeiter infizierten Rinder intravends Biitbesnoitaus Zellkultuen,
infektiocsem Rinderund Kamchenblut sowie Hodengewebe von KanincliBassoret al.
1970. Kaninchen lassen sich subkutan mit Bradyzoiten und Tachyzoiten sowie
intraperitonealmit Tachyzoiten aus Kaninchenblut infizie(@assoret al. 1970 Basscet al.
2011).

Es gibt Hypothesen a&iner venerischen Ubertragung véh besnoitida Zysten auch in der
Vagina von infizierten Tieren gefunden werd®obelet al. 1977). Andere Autoren schlagen
vor, dass die Krankheit via Natursprung tber chronisch infizierte Bullen innerhalb einer
Herde verbreitet werden konnt@Castilloet al.2009. Im Sperma verschiedener chronisch
infizierter Bullerfanden sictkeine ParasitenstadiefiKkumiDiakaet al. 1981). Sekoni und

Mitarbeiter haben Uber einen langeren Zeitraum Sperma eines infizierten Bullen untersucht,
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jedoch erwahnen sie nichdb Parasitenstadien im Sperma gefundeardenoder nicht
(Sekonket al. 1992). Pols und Mitarbeiter mtersuchten Sperma mehrerer chronisch
infizierter Bullen, auch hier findet sich keine ErwahnwigParasitenstadien im Sperma
gesehen wurden oder niclfPols 196Q Eine mechanische Ubertragung der Krankheit tiber

den Deckakt wird diskutie Gollnicket al. 20100.

Der Nachweis von Zysten in Endometrium und Vagina veranlasst Nobel und Mitarbeiter zu
der Hypothese, dass eine vertikale plazentare Ubertragung moglich sein kpiotielet al.

1977). Diese These wurde jedodiislangweder widerlegt noch bestatigt.

4 Risikofaktoren

4.1 Einfluss des Alters

Tiere, die junger als sechs Monate sineigen seltener Anzeichen einer Infektion oder
Serokonversion als altere Tig@igalke 198)L Ein ahnlicher Zusammenhang wurde auch bei
einem Aubruch in Zentralspanien hergestellt: Tiere zwischen sechs und zwélf Monaten
zeigten keine klinischen Zeichen und ihre Seropravalenz (<20%) lag im Vergleich zur
Pravalenz aller untersuchten Tiere (90,8%) deutlicher nied(fgnandezGarcizet al.

2010.

Bei serologischen Untersuchungen von Bullen in Israel war der Anteil der seronegativen
Tiere bei der Altersgruppe vamter einem Jahr deutlich héhebieser Effekt trat jedoch

nicht bei den weiblichen Tieren a(oldman und Pipano 1983

Beisldafrikaniscen Rindern wurden AntikdrpeyegenB. besnoitnur bei einzelnen Tieren
unter zwolf Monaten nachgewiesen, Tiere alter als zwolf Monate zeigten hdohere

Antikorpertiter bei mehreren Tiere@anitschkest al. 1984).
4.2 Einfluss des Geschlechts

Bei einem Ausbruch von bovinBesnoitiosen Spanien hatte das Geschlecht der Tiere
keinen Einfluss aufie Ausbreitung der ErkrankurfgernandezGarciaet al. 2010). Der Anteil

seropositiver Tierdei einer serologischen Untersuchung in Issaat bei Bulen geringfiigig
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hoher als bei weiblichen TiereDie Autoren stellten jedoch nicht fesib dieser Befund

abhangig vom Geschlecht oder vom Alter \{@oldman und Pipano 1983

Neuman berichtet von einem hdéheren Anteil seropositiver israelischer Bulldoh{Mnd
Fleischrassen) im Verhaltnis zu den weiblichen Tieren. In Untersuchutigerach der
Schlachtung durchgefuhrt wurden, koentusatzlich zu den Lasionéer Hautauch
Lasionen in den Geweben des mannlichen Genitaltraktes gefunden werden. Ingkamne®
des weiblichen Geschlechtsapparates wurtimgegenkeine Lasionen gefundgieuman
1972h.

Andere Autoren berichtemon hdéhererViorbiditat sowielLetalitdtund schwereren
Krankheitserlaufen bei Bullen im Vergleich zu weiblichen Tidf&rhulz 1960 _egrand
2002.

4.3 Einfluss der Jahreszeit

Der Uberwiegende Teil neuer Falle trat in Stdafrika in den warmen und feuchten Monaten
auf (Schulz 196(Bigalke 198) Bei einem Ausbruch in Spanien war das Auftreten klinischer
Symptome mit den Sommermonaten assoziiert, als die Tiere gemeinsame Weideflachen

nutzten (FernandezGarciaet al. 2010. Diese Befunde sind méglicherweise verursacht durch

eine erhohte Aktivitavon hdmatophagen Insekten in den warmen Monaten.
4.4 Einfluss der Rasse

Alle Rinderrassen scheinen fur die bovBesnoitioseempfanglich zu sei(Gchulz 1960

EFSAStatement 2010 Infektionen sind unter anderem beschrieben bei den Rassen
Afrikaner(McCullyet al. 1966), BaggargHussein und Haroun 19Y5 f 2y RS R Q! |j dzA (| A
(Férrie 1984, Boran(Njagiet al. 1998, CharolaigRostaheret al.2010, ChianingGentileet

al. 2010, Draughtmaste(KumiDiakaet al. 1981), Fleckviel{McCullyet al. 1966), Gascogne

(Férrie 1984, HolsteinFriesen(Goldman und Pipano 1983; Gentdeal. 2012) Hereford

(Bigalke 1968 Jersey(Freudiger 2008 Limousin(Corteset al. 20069, Rahji(KumiDiakaet

al. 1981), SalergFreudiger 2008 White Fulan(KumiDiakaet al. 1981) sowie diverse
KreuzungenSowohl Milchrinderrassen als auch Fleischrinderrassen sind empfanglich

(Neuman 1972bGoldman und Pipano 1983acquietet al.2010).
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Hinweise auf eine erhdhte Empfindlichkdigr Rassen Jersey, Prim Holstein unérSal

finden sich in einer franzésischen Arbgteudiger 2008
4.5 Einflussvon Vektoren und Reservoirwirten

Es wurde gezeigt, dass die Erkrankung mechanisch Uber hamatophage Insekten tbertragen
werden kann Jedoch ist die Zeitspanne der Infektiositat tiesekten nach der Aufnahme

von Parasiten relativ kurz und liegt bei wenigen Stun@igalke 1968 Eine Ubertragung
UberMuscaspp. erscheint auch moglic{Bigalke 1968Corteset al. 2003 Corteset al.

2005. Ein Auftreten von entsprechenden Vektoremkite demzufolge ein Risikofaktor
darstellen(EFSAStatement 2010 Ob wildlebende Reservoirwirte eine mogliche Rolle

spielen, wird diskutier{Kiehlet al. 2010 Basscet al. 2011).

5 Immunologie

5.1 Allgemeines

Immunsupprimierte (splenektomierte oder mit Gllkartikoiden behandke) Rinder
entwickeln schwer@der sogar tddliche Verlaufe der bovinBesnoitiosgDiesinget al.
1988. Bei immunsupprimierten Mausen (GKO) verlauft eine InfektiorBmiitesnoitin den

meisten Falletetal (Schares personlichMitteilung).

Mit B. besnoitinfizierte Rinder entwickeln eine Pramunit&nfunitas non sterilisans
Zysten persistieren wahrscheinlich lebenslanglich und werden nicht elim{Rielt 1960

Euzéby 198

Eine belastbare protektive Immunitat entstehtib@attrlich und experimentell infizierten
Rindern sowie experimentell infizierten Kaninchen, eine Reaktion nach einer Challenge
Infektion wurde nicht beobachtgfPols 1960Bigalkeet al. 19743 Bigalkeet al. 1974D.
Gerbils(Meriones tristram), die subkitan mit geringen Mengen aB. besnoitEndozoiten
ausder Zellkultur infiziert wurdenzeigten keine Reaktion auf eine Challetigiektion mit

einersonstletalen Parasiterosis(Shkap und Pipano 1993

Ein in Kaninchen und Zellkultur passagieBdoesnoitiStamm, der urspringlich aus dem

Streifengnu stammtewurde zur Vakzination von Rindern verwendet. Mit diesem Vakzine
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Stamm infizierte Rinder zeigten nach Challefrgektion mit hohen Parasitendosen keine

schweren Auspragungsgrade der bovirBasroitiose und entwickelten nur wenige Zysten in

RSNJ a1ftSNItSy Y2ye2dzy] Al LY CSt ROSNERIZOKSY
Falle beobachtet und die Inzidenz der subklinischen Falle war deutlich geringer als in
Kontrollherden(Bigalkeet al. 1974a). Eine Leben¥akzine auf Basis eines attenuiertgén

besnoitiStamms, produziert in Zellkultuwvird auch in Israel eingeset@®ipano 199Y.
5.2 Angeborenes Immunsystem

Wachstum und Entwicklung vakpicomplexan infizierten Wirten sowie die Auspragung
einer Resistenz gegen eine Infektion werden maf3geblich durch das Immunsystem
beeinflusst. Untersuchungen zur Immunantwort auf eine Infektion mit apikomplexen
Parasiten wurden hauptsachlich an Babesien, Eimerien, Plasmodieh goddii
durchgefiihrt. Um einénfektion zubekdmpfensind sowohl das angeborene als auch das

erworbene Immunsystem von Bedeutu(igrélichet al. 2012).

Effektorzellen des angeborenen Immunsystems und die von ihnen produziediatoren

sind wichtige Faktorerum die Infektivitat vorapikomplexen Parasiten zu beeinflussen und

das Ausmalf der Parasitamie zu reduzigfadlichet al.2012). Insbesondere scheinen

Interferon Gamma (IFN ,(produziert von NKZellen und Tumor Nekrose Faktor Alpha (FNF

hygs {GAOl1&GU2FFY2Y2EAR 6bho,pdguRertNd® | { GA BS { I dzS
Makrophageneine wichtige Rolle bei der Entwicklungshemmung zu spigleitichet al.

2012,

5.3 Erworbenelmmunantwort: zellulae Antwort

Nach naturlicher Infektion mit apikomplexen Parasiten ist die entstehende Immunitét
hauptsachlich zelermittelt (Frolichet al.2012). Uber die Immunreaktion nach einer
Infektion mitB. besnoitist nicht viel bekannt, aber auch hier wird von einer haéptdich

zelkvermittelten Immunitat ausgegangegBigalke 1981Euzéby 198y
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5.4 Erworbenelmmunantwort: humorak Antwort

Erste Antikbrper gegeB. besnoitsind zwischen dem 15. und 18. Tagst infectionemm
Serum nachweisbar, mit einem Titermaximum zwiscdem 30. und 40. Tggrancet al.

1987).

Maternale Antikbrper werden tber das Kolostrum an neugeberKalber Gbertragen

inwieweit diese das Kalb vor einer Infektion schitasnhnicht bekann{Shkapet al. 1994).

Antikdrper gegerB. besnoit{detektiert mit IFAT und ELISA) scheinen bei experimentell

infizierten Kaninchen keinen Schutz vor einer Infektion zu bigaggwaet al. 1979.

6 Pathogenese

Das Erkrankungsbild der bovinBesnoitiosdasst sichin zwei Stadien unterteilen.

Nach dernfektion wird zunachstia akutes Stadium (AnasaH&adium)oeobachtet,in dem
die Proliferation der Tachyzoiten in Endothelzellen, Makrophagen und noch nicht
identifizierten Zellen stattfinde(Bassoret al. 1970 Bigalke 197p Auf dieses erste Stadium
folgt ein chronisches Stadium (Skleroder®tdium)in dem die Proliferation der
Bradyzoiten in mesenchymalen Zellen stattfindehwohl es auch Autoren gibt, die das
Krankheitsgeschehen der bovinBesnoitiosen mehr als zwei &tlien einteilen, wird im
weiteren Text von einem biphasischen Verlauf ausgega@eime auchAbschnitt8 Klinik S.
38).

Es wird angenommerlass sich die Pathogenese \Bnbesnoitnach natirlicher Infektion

ahnlich darstellt wie die Pathogenese nactifamieller Infektion(Bigalke 197D

Nach Inokulation (iatrogen oder tber Insekten) findet die Vermehrung der Tachyzoiten in
Endothelzellen und extravaskularen Makrophagen qi#tssoret al. 1970 Bigalke 197p
Die Dissemination der Parasiten erfoldpei frei im Blut befindliche Tachyzoiten oder tber

infizierte mononukleare ZellefBigalke 197D

Lasionendie wahrend des akuten Stadiums beobachtet werden koneem von vaskularer
Natur: Die intraendotheliale Vermehrung der Tachyzoiten verursacht Vaskulitis,

Perivaskulitis, Thrombosen, Hamorrhagien und Od¢Rassoret al. 1970. Eine nahere
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Beschreibung der Untersuchungen von Basson und Mitarbeiter findedbstgh ot | § K2 f 2 3 A
R S NJ |slelizihlischoit?.1.2.1Veranderungen der Haus32). Vaskulitis und

GefalRwandnekrosen erhohen die Permeabilitat der Gefaflde und resultieren in der

Ausbildung von Odeme(Bigalke 1981 Mdglicherweise spielt ein vom Parasiten

produziertes Toxin bei der Entstehung der Lasionen eine unterstitzende(Badlsoret al.

197Q Bigalke 1981Euzéby 198)/

Proliferierende Organismen kdnnen bis zu dk&chen p.i. nachgewiesen werdam selben
Zeitraum bleibt auch die Infektiositat des Blutes erhalten. Nach diesem Zeitabschnitt enden

die extrazystische Proliferation der Parasiten und die Infektiositat des BBigalke 197p

Die Entwicklung der Zysten beginnt kurz vor Ende deaexstischen ProliferatioBigalke

1970. Bereits elf Tage p.i. kdnnen hypertrophierte intuad extravaskulare Zellen
nachgewiesenverden, die von Parasiten befallen sifRhssoret al. 1970. Die
Zystenentwicklung erstreckt sich Ubsa.zehn Wochen, @ Wirtszellen hypertrophieren bis

zu einer Grof3e von 390 um und enthalten mehrere hypertrophierte Kerne. Wirtszellkerne
und -zytoplasma werden von einer parasitophoren Vakuole, die zahlreiche Parasiten enthalt,
komprimiert(Bassoret al. 1970 Bigalke 197p Reife Zysten sind umgeben von einer

auRReren dicken hyalinen Schicht und enthalten ungefahr 165 000 ParéBitgtke 197D
DegenerierteZzysten konnen bereits 30 Tage p.i. beobachtet wer@assoret al. 1970).

DiemaximaleAnzahl der Zysten wird wadeheinlich in einer sehr kurzen Zeit gebildet,
ausgehend von proliferierenden Parasiten wahrend und direkt nach der Parasitamie. Diese
These wird unterstutzt durch die transiente Parasitamie und das Nichtvorhandensein
zirkdierender Parasiten und unreif@tysten in chronischen Fallen. Sobald die extrazystische
Proliferation endet, werden wahrscheinlich keine neuen Zystehr gebildet(Bigalke

1968.

Die Wirtsreaktion auB. besnoitiZystenist unterschiedlich, sie kann von einer schwachen,
bis zueinerhochgradigen Entztindung unter Beteiligung von Makrophagen, Epitheloidzellen,
mehrkernigen Riesenzellen, eosinophilen Granulozyten, Plasmazellen und spindeligen Zellen

reichen(Franko und Borges 19]18IcCullyet al. 1966).

Alopezie und Hautnekrosen entsteméurch hochgradigkaleKreislaufstdrungen im
chronischen Stadium. Das Wachstum einer Vielzahl von ZystStratum papillareder Haut

mit begleitender granulomatdser Reaktion und Fibrose sowie Hyperkeratose und Akanthose
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bedingen die typische kliniselfSymptomatik (Verdickung der Haut mit Faltenbildung) des
SklerodermaStadiumgBassoret al. 1970, Bigalke 198

DieLetalitat mit B. besnoitinfizierter Rinder ist niedrig. Tiere kdnnen sowwohlakuten als
auchim chronischerStadiumversterben.Die Angaben schwanken zwischen eimd zehn

Prozent(Pols 1960Fouquet 2003

Fur die bei Bullen beobachtete Degeneration und Atrophie der Hoden sowie

Aspermatogenese gibt es unterschiedliche Erklarungsansatze:

Die in Interstitium und subepithelial nachwegsien Zysten kbnnen normale Zellen
verdrangen oder ersetzen und so mit der Spermatogenese interferieren. Zgstesich in
den GefalRen des Samenstrangs befindémnen die Blutversorgung des Hodens negativ
beeinflussenThrombosierungen von Arterien unéenen konnen durch ins Lumen ragende
Zysten ausgelost werden und degenerative Prozesse des Hodens und Nebenhodens
einleiten.Eine Hyperthermie des Hodens aufgrund eines schlechten Warmeaustauschs
durch das verdickte hyperkeratotische Skrotum kdnnte eindexe Erklarung fur die
Degeneration des Hodens und Nebenhodens liefBleuman 1972aKumiDiakaet al. 1981;
Sekoniet al. 1992). Ahnliche Erklarungsansétze werden auch von anderen Autoren
vorgeschlagen, die sich mit chronisclBarsnoitiosebei Ziegen bschaftigen(Cheema und

Toofanian 1979

7 Pathologie

7.1 Pathologie bei Rindern

7.1.1 Rinder:Akutes Stadium

Im akuten Stadium der bovinéBesnoitioseverden Lasionen in der Haut und Schleimhaut,
den Lymphknoten, der Muskulatur sowie einigen inneren Organen gefufiRissoret al.

1970 Jacquieket al.2010.

Basson und Mitarbeiter untersuchten neun experimentell intravendsbisizu 1,07 x 10

Tachyzden vonB. besnoitinfizierte Rinder, von denen zwei akut verendeten:
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Die Haut zeigte generalisiertes Odem mit begleitender subkutaner Stauung, disseminierte
hamorrhagische Herde und subkutane Thrombosen. Stauung, Petechien und Ekchymosen in
der Haut waen insbesondere an den Extremitaten ausgepragt. An den Schleimhauten der
Nasetraten pseudomembrandse Auflagerungen mit disseminierten Petechien auf. Stauung,
Odem und hamorrhagische Herde konnten auch in Haumal peripheren Lymphknoten
gefunden werdenDiverse Muskeln waren degeneriert oder nekrotisch. Dias,das am
starksten betroffen warzeigte zusatzlickineausgepragte serofibrindse Arthritis der
Fesselgelenke mit begleitender serofibrindéser Tendovaginitis und vielen Petechien und
Ekchymosen iden Nerven der VordergliedmafeDie Milz war geringgradig vergrof3ert und
die Lebern beider Tiere waren gefleckt mit Stauung der Galle und Petechien in der
Gallenblase. PetechiaBlutungen wurden in Lunge, Trachea, Larynx und Pharynx gefunden
sowie bei anem Tier im linken Ventrikel, Nieren, Hypophyse, Labmagen und Schleimhaut

des Uterus. Lunge und Trachea zeigten zudem Stauung und Bassoret al. 1970).

Histologisch zeigten die Wande vieler Venen in der Unterhaut, am Kopf und an den
Gliedmalien kleinedmorrhagische Herde, die Intima war bedeckt von einem-gddichen

Material, und viele Venen waren thrombosigBassoret al. 1970).

An den Uberlebenden Rindern studiertdie bereits genannten Autoretien histologischen

Verlauf des akuten Stadiums laiem chronischen Stadium in der Haut:

An Tag 3 p.i. konnteStauung, wenige kleine Hamorrhagien, Leukostase und geringgradige
Perivaskulitijyachgewiesenverden. Eine geringe Anzahl von eosinophilen Granulozyten und

mononuklearen Zellen war vorhanden.

An Tag 4 und 5 p.i. war die eosinoginanulozytdre Reaktion in einem Fall weiter

fortgeschritten undeinegeringgradige Vaskulitis lag vor.
Am Tag 6 konnteB. besnoitiStadienintraendothelial in einer Veneachgewiesenverden.

An Tag 7 konnten in zwE&llenB. besnoitiOrganismen auf3erhalb von Gefal3en gefunden
werden. Gruppen von drei bis funf Parasiten wurden intravakuolér in Endothelzellen
gefunden. Zudem wurden ausgepragtes Odem sowie beginnende Thrombosen kleiner

Gefal3e festgestellt.
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An Tag 8 wurde proliferierende Organismen in Endothelzellen und aulR3erhalb von
Blutgefalien gesehen, begleitet von Hamorrhagien, perivaskularen Zellproliferationen

(Makrophagen) und fortschreitender Thrombose kleiner Gefalie.

An Tag 9 konnten zahlreiche inttand extrazdlulare Organismen undine ausgepragte

Thrombose kleiner Vendestgestelltwerden.

An Tag 10 wurdeB. besnoitiOrganismerextravaskular in mononukleéren Zellen
nachgewiesersowie zahlreiche Thromben mit darauffolgendgewebsekrose und

vermehrt perivakulareZellen(Bassoret al. 1970).

Die Hauptlasionemm akutenStadiumsind vaskuléarer Natusiehe auch
Tabellell-1). In den Untersuchungen von Basson und Mitarbeiter zeigten viele kleine und

grolRe VenerHamorrhagia undfibrinoide Nekrosen der Gefallwand sowie intraluminale
Thromben. Parasiten wurden immer in Vakuolen gefunden, GefaRendothelzellen und
primitive mesenchymale Zellen der Intima waren befallen. Vaskulitis, Perivaskulitis und

hochgradiges Odem waren die Hauptra@ale der VeranderungefBassoret al. 1970).

Tabellell-1: Histologische Veranderungen im akuten Stadium der bovinen Besnoitiose

Gewebe/
Organ(system) - Verénderungen Autoren
Lokalisationen

Haut Venulen bis groRerel Hamorrhagie, fibrinoide
Venen GefaBRwandnekrose,
Thrombosierung, PeflVaskulitis,

intraendotheliale Parasiten

Interstitium Hamorrhagie, hochgradiges Oder
Basson
Epidermis Nekrosen, Haarfollikelnekrose/ | gt g1.
degeneration (1970

Bewegungsapparat| Skelettmuskulatur | Zenkersche Degeneration,
Mikrokavitation, Lyse,

Mineralisation

Auge Iris Hamorrhagische Foci
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Gewebe/
Organ(system) - Verénderungen Autoren
Lokalisationen

Respirationstrakt | Nasale Mukosa, Hamorrhagie, Odem, Nekrose,
Larynx, Trachea Pseudomembranen, Erosion
Lunge proliferierende Parasiten,

geringgradige Pneumonie,

Stauung, Odem, Emphysem

Digestionstrakt Leber tribe Schwellung, vakuolare
Veranderungen, hyalintropfige

Degeneration, Nekrose, Parasiter]

Harnapparat Niere vakuolare Degeneration, fokale
geringgradigenterstitielle Basson
rundzellige Infiltrate et al.

Lymphsystem Lymphknoten Hyperplasie, Stauung, (1979

Hamorrhagie, fibrinoide Nekrose,
Aktivierung und Proliferation der
Zellen deRRetikuloendothelialen
Systems, hypertrophe und
mehrkernige Riesenzellen in den

Sinus und Markstréangen

Hamallymphknoten | ausgedehnte Nekrose,

Hamorrhagie, Parasiten

7.1.2 Rinder:Chronisches Stadium

Im chronischen Stadium der bovin8esnoitioseverden makroskopisch erkennbare
Veranderungen an der Haut, der skleralen Konjunktiva, den Faszien, den Gefalien, den
Schleimhauten des oberen Respirationstraktes und den Organen des Geschlechtsapparats
gefunden(McCullyet al. 1966 Levine 1973KumiDiakaet al. 1981; Nobelet al. 1981,

Majzoubet al.2010).
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Histologisch lassen sich ZysterdiversenGenveben nachweisen (sieleabellell-2).

Tabellell-2: Gewebein denen beim Rin®. besnoitiZysten gefunden werden kbnnen

Organ(system) Gewebe/Lokalisation Verfahren Autoren
Haut diverse Lokalisationen | histologisch diverse
Skrotum histologisch KumiDiakaet al.
(1981); Sekonket al.
(1992); Gentileet al.
(2010
Augenlider, Hals, Brust, | histologisch Majzoubet al. (2010
Lenden, Gliedmaflien,
Flotzmaul, Schwanz,
Zitzen
Subkutis histologisch McCullyet al. (1966
Bewegungsapparat Skelettmuskulatur makroskopisch| McCullyet al. (1966
histologisch
Faszien makroskopisch| McCullyet al. (1966
Sehnen makroskopisch| McCullyet al. (1966);
histologisch Majzoubet al. (2010
Sehnenscheiden histologisch McCullyet al. (1966
Gelenke makroskopisch| McCullyet al. (1966);
histologisch Majzoubet al. (2010
Periost histologisch, McCullyet al. (1966
makroskopisch
Auge skleraleKonjunktiva makroskopisch{ McCullyet al. (1966);
Bigalke (1968); Gentile
et al.(2012)
Sklera histologisch McCullyet al. (1966
Kornea (vaskularisiert) | histologisch McCullyet al. (1966
Kornea histologisch Gentileet al. (2012)
Ziliarkorper histologisch McCullyet al. (1966
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Organ(system) Gewebe/Lokalisation Verfahren Autoren

Auge Iris makroskopisch| McCullyet al. (1966);
histologisch Gentileet al. (2012)

Respirationstrakt | Nasenseptum histologisch McCullyet al. (1966);
Majzoubet al. (2010

Nasale Mukosa makroskopisch| McCullyet al. (1966
histologisch

Sinus makroskopisch| McCullyet al. (1966

Konchen histologisch McCullyet al. (1966);

Gentileet al.(2010);
Majzoubet al. (2010);
Gentileet al. (2012)

Pharynx makroskopisch| McCullyet al. (1966

Larynx (#Perichondriuh | makroskopisch| McCullyet al. (1966);
histologisch Gentileet al.(2010);
Gentileet al. (2012)

Trachea makroskopisch| Pols (1960); McCulit
histologisch al. (1966); Gentilest al.
(2010); Gentilest al.

(2012)
Bronchien makroskopisch| Pols (196] McCullyet
al. (1966
Lunge makroskopisch| McCullyet al. (1966
histologisch
Digestionstrakt Pharynx histologisch McCullyet al. (1966
Zungenmuskulatur histologisch McCullyet al. (1966
Leber keine Angabe | Jacquietet al. (2010
Weiblicher Vestibulum vaginae histologisch Majzoubet al. (2010
Geschlechtsappara Vagina histologisch Nobelet al. (1981J)
Zervix histologisch Nobelet al. (19817

Corpus et Cornua uteri | histologisch Nobelet al. (19817
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Organ(system) Gewebe/Lokalisation Verfahren Autoren
Mannlicher Penis [Lamina proprig histologisch McCullyet al. (1966
Geschlechtsappara] Tunica dartosT. histologisch KumiDiakaet al. (19817)

vaginalis T. albuginea
Hoden histologisch Bassoret al. (1970);
KumiDiakaet al.
(1981); Sekoniet al.
(1992
Nebenhoden histologisch KumiDiakaet al. (1981)
Lymphsystem Tonsillen histologisch Majzoubet al. (2010
Lymphknoten histologisch, McCullyet al. (1966);
keine Angabe | Bassoret al. (1970
Lymphgefalie histologisch McCullyet al. (1966
Milz keine Angabe | Pols (196)
Kardiovaskulares | Endokard makroskopisch| McCullyet al. (1966

System Herzmuskulatur keine Angabe | Jacquiett al. (2010
kleine Arterien Tunica
intima, T.mediaund T. makroskopisch| McCullyet al. (1966
adventitia) histologisch
kleine undgroRere Venerl makroskopisch| McCullyet al. (1966
(Tunica intimaT.media | histologisch
und T. adventitia
Klappen)

Nervensystem peripherer Nerv makroskopisch| McCullyet al. (1966

(Perineuriuny

histologisch

7.1.2.1 Veranderungen der Haut

Makroskopisch erscheint die Haut verdickt und faltig. Haufige Befunde sind Hypotrichose,

Alopezie, bis zu hochgradige Lichenifikation, Seborrhoe, Erytheme und Hyperkeratose

(McCaullyet al. 1966 Majzoubet al. 2010 Rostaheret al.2010). Histologisch kéren

zahlreiche Zysten irStratum papillare, Stratum reticulatend der Subkutis gefunden
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werden. Zysten liegen reaktisios im Gewebe oder sind umgeben von einer dicken Schicht
kollagener Faserand eventuelleiner zellularen Infiltration unter Beteiligungn

Makrophagen, Epitheloidzellen, mehrkernigen Riesenzellen, eosinophilen Granulozyten und
spindeligen ZelleMcCullyet al. 1966 Bassoret al. 1970 Majzoubet al.2010).

Konglomerate von Zysten mit konfluierenden hyalinen Schichten kdnnen beobaddridtnv
(Bassoret al. 1970).

Die Entstehung der Zysten in der Haut experimentellBnibesnoitintravendsinfizierter

Rinder lauft wie folgt alBassoret al. 1970):

An Tag 1413 p.i. wurden bei zwei Tieren intrand extravaskuléare hypertrophe Zellen
gesehendie ein oder mehrere Organismen enthielten und sehr junge Zysten darstellten

(GrofRe: 22 um). Das Zytoplasma dieser Zellen wabléatlich und mukoid.

An Tag 16 p.i. wurden in zwei Féllen die hypertrophen Zellen multinukleéKé&ne) und
enthielten kleine Kolonien von Organismen (GrolR3e: 45 um). Eine Manschette aus-violett

blaulichem Material in den jungen Zysten stellte die sich entwickelnde Zystenwand dar.

An Tag 19 und 20 p.i. waren viele junge Zysten nachweisbar (Gréf3e: 48 bisr@it gimgr

erhohten Anzahl von Kernen und Parasiten.
An Tag 22 bis 27 p.i. wurden die Zysten gréR3er und zeigten weitere Kerne (bis zu 14).

An Tag 28 und 29 p.i. konnte in immaturen Zysten mitotische Figuren der Wirtszellkerne

gesehen werden (Grol3e der Zysten: 168185 um)

An Tag 30 und 33 p.i. konnten septierte Zysten mit zwei bis vier Kompartimenten beobachtet
werden sowie eine kleine Anzahl von zerfallenden Zysten mit pyknotischen Kernen und

intensiver Eosinophilie von Wirtszellzytoplasma und Parasiten.

An Tagl2 und 43 wurde eine weitere nekrotische Zyste gesehen, unreife Zysten waren bis zu

240 pm grof3.

An Tag 71 wurden granulomattse Reaktionen um degenerierende und intakte reife Zysten

beobachtet.

Die grof3ten Zysten (Tag 108) hatten einen Durchmesser vopr90
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7.1.2.2 Veranderungen der skleralen Konjunktiva und Faszien

B. besnoitizysten kénnen ider skleralerKonjunktiva undn Faszien mit bloiem Auge
entdeckt werden, haufig wird der Nachweis BnbesnoitiZysten in der skleralen
Konjunktiva als diagnostischest&rium verwendet(McCullyet al. 1966 Bigalke 1968
Nobelet al. 1981; Rostaheret al.2010).

7.1.2.3 Veranderungen des Gefal3systems

Veranderungen sind vor allem in den Venen, insbesondere an den distalen Gliedmalfien zu
finden. Betroffen sind vor allem kleine und mittelgroRe Venen, aber auch kleine Arterien.
Makroskopisch stellesichdie Zysten als weil3e rundliche Herde dar, die in@a&R3lumen
hineinragen, sehr stark befallene Gefal3e besitzen eine granuliert wirkende Intima. Eine
durch die Zysten bedingte Verdickung d&falRvand mit begleitender Phlebitis kann
beobachtet werden. Zysten konzentrieren sich an Umschlagpunkten, Klapgen u

Bereichenin denen mehrere tributdre Venen zusammenflieRen.

Histologisch kdnnen frei im Lumen von Venen und Arterien befindBcbesnoitiStaden
nachgewiesen werden, die manchmal agglutiniert in Gruppen auftreten. Zysten kdnnen in
der Tunica intimamediaund adventitiaauftreten. Manche liegen direkt unter dem Endothel
und ragen in das Gefal3lumen hinein, andeeeursachen keine Vorwoélbung si&ndothed

und erstrecken sich in die darunter liegentiemediaIn einigen Féllen kann das Endothel
hypemplastisch sein, entsprechendgefaRvandschichten in der Zystenumgebung kénnen

sklerosierenMcCullyet al. 1966).

7.1.2.4 Veranderungen der Schleimh&ute des Respirationstrakts

Zahlreiche makroskopisch erkennbare Zysten kbénnen in der Schleimhaut von Nasenseptum,
Konchen, Sinus, Larynx, Trachea, Bronchien und Lunge gefunden \(ic@nllyet al.
1966; Gentileet al.2010; Majzouket al. 2010; Gentilest al.2012)

Histologischagen diesenur noch von einer diinnen Epithelschicht bedeakidas Lumen

hinein oder befinden sich in déamina propriaMeistens sind sie von einer geriims
hochgradigen entziindlichen Zellinfiltration umgeben unter Beteiligung von Epitheloidzellen,
mehrkernigen Riesenzellen, kleinen runden Zellen, spindeligen Zellen, eosinophilen

Granulozyten und Plasmazell@icCullyet al. 1966, Majzoubet al.2010).
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In einigen Féllen bilden Epitheloidzellen und mehrkernige Riesenzellen einen inneren Ring
um eineZyste, der von einem aufReren Ring aus kiemmden und spindeligen Zellen
umgeben wird. In anderen Fallen gibt es eine zentral befindliche Akkumulation aus
eosinophilen Granulozytewlie von Epitheloidzellen und mehrkernigen Riesenzellen
umgeben sind. Bientzindliche Reaktion um die Zysten kann in hochgradigen Fallen eine
diffuse Rhinitis vortauscheiMcCullyet al. 1966). Manche der Zysten liegen reaktionslos im
Gewebe. Die granulomattse Reaktion ist ausgepréagter in der Umgebung von toten Zysten,

die manchmal auch kalzifiziert sein konné@vicCullyet al. 1966).

Histologisch nachweisbare Zysten in Larynx und Trachea rufen keine oder nur eine
geringgradige Wirtsreaktion hervor. Kleine, degenerierte Zystemchmal umgeben von
einer granulomatésen entzindlichen Reaktigiinnen auch in den Alveolarsepten

nachgewiesen werde(McCullyet al. 1966).

7.1.2.5 Veranderungerder Organedes Geschlechtsapparats

Das Skrotum zeigt dieselben Veranderungen, die auch schorbkiadit beschrieben sind:
Alopezie, Verdickung und Krusten. Makroskopisch kénnen kleine Knétchenica
vaginalisund albuginea Hoden und Nebenhoden nachgewiesen werden. Manche Hoden

sindogangrandésg, von brauner Farbe und weicher KonsistédamiDiala et al. 1981).

Histologisch kdnnen Zysten mit begleitender Entziindung in diversen Lokalisationen (siehe
Tabellell-2, S.30) nachgewiesemwerden sowie Degeneration und Ersatz der testikularen
Keimzellen und partielles oder komplettes Aussetzen der SpgegeaeseKumiDiakaet al.
1981; Sekonket al. 1992 Corteset al. 20069.

In der Untersuchung von Kufbiaka und Mitarbeitem waren Skrotum und Inhalt
hauptsachlich betroffen, die Samenleiter am wenigsterddnUrethrae,
Samenblasendrisen, Harnréhrenzwiebeldrisen und Prostatae konnten keine Zysten

nachgewiesen werde(KumiDiakaet al. 1981, Sekoniet al. 1992).

In einem Fall wurden hochgradige testikulare Lasionen gefunden: ausgedehnte Nekrosen der
Tubuli seminifenmit dystrophischer Verkalkung und Aussetzen der Spermatogenese in den
anliegendenTubulisowie geringgradige interstitielle lymphozytéare Infiltration in der

Umgebung von Nekrosen und Zys{@&assoret al. 1970).
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Fibrotische und verkleinerte Hoden mit testiiten Nekrosen konnten auch bei einem

Bullen in Portugdiestgestelltwerden (Corteset al. 2005.

Im weiblichen Geschlechtsapparat konnen Zystediversen Lokalisationemachgewiesen
werden(sieheTabellell-2, S.30), in manchen Féllen reaktionslos, in anderen mit bis zu
hochgradiger granulomatdser Entzindung mit Nachweis von mehrkernigen Riesenzellen
(Nobelet al. 1981). Die Fruchtbarkeit weiblicher Rinder scheint durch eine InfektiorBmit
besnoitinicht beeintrachtyt zu werdenShkapet al. 1994).

7.2 Pathologie bei Versuchstieren

Experimentell infizierté&aninchenentwicketen Fieber {iberdrei bis sieben Tage),
schmerzhafte subkutane Odeme an Kopf, Ohren, GliedmaRen und Genitddanmi(ei bis

14 Tage), AsziteBetechien in Lymphknoten, Haut, Lungen und Hggorzinbse und
hamorrhagische Entziindungen und Nekrosentideden Thrombosierung von GefalRen und
LebernekroserfPols 1960Bassoret al. 1970.

Neben dem Nachweis von intraendothelial gelegenen Parasitdigstavon sechs bis acht
Stadien pro Zellelominierten histologisch vaskulatgisionen: In der HakbnntenOdeme,
Hamorrhagien, nekrotische und fibrinoide Vaskulitiden und Hautnekréessigestellt
werden Nekrotisierende Vaskulitis und Thrombosen deféBen sowie Nekrosen des
Parenchyms wurden auch in Hoden und Nebenhaggchgewiesenin der Leber wurden
Herde von degenerierten und nekrotischen Leberzellen sewieinterstitielle Hepatitis
nachgeviesen. Die Lungen zeigt&efalRthrombosierungen und kale geringgradige und
interstitielle Lungenentziindungen. Weibliche tragende Tiere kdnnen abort{@assoret
al. 1970 Neuman und Nobel 1981

Experimentell infizierteveiRe Mause die mit Bauchhohlenflissigkeit infizierter Gerbils
(Merionres tristram) inokuliert wurden zeigten keine klinische Symptomatik. Histologische
Lasionen variierten von gerinis hochgradig: In Leber und Niere konnte eine fettige
Degeneration der parenchymattsen Zellen, geringgradige mononukleére Zellinfiltration und
proliferierende Parasiten nachgewiesen werden. Im Gehirn waren in der Anfangspirase
sechs bis zehn Tagen gegnadiges Odem und subependymale Infiltration mit
mononukledren Zellen nachzuweisen. Einen Monat spater konnten Meningitis,

Chorioidplexitis und perivaslares Cuffing beobachtet werden. Nach sechs Monaten war



Il. LITERATURUBERSICHT 37

eine chronische Meningitis sowie mehrere nekrotische Herde mit umgebender

granulomatdser Entziindung und dystrophischerkalkung ausgebild¢gileuman 196%

Experimentell infizierte intakte unsplerektomierte Gerbils(i.p. inokuliert mit infektibsem
Kaninchenblut oder infektioser BauchhéhlenflissigkeilererGerbils) zeigten Anorexie,
Bewegungsstorungen und Krampfe und elisalitdt von 6670%. In der Bauchhohle fanden
sich fibrinése Auflageingen auf den Organen und vermehrtes Exsudat, das reich an
Parasitenstadien war. Die am héaufigsten betroffenen Organe waren Gehirn, Leber, Lunge
und Milz. Im Gehirn wurden periependymale und meningeale Infiltrate gefunden. Die Leber
zeigte zentrolobularedttige Degeneration sowie Parasitenstadien im Bereich der portalen
Raume mit begleitender mononuklearer und histiozytarer Infiltration. Lasionen der Lunge
waren charakterisiert durch nodulare subpleurale mononukleéare Infiltrationen, Verdickung
deralveoldaen Septen, kompensatsches Emphysem und Nachweis zahlreicher Parasiten.
Das Retikuloendotheliale System in der Milz war hyperplastisch. Herz und Niegemzei

keine Veranderunge(Neuman 196

Hamster, i.p. mit Zystozoiten inokulierzeigten Keratokojunktivitis, Paraplegie, Paralyse,
Kreislauferund starben letztendlich. Histologisch zeigten die Tiere interstitielle
polymorphzellige Myokarditis, fettige Degeneration von Hepatozyten und lymphozytére
Infiltration der Portalraume sowie Odematisierung Wdeningen und Ependym,
subependymale Gliose und geringgigal PerivaskulitifNeuman und Nobel 1981Die
zentralnervose Symptomatik trat bei den Untersuchungen anderer Autoren nicliShkép
et al.19879.

Meerschweincheni.p. mit infektioser Bachhdhlenflissigkeit von Gerbi[®eriones

tristrami) infiziert, zeigten akut einsetzende Anorexie, Krampfe, Paralysen und verstarben
einen Tag nach Auftreten der klinischen Symptokdtiistologisch wurdefettige
Degeneration und polymorphzellige Infiltratiomder LeberMyokarditissowie Gliose und
perivaskulare mononukleére Infiltrate im GehirachgewieseriNeuman und Nobel 1981

Die zentralnervose Symptomatik trat bei den Untersualen anderer Autoren nicht auf
(Shkapet al. 19873.

In experimentell i.p. infizierte@®KOMausenkonnten Parasiten histologisch intrand
extrazelluldr in Lunge, Leber und Mitzittels PCR in Gehirn, Herz, Lunge, Leber,

Skelettmuskulatur, Milz und Niere nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten Parasiten
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zytologisch intraund extrazellular in der Bauchhohlenflissigkeit und in Monozyten und
neutrophilen Granulozyten in Biausstrichen gefunden werden. Histologisch zeigten Leber
multifokale Nekrosen und gemischtzellige Infiltrationdre Lunge eine rote Heatisation

und dasGehirn perivaskulares Cuffiif§chare®t al. 2009 Basscaet al. 2011).

8 Kilinik

Dielnkubationszeit betragbei Rinderrewischereinem und 13 Tagen, abhangig von der Art
der Infektion(Bassoret al. 1970). Rinder die mit Methodeninfiziert wurden, die auch in der
Natur vorkommen, haben eine durchschnittliche Inkubationszeit von 13 Ti@jgalke

1968).

Klinisch kann die Erkrankung in ein akutes und ein chronisches Stadium eingeteilt werden.

Nur zur Vollstandigkeit sei erwahnt, dasazelne Autoren die Erkrankung in drei klinische
Phaserunterteilen: Eine akute Fieberphase, in dég diere Photophobie, vermehrten

Nasen und Augenausfluss, Anorexie und erhdohte Herml Atemfrequenzen zeigen. Eine
zweite Phasgn der Schwellungn der Lymphknoten, geringgradig erhéhte Temperatur und
Odeme auftreten. Und eine chronische Phaseder Zystenbildung und Verdickung der Haut
zu beobachten sin@@acquietet al.2010. Im weiteren Text wird jedoch von einem

biphasischen Verlauf ausgegangen.

Bigalke beschreibt den Beginn ddsiten Stadiumsalsden Zeitpunkt, an dem Fieber als
erstes klinisches Symptom auftritt. Der Ubergang zwischen akutem und chronischem
Stadium kann klar erkennbar sein dushklingan von Odemen und Fieber. Jedoch kann es

auch zu einem flieRenden Ubergang beider Stadien kom{Balke 198}

Im akuten Stadium zeigen infizierte Tiere Fieber, Schwaatéhung deHerz und
Atemfrequenzen, Nasemnd Augnausfluss, Photophobie, sterf Gang oder Lahmbheit,
Anorexie und Gewichtsverlushussetzen der Pansentatigkeit uSdhwellungermer
oberflachlichen Lymphknotefsiehe aucirabellell-3, S.40). Insbesondere an Kopf und den
distalen GliedmaRekommt es zibdematdsa Verdickungerder Haut Anasarka (Pols

1960 Bigalke 1981Corteset al.2005 Jacquiett al.2010. Infizierte Bullen kdnnen akute

schmerzhafteOrchitiden entwickeln undnschliel3end transient oder permanentertil
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werden Trachtige Tiere konnen abortier¢Bouldy 1968 Corteset al. 2005 Jacquiett al.
2010. Neuman und Nobel konnten jedoch bei einer Feldstudie (800 Kiihe aus einem
endemischen Gebiet) keine sichtbaren negativen Effekte der Krankheit auf die Trachtigkeit
nachweiser{Neuman und Nobel 1981Allerdings zeigen nwenige infizierte Tiere die

Symptomatik des akuten Stadiur(Bols 1960Jacquietet al.2010).

Im chronischen Stadiunzeigenhochgradignfizierte Tiere ¥rdickungen und Verhartungen
der Haut, mit verminderter Elastizitatind Faltenddung. Des Weiteren zeigen selweise
ausgepragtesewichtsverlust trotz erhaltenen Appetits, Lymphknotenvergrol3ergmgy
Lichenifikation, Hyperpigmentatioind Hyperkeratose der HauAlopezie sowie
makroskopisch sichtbare Zysten in der skleralen Kdxtijue und Schleimhaut des
Vestibulum vaginaéPols 1960Bigalke 19681981, Corteset al. 2005 Jacquietet al. 2010
Rostaheret al.2010. Chronisch infizierte Bullarollstandigsteril sein die Hoden kdnnen
atrophieren und sich verharte(iPols 1960Bigalke 1981KumiDiakaet al.1981). Bei einem
chronisch miB. besnoitinfizierten Bullen ister Verlust der Libido beschriebéBekoniet
al. 1992,

Ein grol3er Teil der infizierten Tiere ist klinisch unauffalagnlaber durch Nachweigon
Antikdrpern im Serum identifiziert werdefFernandezGarciaet al. 2010). Bis zu 70% der

Tiere einer Herde kdnnen klinisch unauffallig g€8ollnicket al. 20100H).
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Tabellell-3: Abfolge der klinischen Symptome nach experimenteller InfektiorBrbesnoiti
(nach Basson et al. 1970 und Bigalke 1981)

Erstmaliges Auftreten

Stadium | Abfolge der Symptome der Symptome inTagen
post infectionem
Fieber 1-5
Inappetenz 3
Polypnoe 3
Hyperamie des Flotzmauls 4
Anasarka Endozoiten im Blutausstrialachweisbar 4
Tachyzoiten in Endothelzellen (histologisch) 6
Odeme 7
Zysten (histologisch) 11
Endozoiten nichimehrim Blutausstrich nachweisba 12
Normale Temperatur 14
Hautnekrosen 21
Odeme verschwinden 23
Alopezie 25
Sklero Sklerodermie 2535
derma Zysten in der skleralen Konjunktiva 36
Reife Zysten (histologisch) 71

9 Diagnostk und Differentialdiagnosen

9.1 Kilinische Diagnosik

Im akuten Stadium ist eineindeutigeklinische Diagnose sclawzu stellen, da die

Symptomatik relativ unspezifisch ist und leicht Verwechslungen mit anderen

Infektionskrankheien wie beispielsweismit demBdsartgenKatarrhalfeber (BKF) oder der

Blauzungentankheit auftreten kbnnerfJacquietet al.2010).
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Im chronischen Stadium sind differentialdiagnostisch an BKF und Blauzungkh&resowie

an Sarkoptesraude, Dermatomykose, thermische Verbrennungen, Allergie, Photosensibilitat,
kutanes Malignes Lymphom;Disease Hyperkeratose und Dermatophilasedenken

(Rostderet al.2010.

Eine klinische Verdachtsdiagnose im chronischen Stadium kann durch Nachweis von Zysten
in der skleralen Konjunktiva, iMestibulum vaginaend durch die typischen Veranderungen

der Haut gestellt werden.
9.2 Serologsche Diagnagk

Der serolgische Nachweis von Antikérpern gedgrbesnoitist von besonderer Bedeutung,

da dies die einzige verlassliche Methode ist, infizierte Rinder ohne makroskopisch und
histologisch nachweisbare Gewebezysten zu identifizieren. Da chronisch infizierteiiiéere e
bedeutsameRolle beim Einschleppen der Krankheit in eine naive Herde zu spielen scheinen
(Bigalke 1968 ist die Identifikation dieser Tiere wichtigm eine Ausbreitungler Krankheit

in noch nicht befallene Herdexru verhindern.

Fur den Nachweis von AntikérpegegenB. besnoitin den Seren infizierter Rinder sind
mehrere Nachweisverfahren publiziehtnmunofluorescenAntibodyTests (IFAT), Enzyme
linkedImmunosorbentAssaygELISA) untnmunoblots(Westernblots)Janitschkest al.
1984 Shkapet al. 1984 Corteset al. 2006k FernandezGarciaet al. 2009 FernandezGarcia
et al.201Q Schare®t al.2010 Scharet al.20119. Es stehen aber auch kommerziell
erhaltliche ELISAs zur Verfuguhgnardet al.2011; Schare®t al.20113.

9.2.1 IFAT

Im IFAT werden verschiedene Tachyzoitsriate aus Isra€¢Bhkapet al. 2002 Corteset al.
20060 Corteset al.20069, Spanier(FernandezGarciaet al. 2009 FernandezGarciaet al.
2009 und PortugalSchare®t al.2010 Schare®t al. 201139 verwendet Tachyzoiten
Stadien dieser Isolate zur Herstellung der Ho®Jekttragerwurden aus Veround MARE
145-Zellkultur gewonnen. Janitschke und Mitarbeiter verwendeten ein stdafrikanisches

Zellkulturlsolat aus dem Streifengr{anitschkest al. 1984).
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BeignemCut2 ¥ ¥ ¢ A (0 SNJ det WA xkinenSensitviiitvbniol,9% und eine
Spezifitat von 100%5charest al.2010. Kreuzreaktionen miN. caninumwurden

beobachtet bei einem Cedff Titer von <20@Shkapet al.2002 Schare®t al.2010).

9.2.2 ELISA

Mehrere indirektein-houseELISAs stehen zur Verfigung, auch hier werdenHerstellung
der AntigenExtrakteTachyzoiten auder Zellkulturverwendet(Janitschkest al. 1984 Shkap
et al. 1984 Corteset al. 2006 FernandezGarciaet al. 2010). DieAngaben zuBensitivitat
dieser inrhouse Testseichen von 87%is 100%Die Spezifitat wurde mi6,4%

beziehungsweis&00%angegeber(Corteset al. 2006 FernandezGarcieet al.2010.

Auf dem Markt sincdhuch kommerziekrhaltlicheindirekte ELISAson denen einer in

Deutschland zugelassen (Sichare®t al.201139. Vom Herstelleeines dieser Tests
(PrioChecliBesnoitiaAb V1.0) weden zwei Cubffsangegeben: ELISAPP Wert @2 YV X H /&2
wurden als positiv erachtet, Werte von <10% aégativ. Werte von 10% bis 19lltenals
fraglicherachtet undRindet von denen diese Seren stammtesnllten erneutserologisch
untersuchtg SNRSY ® . SA x em@hnteS es\elbid SersilivBat RBhisIzu 75%

und eine Spezifitat von 96,8%clareset al.201139.

9.2.3 Immunoblots/Westernblots

Bei der serologischen Untersuchung mittels Westernblot weletigenpéparationen aus
Tachyzoiten und Bradyzoiten verwend8hkapet al. 2002 Corteset al. 2006k Fernandez
Garcieet al. 2010 Scharest al.2010 Schare®t al.20119. Cortes und Mitarbeiter
verwendeten TachyzoiteAntigenund erachteten mindestens vier Banden in drei Antigen
Bereichen als positiv. Sensitivitat und Spezifitat betrugen in diesem Fall 91,3%
beziehungsweis86,4%(Corteset al.2006b. Schares und Mitarbeitestabliertenzwei
Tess, bei einem dientermachyzoiten untbeim andererBradyzoiterals Antigen. Eine
Serumreaktion wurde dann als positiv erachtetet, wenimdestens vier von zehvorher als
nichtkreuzreaktiv ermittelte Antigenbandenerkannt wurden Die Sensitivitat
beziehungsweis&pezifitatdesTachyzoiteAmmunoblots lagei 90,3%beziehungsweise
100% Im Fall des auBradyzoiterAntigen basierenden Bletvurden Sensitivitat
beziehungsweise Spezifitat n90,3%beziehungsweis89,5%angegeber{Scharest al.
2010.



Il. LITERATURUBERSICHT 43

9.3 Diagnostikmittels PCR

Fir den Nachweis vaB. besnoitDNA stehen sowohl konventionelle als auch SYBR®Green
und auf derp -Wukleasektivitat der verwendeten Polymeradmsierende Real TirlRCRs

zur Vefugung(Corteset al. 20063 Corteset al. 2007y Schare®t al. 2009 Schare<t al.

2011Db. Alle PCRs ful3en auf dem Nachweis Fragmentemer ITSL Sequenzifternal
transcribed spacgrdesnuklearenrDNA Ges. Die ITS Sequenz voB. besnoitist identisch
mit den Sequenzen ander&esnoitiaspp.,die bei Ungulaten parasitiereB. bennettjB.

tarandiund B. capragScharest al. 2011H.

Zweip -MukleaseAssag von Schares und Mitarbeitewurden dazu verwendeum B.
besnoitiDNA in HautBlut und VaginahbstrichennachzuweisenBeide Tests besitzexine
hoheanalytische SensitivitaEs lassen sich DNRonzentationen von 0,01 ng nachweisen.
Die DNAMengeentspricht in etwa der DNA von 0,1 Parasiten. @ialytischeSensitivitat
der Real Timé&CRwvar hoher als dieeum Vergleich verwendete konventioneR&€RSchares

et al.2011Db.
9.4 Diagnosik mittels Histologie und Elektronenmikroskopie

Wahrend desakutenStadiumskénnen erfahrene Pathologen in Rinderhd&ibpsien
Tadyzoiten histologisch nachweis¢Bigalke 198)L Bei Rinderndie wahrend des akuten
Stadiums sterberlassen sich Tachyzoiten in zahlreichen Organen histologisch nachweisen

(Bassoret al. 1970), siehe dazu auchabellell-1, S.28.

Im chronischen Stadiufésst sich die histologische Diagnose arrgifarbten Schnitt durch
den Nachweis der typischen Zysten in diversen Geweben (Sehallell-2, S.30) leicht

stellen.
Elektronenmikroskopisch kdnnen Bradyzoiten und Zysten in der Haut leicht dargestellt
werden (Dubeyet al. 20033 Mehlhornet al. 2009 Majzoubet al.2010).

9.5 Weitere Mdglichkeiten der Diagnostik

Die hier aufgefuihrten Minoden eignen sich nicht zur Routinediagnostik, da sie einerseits
schwierig zu praktizieren sind und eine erheblittezletzungsgefahr flr Untersucher und

Patient darstellen (Konjunktiv@&eschabsel).
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Gefarbte Ausstriche von Blut und Tranenflissigkeit lassen nur den Nachweis von Zoiten zu,

eine Speziesbestimmung ist nicht moglich.

9.5.1 HautAusstrich und KonjunktiveaGeschabsel

Fur die Arbeit im Feld kann die klinische Verdachtsdiagnose mit zwei schnellen Tests zum
Nachweis von Bradyzoiten bestatigt werden: der Ausstrich von Hautbiopsien und das

sklerale Konjunktiv&seschabsel.

Von den Hautbiopsien wird die epidermale Schictfesnt und die restliche Biopsi@
Scheiben geschnitteiie einzelnen Scheiben werden mit einer Arterienklemme
festgehalten und auf Objekttrager ausgestrichen. Die Ausstriche werden luftgetrocknet, in

Methanol fixiert und nach Giemsa gefa®annusi 199).

Fur die Geschabsel der skleralen Konjunkisgute Beleuchtung und gute Fixation des
Kopfesnotwendig Makroskopisch sichtbare Zysten in der skleralen Konjunktiva werden mit
der Kante eines Gla@bjekttragers oder einem Skalpell abgeschabt undCGhyjékttrager
ausgestrichen. Die weitere Verarbeitung erfolgt wie bei den BiefigastrichenSannusi

1991).

9.5.2 Untersuchung der TranenflUssigkeit

In einem Fall lie3en sich Merozoiten vBnbesnoitauch lichtmikroskopisch in nach May
GrunwaldGiemsa gefarldn Ausstrichen vom Tranensekret eines infizierten Bullen

nachweiser(Corteset al.2003.

9.5.3 Untersuchung von Blutausstrichen

Tachyzoiten vomB. besnoitkdnnen tUber mehrere Tage in nach Giemsa gefarbten
Blutausstrichen intraoder extrazellular nachgewieseverden. Blutausstriche von chronisch
infizierten Tieren kdnnen Bradyzoiten von punktierten Zysten enthgBagalke 198} Auch
bei experimentell infizierten Labortieren kbnnen im nach Giemsa gefarbten Blutausstrich

Tachyzoiten nachgewiesen werdéchaeset al.2009.
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10 Immunhistochemische Untersuchungen & besnoit

Zysten undBesnoitiaspp-Endozoiten

Es gibt wenige Berichte Gber immunhistochemische Untersuchungen an Zysté&n von

besnoiti

Irigoien und Mitarbeiter untersuchten folgende Proteine und Enzyme an Zysten und
Bradyzoiten vorB. besnoitiNa/K™-ATPase, alkalische Phosphatase, Kakiindende
Proteine (Calmodulin undB0) und zwei Hitzeschodkoteine (hsp60 und hsp70). Alle
obengenannten Marker reagierten positiv in den Bradyzoiten, die Wirtszelle reagierte nur
auf Na/K'-ATPase positiv. Sowohl positive als auch ungefarbte Zysten und Bradyzoiten

wurden im selben Schnitt beobachtg@tigoienet al. 2000).

Die Wirtszellam chronschenStadiumwurde durch Verwendung von artiimentin und
anti-Calprotectin (Klon: MAC387) Antikdrper immunhistochemisch charakterisiert.
Wirtszellen reagierten positiv fir Vimentin, ein fir mesenchymale Zellen typisches
Intermediarfilament und negativ iir Calprotectin, eirmyelomonozytéres Antigen. Die
Autoren kommen zu dem Schluss, dass es sich bei den Wirtszellen mdglicherweise um

Fibroblasten handelfMajzoubet al.2010.

Endozoiten vorB. bennetti B. neotomofelisind B. oryctofeliswurden mit eirem

polyklonalen Kaninchenantiserum direkt immunhistochemisch nachgewiesen.

Bradyzoiten und parasitophore Vakuole BnbennettiGewebezysten sowie Tachyzoiten
reagierten positiv bei Verwendung eines polyklonalen Kaninchenantiserums in einer
Verdinnungvon 1:8000 beziehungsweise 1:500. Ein am selben Gewebe verwendeter
Bradyzoiterspezifischer Kaninchefintikdrper, gerichtet gegen ein Hitzescheékotein von
T. gondiund N. caninumBAG1, Verdinnung 1:10000)eagierte nur bei Bradyzoiten
(Dubeyet al.2005.

Alle Stadien voB. neotomofeliseagierten immunhistochemisch positiv bei Verwendung
eines polyklonalen Kaninchenantiserums geBewryctofelisin einer Verdiinnung von
1:10000. NuB. neotomofelisBradyzoiterreagierten mit oben genannten arBAG1

Antikorper in einer Verdinnung von 1:10ubey und Yabsley 20110
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Tachyzoiten, Bradyzoiten und parasitophore VakuoleBooryctofelisreagierten
immunhistochemisch positiv bei Verwendung eines polyklonalen Kaninchenantiserums
gegenB. oryctofekiin einer Verdiinnung von 1:40000. NBiroryctofelisiBradyzoiten
reagierten mit dem antBAG1-Antikérper (Verdiinnung 1:10000) aus dem Kaninchen

(Dubey und Lindsay 2003

11 Behandlung

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine zufriedenstellende Behandlungal&mnen
Besnoitiose Sulfonamide und Tetrazykline werden verwendet, die Behandiiimg jedoch

nicht zu einer Heilun@Jacquiett al.201Q Liénardet al. 2011).

Die Behandlung von i.p. nit. besnoitinfizierten GerbilsNleriones tristrami shawjimit
Sulfonamiden (Sulfamerazin, Sulfamezathin, Sulfadoxin, Sulfadiazin) alleine oder in
Kombination mit Pyrimethamin oder Trimethoprim sowie Pentamidin, Diminazen und
Halofuginon erbrachte keinen kurativen Eff¢®hkapet al. 19870. Sulfonamide erzeugh
auch bei experimentell mB. besnoitinfizierten Kaninchen keine zufriedenstellenden
Ergebnissé¢Pols 1960 Jedoch konnte gezeigt werden, dass sich Gerbils mit einer
OxytetrazyklinBehandlung von akutdBesnoitioseneilen lasserfShkapet al. 1987h).
OxytetrazyklinBehandlung von Kaninchen reduzierte auch die Symptomatik einer

experimentell i.p. ausgeldsteB. besnoitinfektion mit einem bovinen Stamshkap 198p

Halofuginoninhibierte die Multiplikation vonin VeraZellkulturenvermehrtenB. besnoiti
Endozoiten, OxytetrazykhAdministration zeigte in vivo keinen Effelshkapet al. 1987h.
Nitazoxanid und seine Derivate erzeugten einen hemmenden Effekt auf die intrazellulare
Multiplikation vonB. besnoitiTachyzoiten in Verdellkultuen. Datber hinaus hatte
Nitazoxanid auch einen inhibitorischen Effekt auf den Mechanismus der Wirtszellinvasion

(Corteset al.20073.
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12 Prognose

In betroffenen Herden zeigtur ein geringer Teil der infizierten Rinder klinische Symptome
und dieLetalitat istgering(Pols 1960Bigalke 1968Fouquet 2009 Die Prognose der

Krankheit hangt ab vom Grad der Infektion. Eine schlechte Prognose besteht fiir hochgradig
infizierte Tiere mit ausgepragter klinischer Symptomatik und sekundaren
Begleiterkrankungen. DieSeere werden haufig euthanasiert, wesieleiden und eine

Besserung nicht eintritfGentileet al. 2010.

Eine Heilung der Erkrankung ist nicht moglich, Zysten in infizierten Tieren persistieren

wahrscheinlich lebenslan§ols 196)

13 Pravention

Die Einschleppung der bovin&esnoitiosegeschieht sehr wahrscheinlich durch chronisch
infizierte TiergBigalke 1968 Die Identifikation infizierter Tiere igieshalbessentiell fir die
Kontrolle der Ausbreitung und das Verhindern der Einschleppungot8dwmmerzielle als
auch nichtkommerzielle serologische Verfahren stehen hierfir zur VerfligGogeset al.
2006k FernandezGarcieet al. 2010 Schare®t al.201Q Liénardet al. 2011, Scharet al.
20113, siehe hierzu auch Abschnit2, S41.

Da chronisch infizierte Rinder als Infektionsquelle fiir andere Tiere fungieren, kann die
Ausbreitung der Krankheit innerhalb einer Herde durch Isolation und Merzung infizierter

Tragertiere kontrolliert werderiBigalke 1968

Die Mdglichkeit der Vakzinierung wurdeen bereitsangesprochen, jedoch steht diese in

Europa nicht zur Verfigung.






[ll. MATERIAL UND METHG®DE 49

lll. MATERIAL UND METHODEN

1 Versuchsaufbau und Untersuchungsmaterial

1.1 Ubertragungsversuch

In den Monaten August bis Novembed@ wurde ein Ubertragungsversuch durchgefiihrt,
um die Ubertragung voB. besnoitivon chronisch infizierten Rindern auf naive Rinder in
unserer Klimazone zu studierdrir den Tierversucivurde von der Regierung von
Oberbayern eine Ausnahmegenehmigung8® Abs. 1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes in
der Fassung vom 25.05.1998 (BIGBI1105) erteilt (Aktenzeichen 58.254-2531-83-09).

Ziel der hiebeschriebeneruntersuchungen war eslie klinischen und

pathomorphologischen Verdnderungen der akuten und chronischen bovinen Besnoitiose zu
dokumentieren. Hierbei handelte es sich nur um einen Teilaspekt des gesamten
Ubertragungsversuches. Deshalb werden im Folgenden nur die Teile deshsausibaus
dargestellt, digfir die Durchfihrung der Untersuchungen mit oben genanntem Ziel

erforderlich waren.

Die Untersuchungen erfolgten in dem Betrieb, in dem in Deutschland erstmalig die bovine
Besnoitiose diagnostiziert wurd@lle nachfolgend erwétten Limousinrinder stammten aus

diesem Betrieb.

Funf nicht tragende Fleckvikalbinnen(VT3, VT4, VT6, VT8 und Viay ein Fleckviehbulle
(VT1)im Alter von zwolf bis 2Monaten wurden nach eineawdlftdgigenQuaranténezeit
zusammemit drei mittelgradig chronischmit B. besnoitinfizierten nicht tragenden

Mutterkiihen der Rasse Limousin auf einer Weide gestellt. Wahrend des gesamten
Versuchszeitraums (18.08.2009.11.2009), inklusivéer vorangegangenen

Quarantanezeit, wurden alle Tiere taglich untessiund in regelméafigen Abstanden

beprobt. Um einen mdglichst intensiven Kontakt énderuntereinander zu gewéhrleisten
wurde der Sexualzyklus aller weiblichen Tiere hormonell synchronisiert und verkirzt, sodass

sich nahezu taglich eenKalbinn Brunstbefand.

Die Fleckviehrinder wurden aus Betrieben gekauft, in denen keine Anzeichen auf das

Vorhandensein der bovinen Besnoitiose festgestellt werden korkite.Fleckviehtiere
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waren serologisch negativ auf Antikorper gedgerbesnoitund BH\V1 sowieBVDVAnNtigen
Nach Beendigung der Untersuchungen wurden alle Fleckviehrinder der Schlachtung

zugefuhrt.

Wahrend des Versuchszeitraums wurdeym Besitzer der Herdavei weitere
Limousinrinder (VT20 und VT22) im Alter von vier Jahoegestellt. Die Tieravurden vom
Besitzer bemerkt, daie Symptome der akuten Besnoitiose zeigtemd sich von der Herde

absonderten. Beide Rinderurdenin die Versuchstierherde integriert.

1.1.1 Untersuchungen

Alle Fleckvieiinder wurden taglichklinischuntersucht,jeweilsmontags und donnerstags
wurde eine umfangreiche Untersuchung durchgefuhrt (Stafasersuchungsiehe Abschnitt
2.1.1, S.54) und Blut sowieHautstanzproben entnommeiZeigteein TierSymptome dieim
akuten Stadiumzu erwarten wareroder gelang detNachweisson Antikérpem gegenB.
besnoitim Serum so wurde es bis zum Versuchende jeden Tag nach dem $tattckoll
untersucht. Kriterien fiir dsakute Stadiumwaren: Fieber (>39,%C), Odeme,

Lymphknotenschwellung, Nasemnd/oder Augenausfluss und steifer &@p

An allen anderen Tagen wurden alkeeckvielhinder nach dem TageBrotokoll (siehe
Abschnitt2.1.2 S.55) untersucht. DidragesUntersuchung wurde nach einem etwas

kurzeren Protokoll durchgefihrt.

LimousinMutterkuh VT20wurde am 20.08.2008 die \érsuchsherde integrietind bis zum
09.11.2009 taglich untersucht. Bis zum 09.10.2009 wurde taglichuenfi@engreiche
Statusuntersuchung durchgefiihrt, danach wurde das Tier nach dem-Paggeskoll
untersucht. Hautstanzbiopsiemurden bis zum 09.10.2009dkch,danach mit dem gleichen

Abstand wie bei den Fleckviehdernenthommen

LimousinMutterkuh VT22wurde am 07.10.2008ingestellt und bis zum 091.2009

sechsmal untersuchStatusUntersuchungund beprobt.

Nach Beendigung des Versuches, wurderFtkekviehrinder VT4, VT6 und VT8 im Betrieb
aufgestallt, um sie nach guter Anfitterung Gber den Winter im Fruhjahr der Schlachtung
zuzufuhren. Somit ergab sich die Mdglichkeit die Tiere weiterhin zu untersuchen und im

Rahmen des Bestandsmonitorings zu lodyan.
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Zwischen dem 16.12009 und dem 30.03.2010 wurden die Ti&f&4 VT6und VT8in ca.
zweiwdchigem Abstandntersucht.VT20und VT22 wurden ab dem 15.12.2009 in ca.

zweiwOchigen Abstand untersucht

Im Rahmen des Bestandsmonitorings der mit Besnoifioisgerten Herde, wurde bei VT4
und VT6 am 15.12.2009 eine Bluhd Hautprobe, bei VT8, VT20 und VT22 am 15.12.2009

eine Blutprobe und am 29.12.2009 eine Hautprobe entnommen.

Bei der Fruhjahrsuntersuchung des Bestanai®s18.032010 wurde bei VT4, VTGT8 und

VT20 eine Blutund Hautprobe entnommen.

1.1.2 Behandlungen

Die Versuchsrinder, die siain akutenStadiumbefanden wurden tber dieseZeitraum mit
nichtsteroidalen Antiphlogistikéd,5 mg/kg s.cMeloxicam, Metacai®20mg/ml, Boehringer
Ingelheim Pharma GmbH, Ingelheim am Rhie@gh)andelt In regelmafigen Abstanden

wurde bei allen Fleckviehrindern und bei VT20 und \Kl28enpflege und gegebenenfalls
Klauenbehandlung durchgefihRinder, didiefreichende, schmerzhtd Veranderungen an
den Klaueraufwiesen, wurderzusatzlichmit nichtsteroidalen Antiphlogistik®(5 mg/kg s.c.
Meloxicam, Metacat®20mg/ml, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH, Ingelheim am Rhein)
versorgt.Des Weiteren wurde eine dem Heilungsprozess fdrcee Aufstallung

gewahrleistet.

1.1.3 Probenentnahme

Zum Zeitpunkt jeder Statddntersuchung wurden den Tieren Blutproben und
Hautstanbiopsienentnommen. Tiera, die Kriterien deskutenStadiumserfillten, wurde
Uber einen Zeitraum von drei Wochen taglichtBdlntnommen und mindestens alle zwei

Tage wurde die Haut bioptiert.

Blut- und Serumproben wurden mit dem BDI- O dzii LSksyeR(Biaton Dickenson,

Plymouth, UKaus einer der Halsvenen oder der Schwanzvene entnommen.

Fur die Entnahme der Hautstamnapsienwurde das Haarkleid entfernt, die Biopsielle
gereinigt und mit dem Lokalanasthetikupnocasel@ProcainHydrochlorid Selectavet, Dr.
Fischer GmbH, Weyarn/Holzolligg)bkutan infiltriert. Die Entnahme erfolgte mirBm-

Hautstanzen (Biopsy Pungbfm medical ag, Kol DieHautstanzlopsien wurden
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alternierend links und rechts am gut bemuskelten Teil der HintergliedmalRen entnommen, in
einzelnen Féllen wurde auch Haut am Triel oder an den Schultergliedmalien bidgsiert.
wurden immer zwei Haustanzbiopsi entnommen, eine fur die Untersuchung mittels PCR

und eine fur die histologische Untersuchung.
1.1.4 Probenbearbeitung

1.1.4.1 Serum

Serum zur Untersuchung aBf besnoitiAntikdrper wurde bet80°C eingefroren.

1.1.4.2 Hautproben fur die PCR

Bis zur Untersuchung mitteReal Timeé?CR wurden dieativenHautstanbiopsienbei-80°C

eingefroren.

1.1.4.3 Hautproben fir die histologische Untersuchung

Die Hautstanzbiopsiewurden direkt nach der Entnahme 24 Stunden lang gekuhlt in
4%igem gepuffertenParaformaldehyd fixiert. Anschliefie¢ wurden die Hautproben in-2
mm dicke Scheibegeschnittenund in Einbettungskassetten verbracht. Eine Scheibe wurde

in Kunststoff eingebettet, die verbleibenden in Paraffin.

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden Proben der Hau{726aus den
akutenStadiumauf eine Grof3e von ca. 1 x 1 x 2 mm zugeschnitten und wie in Abschnitt

2.5.1(S.60) beschrieben weiterverarbeitet.

1.2 Sektion

LimousinrindvT20wurde am 07. Juni 2010, Limousinri@22am 13. April 201@m Institut
fr Tierpathologieder LMU Mlncherseziert.

Bei der Sektion entnommene Organproben wurden 24 Starldng auf einem Taumler in
4%gem Formalir(SAV Liquid Productipflintsbach a. Inrfixiert, in ca. 3 mm dicke und 1
cn?’ groRBe Gewebestiicke geschnitten, in Einbettungskassetten verbracht und in Paraffin und

Kunststoff eingebettet.

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung wur@eoben von Haut und Faszie der

seziertenRinder auf eine GroRe von cax1 x 2 mmzugeschitten, 2-4 Stunden in
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6,25%iger Glutalialdehydlosung bei 4°C fixiarhd wie in AbschnitR.5.1(S.60)

beschrieben weiterverarbeitet
1.3 GKOMause

Organprobenvon & experimentellmit B. besnoitinfizierten GK@Mausen wurden
freundlicherweise von Dr. Geradchares (Institut fir Epidemiologieigrich-Loeffler-
Institut, Wusterhausen) awerfiigung gestellt und in 10¢&m Formalin an das Institut fur

Tierpathologieder LMU Minchewersandt.

Die GK&eMause wurdereur Isolation vorB. besnoitverwendet. Hierfur wurden sie
intraperitoneal(i.p.) mit Bradyzoiten aus chronisch infizierter Rinderhaut beziehungsweise
Tachyzoiten aus Peritonealspulflissigkeit experimentell infizierter-RB&@e infiziert. Die
Proben wurden in ca. 3 mm dicke und 68 groRe Gewebestiicke geschnitten, in

Einbettungskassetten verbracht und in Paraffin und Kunststoff eingebettet.

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung wur@eoben von Haut und Lebauof
eine Grol3e von ca. 1 x 11>3mm zugeschnittennd wie in Alschnitt2.5.1(S.60) beschrieben

weiterverarbeitet.
1.4 Immunhistochemische Kontrollen

Folgende Spezifitétontrollen wurden bei den immunhistochemischen Untersuchungen

verwendet:

Tachyzoiten voit. gondii Organe von drei experimentell mit gondiinfizierten GKO
Mausen, die freundlicherweise von Dr. Gereon Schéresitut fir Epidemiologie, FLI,

Wusterhauseh zur Verfugung gestellt wurden.

Bradyzoiten vorT. gondii Gehirn einer chronisch mit. gondiinfizierten Katze. Diese
Gehirnschnitte stammen audem Sektionsgut des Instituts fur Tierpathologie und werden

als Positiskontrolle der antiToxoplasmammunhistochemie verwendet.

Tachyzoiten voiN. caninum Homogenisiertes Rinderhirn, das mit Tachyzoiten aus Zellkultur
versetzt undreundlicherweise vo Dr. Gereon Scharémstitut fur Epidemiologie, FLI,

Wusterhauseh zur Verfigung gestellt wurde.
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Bradyzoiten vorN. caninum Gehirn eines chronisch mit caninuninfizierten Hundes.
Diese Gehirnschnitte stammen aus dem Sektionsgut des Instituts fipaihetogie und

werden als PositiKontrolle der antiNeosporalmmunhistochemie verwendet.

Sarcocystigsewebezysten: Muskeln von Tieren, aus dem Sektionsgut des Instituts fur
Tierpathologie stammend, bei denen lichtmikroskopisch ein BefalSantocystispp.

nachgewiesen wurde.

2 Methoden

2.1 Untersuchungsmethoden

Zwei Untersuchungsprotokolle wurden fur die Untersuchung der Rinder verwendet. Ein
ausfuhrlichegProtokoll (StatusJntersuchung) und ein kiirzeres Untersuchuigstokoll

(Tages-Untersuchung).

2.1.1 StatusUntersuchung

Bei der StatudJntersuchung wurde mittels einer umfangreichen Untersuchung der
Gesundheitsstatus des entsprechenden Rindes erhoBarspezielles Augenmerkurde auf
Organsysteme gelegt, die in den unterschiedlichen Stadien der boBesmoitiose

hauptséachlich betroffen sind, wigeispielsweise Hausklerale Konjunktivender periphere
Lymphknoten. Das Gangbild der Tiere wurde in Anlehnung an den Lah8herts von

Sprecher und Mitarbeitern mittels eines Scorfgstems von eins bignf beurteilt
(Sprecheetal.1997® 5SNJ { O2NB aSAyaa adlyR FNN y2NXI €
funf stellten eine graduelle Verschlechterung von Haltung und Gangbild dar. Die Beurteilung

der Korperkondition (Body Condition) wurde in Anlehnungedmonson und Mitarbeiter

beurteilt (Edmonsoret al. 1989. Hierbei handelt es sich um eimehrstufigesScaing-

System das in Viert&chritten von eins (mangelernahrt) bis funf (fettleibig) reicht.

Sollten Zysten in der skleralen Konjunktiva odeMestitulum vaginaeauftreten, so wurde
deren Anzahl geschéatzt. Kategorie eins entsprach einer Zystenanzahl von eins bis funf,

Kategorie funf einer Zystenanzahl von tber 30.
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Das Protokoll fur diet8tusUntersuchung ist im Anhang einsehbar (siehe Abschxigt.]1 S.
196).
2.1.2 TagesUntersuchungsProtokoll

Die Taged4Jntersuchung wurde nach einem kurzeren Protokoll durchgefiihrt. Hier lag das
Hauptaugenmerk auf Veranderungen, die auf ein akutes Krankheitsgeschehen hinweisen.
Insbesondere auf klassische Symptome degen Stadiums der bovinen Besnoitiose wurde
hier geachtet, wideispielsweisé&crhohung der Rektaltemperatubhbweichungen im

Gangbild odeKonjunktivitis
Das Protokoll fur die Tagéitersuchung ist im Anhang einsehbar (siehe Absch&it2 S.
197).

2.2 Hnbettungsverfahren

2.2.1 ParaffinrEinbettung

In einem Einbettungsautomaten (Histomaster Modell 2050HEaivimed Birkenay wurden

die Proben entwassert und eingebettet:
30 Minuten spulen mit Aqua dest.
2 x1,5 Stunden 70%ges Ethanol
2 x1,5 Stunden 96%igs Ethanol
2 x1,5 Stunden 100%iges Ethanol
2 x30 Minuten Xylol
1,5 Stunden Xylol
2 Stunden  Paraffin 60°C
3 Stunden  Paraffin 60°C

Das Ausgiel3en in Paraffinblécke erfolgte an einer Ausgiel3station (TBS 88 Paraffin

EmbeddingMEDITE GmbH, Burgdorf



56 [ll. MATERIAL UND METHO®DE

2.2.2 Kunststoffeinbettung

IX.4.1 S.198) gewaschen und in einem Einbettungsautomat@itddel 1000Shandon

GmbH, Frankfurt) folgendermal3en entwassert:
2 x1 Stunde 30%iges Ethanol
2 x1 Stunde 50%iges Ethanol
2 x2 Stunden70%iges Ethanol
2 x2 Stunden96%iges Ethanol
2 x3 Stunden96%iges Ethanol

Danach wuaden die Proben fir 24 h bei 4°C auf einem Taumler (Modell 4010, Kéttermann
GmbH, Uetze/Hanigsém ein 1:1Gemisch aus Methacrylsaughydroxylester (GMA,
FlukaNr. 64170) und Methacrylsauremethylester (MMA, FiNa 64200) inkubiert.
Anschliel3end erfolgtdie Verbringung in das Einbettungsmediwsiefie AbschnittX.4.2 S.
199 fur mindestens vier Stunden bBaumtemperatur. In luftdicht verschlielbaren
PolyethylenProbenbehalterrfand die Polymerisation statt, hierftir wird pro 40 ml
Einbettungsmedium 60 pl N;Bimethylanilin Merck, DarmstadtNr. 803060) zugegeben. In

einem gekuhlten Wasserbad erfodgtie Ableitung der Polymerisationswarme.
2.3 Schnittanfertigung und Farbung bei der Paraffineinbettung

An einem Rotationsmikrotom (HM 318likrom GmbH, Berlinwurden 45 um dicke
Schnitte angefertigt, auf einem Wasserbad (Daglef Regzireckt, auf Objekttrager
aufgezogen und fir 24 Stunden bei 40°C in einem Trockenscliviemknfert, Schwabach

getrocknet.

HamalaurEosinFarbung () und Farbung nach Giemsa wurden als Ubersichtsfarbungen
angefertigt, in einigen Fallen wurden zusatzlich noch eine Ma&sadnerFabung und eine

PASReaktion durchgefihrt.

Nach 15mindtiger Entparaffinierung in Xylol wurden die Schnitte in einer absteigenden

Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, Aqua dest.) rehydriert und anschliel3end gefarbt.
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2.3.1 HamalaunEosirFarbung
5 Minuten  Mayers Hamalan (Merck, DarmstadtNr. 1.09249)
5 Minuten  warm wassern
Differenzieren in 0,5%en HGEthanolLdsung (siehe Abschni.5.3.1 S.199)
5 Minuten  warm wassern
2-7 Mal in EosinL6sung(siehe AbschnittX.5.3.2 S.199) eintauchen
Spulen mit Aqua dest
Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (Aqua dest., 70%, 96%, 100%)
Einstellen in Xylol

Eindecken mit HistokittHechtAssistent, SondheiniNr.1025)

2.3.2 GiemsaFarbung

1 Stinde GiemsaGebrauchslésung (siehe Abschmkt5.4.1 S.200) im
Wasserbad bei®C

Spulen in Aqua dest.

Differenzierenn 0,5%ger Essigsaurngiehe AbschnittX.5.4.2 S.200) bis zum

Farbumschlag von blau nach rot
Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (96%, 100%)
Einstellen in Xylol

Eindecken mit HistokittHechtAssistentSondheim Nr. 1025)

2.3.3 PASReaktion
10 Minuten 1%igePerjodsaure (siehe AbschniX.5.5.1 S.200)
10 Minuten kalt wassern
In Aqua dest. spiilen
30 Minuten SchiffReagenzGarl Roth GmbH, Karlsruhdy,. X.900.2)

5 Minuten  warm wassern
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2 Minuten  MayersHamalaun Merck, DarmstadtNr. 1.09249)

5 Minuten  warm wassern

Differenzieren in 0,5%igen HEIhanolL6sung (siehe AbschniX.5.5.2 S.200)
5 Minuten  warm wassern

Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (96%, 100%)

Einstellen in Xylol

Eindecken m Histokitt (HechtAssistent, SondheiniNr. 1025)

2.3.4 MassonGoldnerFarbung
5 Minuten  Weigerts Eisenhamatoxylisi€éhe AbschnittX.5.6.1 S.201)
5 Minuten  warm wassern
Differenzierenn 0,5%iger HEEthanolLosung siehe AbschnittX.5.6.4 S.202)
5Minuten  warm wassern
5Minuten aw?2 (S ehaV@bsShnittXo5.6.3S.201)
Spulenm 0,5%iger Essigsaughe AbschnittX.5.6.4 S.202)
3-10 min Phosphorwolframsaur®range Ggiehe AbschnittX.5.6.5S.202)
Spulenm 0,5%iger Essigsaugghe AbschnittX.5.6.4 S.202)
5 Minuten  Anilinblau éiehe AbschnittX.5.6.6 S.202)
Spulenm 0,5%iger Essigsaughe AbschnittX.5.6.4 S.202)
Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (96%, 100%)
Einstellen in Xylol
Eindecken mit HistokitfHechtAssistent, SondheiniNr. 1025)

Die Schnitte wurden mit einem Mikroskop (DM 1000, Leica, Wetzlar) beurteilt.
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2.4

Schnittanfertigung und Farbung bei der Kunststoffeinbettung

An einem Rotationsmikrotom (HM36Mikrom GmbH, Berljnwurden die Schnitte

angefertigt undauf einer HeizplatteAxel Johnson Lab System, New York,)d8#&kocknet

Als Ubersichtsfarbung wurden Harbung und Farbung nach Giemsa verwendet, in den

meisten Fallen wurde zuséatzlich noch eine fR&8ktion durchgefuhrt.

24.1

242

HamalaunEosinPhloxinFarbung
5 Minuten  Mayers HamalaunMerck, DarmstadtNr. 1.09249)
10 Minuten wassern
Differenzieren in 1%iger HEthanotLdsung (siehe AbschnliX.6.1.1 S.202)
10 Minuten wassern
Trocknen auf der Heizplattéxel Johnson Lab System, Newky atfSAbei 60°C
20 Minuten EosinPhloxinGebrauchslosung (siehe Abschht6.1.4 S.203)
Spulen in Aqua dest.
Trocknen auf der Heizplattéxel Johnson Lab System, New York,)b8A60°C
Einstellen in Xylol

Eindecken mit HistokittHechtAssistent, 8ndheim Nr. 1025)

Giemsa

1 Stunde GiemsaGebrauchslosungiehe AbschnittX.6.2.1 S.203) im
Wasserbad bei 65°C

Spulen in Aqua dest.

Differenzierenn 0,5%igeEssigsaure ishe AbschnittlX.6.2.2 S.203) bis zum

Farbumschlag von blau nach rot differenzieren
Spulen in Aqua dest.
Trocknen auf der Heizplattéxel Johnson Lab System, New York,)USA

Einstellen in Xylol
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2.4.3

Eindecken mit HistokittHechtAssistent, SondheiniNr. 1025)

PASReaktion
15 Minuten  1%ig Perjodsaurelésunsiehe AbschnittX.6.3.1 S.204)
Spulen mit Aqua dest.
15Minuten SchiffReagenzQarl Roth GmbH, Karlsruhgr. X.900.2)
30 Minuten warm wassern
Trocknen auf der Heizplatté\xel Johnson Lab System, New York,)USA
20 Minuten Mayers HamalaunMerck, DarmstadtNr. 1.09249)
10 Minuten wassern
Differenzieren in 1%igen HEtharol-Losungsiehe AbschnittX.6.3.2 S.204)
10 Minuten wassern
Trocknen auf der Heizplatté\xel Johnson Lab System, New York,)USA
Einstellen in Xylol

Eindecken mit Histokitt iHechtAssistent, SondheiniNr. 1025)

Die Schnitte wurden mit einem Mikroskop (DM 1000, Leica, Wetzlar) beurteilt.

2.5

251

Elektronenmikroskopie

Probenvorbereitung

Mause und Rinderproben wurden folgendermal3en vorbereitet:

Mehrmaliges Waschen Waschldsungsiehe AbschnittX.7.1.2 S.205)

2 Stunden  Nachfixation und Kontrastierung in gebrauchsfertigem FiXatehe

AbschnittlX.7.1.3 S.205
Waschen in Waschlosurigiehe AbschnitiX.7.1.2 S.205)

Dehydrierung in aufsteigender Acetonreif®%, 2< 70%, 2x 90%, je 10 Minuten;
3 x 100%, je 20 Minuten)
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1 Stunde Inkubation in GlycidetheMischung(siehe AbschnittX.7.1.4 S.205)
und Aceton(neolLab, Heidelberg\r. 2890.2500)m Verhéltnis 1:1

2 x 35 StundeGlycidetherMischung(siehe Absenitt IX.7.1.4 S.205)

Einbettung in GlycidetheMischung(siehe AbschnittX.7.1.4 S.205) zwei Tage bei
60°C

2.5.2 Anfertigung und Farbung degemidinnschnitte

Zur Erstellung einer rechteckigen Ansttildiche erfolgte das Trimmen aginer
Trimmeinrichtung (UltratrimReichert, Wien, Osterrei3hAn einem Ultramikrotom (Ultracut

E Reichert und JungVien, Osterreichwurden mit einenHisto-Diamantmesser (Diatome
Bienne, Schwejza. 0,5 um dicke Semidinnschnitte angefertigt. Dienf®ehwurden mit

einem Wassertropfen auf Objekttragern bei 60°C getrocknet, Uber einer Flamme fixiert und
mit Toluidinblau(siehe AbschnittX.7.2.1 S.206) 45 Sekunden lang gefarbt. Nach Spulung

mit Aqua dest. wurde miBafranin (siehe AbschniX.7.2.2 S.206) gegengefarbt, die

Schnitte getrocknet und mit Glycideth&tischung(siehe AbschnittX.7.1.4 S.205)

eingedeckt.

2.5.3 Anfertigung und Kontrastierung dedltradtinnschnitte

Nach weiterem Trimmen wurden am Ultramikrotom die ca. 70 nm dicken Ultradunitgech
angefetigt und auf mit Formvabefilmte KupferGrids aufgezogen. Anschlielend erfolgte
eine 30minutige Kontrastierung mit 2%igem Uranylacetat (siehe Abschfift3.1 S.206).
Nach Abspullen mit Aqua dest. und Trocknung fand eirmib@itige erneute Kontrastierung
mit Bleicitrat (siehe AbschnitX.7.3.2 S.206) statt, gefolgt von Abspilen mit Aqua dest. und

Trocknung.

An einem Elektronenmikroskop (EM, A&iss Oberkochehwurden die Ultradiinnschnitte

beurteilt undauf Planfiime (ES208aco PhotdProducts, Stapelfe)dalfotografiert.
2.6 Immunhistochemie

2.6.1 Anti-Besnoitialmmunhistochemie

Als Primarantikorper dientein polyklonales Antiserum eines experimentell mitbesnoiti

infizierten Kaninchens das freundlicherweise von Dr. Walter Basso (Institut fir Parasitologie,
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Vetsuissd-akultat, Universitat Zurich) zur Verfigung gestellt wurde. Die
immunhistochemische Untersuchung erfolgte nach der AviglotinrKomplexMethode. Alle
Antiseren wurden mit TBS verduniialls nicht explizit erwahnt, fanden alle

Inkubationsschritte in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur statt.

2.6.1.1 ImmunhistochemieProtokoll der Paraffinschnitte

Als TachyzoiterPositivkontrolle wurden Organschnitte vesperimentell infizierten

Méausen verwendetin denen histologiscBesnoitiaTachyzoiten nachgewiesen worden sind.
Als BradyzoitefiPositivkontrolle wurden Hautschnitte von chronisch Bitbesnoiti

infizierten Rindern verwendet. Das Antiserum wurde in eMerdiinnung von 1:2000, in
einzelnen Féllen auch in Verdinnungen von 1:4000 und 1:8000 angewendet. Als
Negativkontrolle wurde der Primarantikorper durch einen polyklonalen Kaninchenantikdrper
gegenE. col{Dako, HamburgNr. B0357) ersetzt und in einerrdénnung von 1:2000
verwendet.Die Spezifitat des Serums wurde an Tachyzoiten und Bradyzoiteh gamdii

und N. caninunmsowie anSarcocysti€sewebezysten Uberprift. Hierflr wurde eine

Verdinnung von 1:1000 beziehungsweise 1:2000 verwendet.
Nach folgendm Protokoll wurde die Immunhistochemie durchgefihrt:
Trocknung der Schnitte Uber Nacht im Trockensch(ddémmert, Schwabadtbei
40°C
15 Minuten Entparaffinierung in Xylol
Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, Aqua dest.)

15 Minuten Blockierung der endogenen Peroxidase mit 1%igem
Wasserstoffperoxid@siehe AbschnittX.8.1.1 S.207)

10 Minuten Spulen in TB&iehe AbschnittX.8.2 S.207)

30 Minuten Absattigung von unspezifischen Bindungen mit
Ziegennormalserum, Verdinnung 1:P Biomedicals,
EschwegeNr. 092939149)

60 Minuten Inkubation mit dem Primarantikorper

10 Minuten Spulenin TBS
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45 Minuten Inkubation mit dem Sekundarantikérper, biotinylierter Ziege
anti-Kanincherdg (Vector, Burlingame, USAr. BA1000),
Verdinnung 1:200

10 Minuten Spulenin TBS

30 Minuten Inkubation mit Peroxidase markiertem Avielmotin-Komplex
(Vector, Burlingame, USAIr. PK6100), 1:100 verdinnt mit TBS

10 Minuten Spulenin TBS

5 Minuten Inkubation mit DABSebrauchslésung (siehe AbsithhX.8.3 S.
208

5 Minuten Spulen in Leitungswasser

<1 Minute Mayers HamalaunMerck, DarmstadtNr. 1.09249)

5 Minuten Spulen in Leitungswasser

Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (Aqua dest., 70%, 96%, 100%)
Einstellen in Xylol

Eindeclken mit Histokitt HechtAssistent, SondheiniNr. 1025)

2.6.1.2 ImmunhistochemieProtokoll der Kunststoffschnitte

Dielmmunhistochemiavurde an Organschnitten von experimentell infizierten Mausen und
Hautschnitten von akut und chronisch rBit besnoitinfizierten Rindermach folgendem

Protokoll durchgefhrt:

Trocknung der Schnitte Giber Nacht im Trockenschrfdafmert, Schwabaghbei

40°C

60 Minuten Blockierung der endogenen Peroxidasi 1%iger
WasserstoffperoxiedMethanolL6sung (ghe AbschnittIX8.1.2
S.207)

10 Minuten Spulen in TB&iehe AbschnittX.8.2 S.207)

Trocknen auf der Heizplatté\xel Johnson Lab System, New York,)JUSA
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20-30 Minuten

10 Minuten

30 Minuten

120-140 Minuten

10 Minuten

120 Minuten

10 Minuten

30 Minuten

10 Minuten

7-10 Minuten

5 Minuten

1-2 Minuten

5 Minuten

Vorbehandlung: Epitopdemaskierung mit Proteinas®#ko,
Hamburg Nr. S3020), vor Verwendung Minuten bei 37°C

inkubieren
Spulenin TBS

Absattigung von unspezifischen Bindungen mit
Ziegennormalserum, Verdinnung 1: MK Biomedicals,

EschwegeNr. 092939149)

Inkubation mit dem Primarantikdrper , Verdiinnung 1:20 und

1:50
Spulen in ZPB&iehe AbschnittX.8.5 S.208)

Inkubation mit dem Sekundarantikérper, biotinylierter Ziege
anti-Kanincherg (Vector, Burlingame, USAr. BA1000),
Verdinnung 1:50

Spilen in ZPP

Inkubation mit Peroxidase markiertem AvielmotinrKomplex

(Vector, Burlingame, USAr. PK6100), 1:100 verdinnt mit TBS
Spulen in ZPP

Inkubation mit DABSebrauchslésungsiehe AbschnittX.8.3 S.
208

Spilen in Leitungswasser
Mayers Hamalaunerck, DarmstadtNr. 1.09249)

Spulen in Leitungswasser

Trocknen auf der Heizplatig\xel Johnson Lab System, New York,)USA

Einstellen in Xylol

Eindecken mit HistokittHechtAssistent, SondheiniNr. 1025)
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2.6.1.3 ImmunhistochemieProtokoll der Semidinnschnitte

2.6.1.3.1 Allgemeines Protokoll

Fur die immunhistochemische Untersuchung der Semidinnschnitte wurden verschiedene
Protokolle eingesetzt mit unterschiedlieh Vorbehandlungen, Inkubationszeiten und
Konzentrationen der verwendeten Losungen und Seren. Verwendet wurden Organschnitte
von experimentell infizierten Mausen und Hautschnitte eines chronisciBnbesnoiti

infizierten Rindes. Folgendes allgemeisetiema wurde verwendet:

Trocknung der Schnitte Uber Nacht im Trockenschridnimert, Schwabadhbei
60°C

Anatzen mit Natriumathylatsiehe AbschnittX.8.4 S.208)

Absptlen mit 96%igem Alkohol

Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe (96%, 70%, Agsita) de
Osmiumentfernung in WasserstoffperoXglehe AbschnittX.8.1 S.207)
Blockierung der endogenen Peroxidase mit Wasserstoffperoxid

10 Minuten Spulen in TB&iehe AbschnittX.8.2 S.207)
Vorbehandlung: Keine/Epitopdemaskierung (Proteinase, Mikrowelle)

30 Minuten Absattigung von unspezifischen Bindungen mit
Ziegennormalserum, Verdinnung 1: MK Biomedicals,
EschwegeNr. 092939149)

Inkubation mit dem Primarantikdrper (tiber Nacht bei 4°C)
10 Minuten Spilen in TBS

Inkubation mit dem Sekundarantikorper, biotinylierter Ziege dtdhinchenrg

(Vector, Burlingame, USAIr. BA1000), Verdinnung 1:200
10 Minuten Spulenin TBS

30 Minuten Inkubation mit Peroxidase markiertem Avielnotin-Konplex
(Vector, Burlingame, USAIr. PK6100), 1:100 verdinnt mit TBS

10 Minuten Spulenin TBS
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Inkubation mit DABSebrauchslésun¢siehe AbschnittX.8.3 S.208)

5 Minuten Spulen in Leitungswasser
<1 Minute Mayers HamalaurnMerck, DarmstadtNr. 1.09249)
5 Minuten Spulen in Leitungswasser

Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (Aqua dest., 70%, 96%, 100%)
Einstellen in Xylol

Eindecken mit HistokittHechtAssistent, SondheiniNr. 1025)

2.6.1.3.2 Protokoll 1

Anhand des SchemasAschnitt2.6.1.3.1(S.65) wurde die Immunhistochemie mit

folgenden spezifischen Schritten durchgefihrt:
15 Minuten Anatzen mit Natriumathylatsiehe AbschnittX.8.4 S.208)

10 Minuten Osmiumentfernung in 2%igem Wasserstoffperqsi@he
AbschnittlX.8.1.3 S.207)

10 Minuten Blockierung der endogenen Peroxidase mit 1%igem
Wasserstoffperoxid (siehe Abschni®.8.1.1 S.207)

Vorbehandlung:

Keine

10 Minuten Demaskierung mit Proteinase Bigko, HamburgNr.
S3020), vor Verwendung 10 Minuten bei 37°C
inkubieren

2 x 10 Minuten Mikrowelle bei 750 Watt fur in 0,01 M Citratpuffer pH
6,0 (siehe AbschnitiX.8.6 S.209)

Inkubation mit dem Primarantikdrper, Verdiinnung 1:50 und 1:100

45 Minuten Inkubation mit dem Sekundarantikorper, biotinylierter Ziege
anti-Kaninchen(Vector, Burlingame, USAr. BA1000),
Verdinnung 1:200

15 Minuten Inkubation mit DABSebrauchslésungsiehe AbschnittX.8.3 S.
208
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2.6.1.3.3 Protokoll 2

Anhand des SchemasAtschnitt2.6.1.3.1(S.65) wurde die Immunhistochemie mit

folgenden spezifischen Schritten durchgefuhrt:
Trocknung der Schnitte Gber Nacht im Trockenschrank bei 60 °C
30 Minuten Anatzen mit Natriumathylatsiehe AbschnittX.8.4 S.208)

15 Minuten Osmiumentfernung in 2%igem Wasstoffperoxid(siehe

AbschnittlX.8.1.3 S.207)
Keine Blockierung der endogenen Peroxidase
Vorbehandlung:

Keine

30 Minuten Demaskierung mit Proteinase Bigko, HamburgNr.
S3020), vor Verwendung 10 Minuten bei 37°C
inkubieren

3 x 10 Minuten Mikrowelle bei 750 Watt in Target Retrieval Solution pH
6,0 ODako, HamburgNr. S1699), 1:10 verdinnt mit Aqua

dest.
Inkubation mit dem Primarantikdrper, Verdiinnung 1:10 und 1:25

45 Minuten Inkubation mit dem Sekundarantikérper, biotinylierter Ziege
anti-Kanincher(Vector, Burlingame, USAr. BA1000),
Verdinnung 1:50

10 Minuten Spulenin TBS
10 Minuten Inkubation mit DABSebrauchslosun(siehe AbschnittX.8.3 S.
208209

2.6.1.3.4 Protokoll 3

Anhand des SchemasAtschnitt2.6.1.3.1(S.65) wurde die Immunhistochemie mit

folgenden spezifischen Schritten durchgefuhrt:
Trocknung der Schnitte Gber Nacht im Trockenschrank bei 60 °C

30 Minuten Anatzen mit Natriuméathylagsiehe AbschnittX.8.4 S.208)
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15 Minuten Osmiumentfernung in 5%igekWasserstoffperoxidsiehe

AbschnittlX.8.1.4 S.207)

15 Minuten Blockierung der endogenen Peroxidase mit 1%igem
Wasserstoffperoxigsehe AbschnittlX.8.1.2 S.207)

Vorbehandlung:

10-30 Minuten Demaskierung mit Proteinase Bigko, HamburgNr.
S3020)yor Verwendung 10 Minuten bei 37°C

inkubieren
Inkubation mit dem Primarantikdrper, Verdiinnung 1:50 (Gber Nacht bei 4°C)

120 Minuten Inkubation mit dem Sekundarantikérper, biotinylierter Ziege
anti-KaninchenVector, Burlingame, USAIr. BA1000),
Verdinnuryg 1:50

10 Minuten Inkubation mit DABSebrauchslésun¢siehe AbschnittX.8.3 S.
208208

2.6.2 Immunhistochemie zellularer Marker

2.6.2.1 Allgemeines Protokoll

Es wurden Vimentin, CD3, CD20 und Histiozptetigen (Klon MAC 387)
immunhistochemisch dargestellt. Diedirekte Methode wurde bei Vimentin und
HistiozytenAntigen(Klon MAC 387) verwendet, diesidinBiotinrKomplexMethode bei CD3
und CD20Alle Inkubationsschritte erfolgten in einer feuchten Kammer bei

RaumtemperaturFolgendes allgemeines Schema wurde verheas:

Trocknung der Schnitte Gber Nacht im Trockenschrsda{mert, Schwabach
Schwabach) bei 40°C

15 Minuten Entparaffinierung in Xylol
Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, Aqua dest.)
Vorbehandlung: Keine/Epitopdemaskierung (Mikelle, Proteinase K)

15 Minuten Blockierung der endogenen Peroxidase mit 1%igem
Wasserstoffperoxigsehe AbschnittX.8.1.2 S.207)
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10 Minuten Spulen in TB&iehe AbschnittX.8.2 S.207)

30 Minuten Absattigung von unspezifischen Bindungen mit Normalserum
60 Minuten Inkubation mit dem Primarantikdrper

10 Minuten Spulenin TBS

45 Minuten Inkubation mit dem Sekundé&rantikrper

10 Minuten Spulenin TBS

[Bei der AB@/ethode:

30 Minuten Inkubationmit Peroxidase markiertem AvidBiotinrKomplex

(Vector, Burlingame, USAr. PK6100), 1:100 verdinnt mit TBS

10 Minuten Spulenin TBS

5 Minuten Inkubation mit DABSebrauchslésungsiehe AbschnittX.8.3 S.
208

5 Minuten Spulen in Leitungswasser

<1 Minute Mayers HamalaunMerck, DarmstadtNr. 1.0249)

5 Minuten Spulen in Leitungswasser

Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (Aqua dest., 70%, 96%, 100%)
Einstellen in Xylol

Eindecken mit HistokittHechtAssistent, SondheiniNr. 1025)

2.6.2.2 MakrophagenMarker: Anti-HistiozytenrAntigen (MAC387)

Anhand des allgemeinen Schemad&bschnitt2.6.2.1wurde die Immunhistochemie mit

folgenden spezifischen Schritten durchgefihrt:
Vorbehandlung:

10 Minuten Epitopdemaskierung mit Proteinase Bako, Hanburg,
Nr. S3020), vor Verwendung 10 Minuten bei 37°C

inkubieren

KaninchennormalserunMP Biomedicals, Eschwedsér. 092941149), Verdlinnung
1:10
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Primarantikdrper Maus AnttistiozytenAntigenMAC387 [Pako, HamburgNr.
MQ747), Verdiinnung 1:300

Sekundarantikdrper Kaninchen AdMliaus IgPeroxidasedako, HamburgNr. P0161),
Verdinnung 1:100
2.6.2.3 T-LymphozytenMarker: Anti-CD3

Anhand des allgemeinen Schema#bschnitt2.6.2.1wurde die Immunhistochemie mit

folgenden spezifischen Schritten durchgefiih
Vorbehandlung:

2 x 10 Minuten Epitopdemaskierung in der Mikrowelle bei 750 Watt in
Tris/EDTA Puffer pH 9(Siehe AbschnittX.8.7 S.209)

Ziegennormalserum\P Biomedicals, Eschwedér. 092939149), Verdinnung 1:10

Primarantikdrper Kaninchen AID3 Dako, HamburgNr. A045201), Verdiinnung
1:100

Sekundarantikdrper biotinylierter Ziege ataninchenVector, Burlingame, USAIr.
BA1000), Verdinnung 1:100
2.6.2.4 B-Lymplozyten-Marker: Anti-CD20

Anhand des allgemeinen Schema#bschnitt2.6.2.1wurde dielmmunhistochemie mit

folgenden spezifischen Schritten durchgefihrt:
Vorbehandlung: Keine
ZiegennormalserumMP Biomedicals, Eschwedér. 092939149), Verdinnung 1:10

Primarantikorper KaninchefAnti-CD20 I(abVision, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Kalamazo, USANr.RB9013P), Verdinnung 1:300

Sekundarantikdrper biotinylierter Ziege ataninchenVector, Burlingame, USAIr.
BA1000), Verdinnung 1:100
2.6.2.5 Marker mesenchymaler ZellerAnti-Vimentin

Anhand des allgemeinen Schema#&bschnitt2.6.2.1wurde die Immunhistochemie mit

folgenden spezifischen Schritten durchgefihrt:
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Vorbehandlung:

2 x 10 Minuten Epitopdemaskierung in der Mikrowelle bei 750 in 0,01 M
Citratpuffer pH 6,dsiehe AbschnittX.8.6 S.209)

KaninchennormalserunMP Biomedicals, Eschwedér. 092941149), Verdiinnung
1:10

Primarantikdrper Maus Animentin Dako, HamburgNr. M0725), Verdinnung
1:300

Sekundarantikérper Kaninchen Adliaus IgPeroxidaseldako, HamburgNr. P0161),
Verdinnung 1:100

2.7 Serologie undPCR

Der Nachweis von Parasit&NA in der Haut und Antikbrpern im Serum wurden am
FriedrichLofflerInstitut (FLI) in Wusterhausen nach den dort etablierten Methoden
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden freundlicherweise von Dr. Gereon Schares zur

Verfligung geelit.

2.7.1 Serologie

Der Nachweison Antikérpem in den Seren erfolgte mittels IFAT und Immunol§&xthares

et al.2010. Damit das Serum als seropositiv interpretiert wurde, mussten im Tachyzoiten
Blot oder im Bradyzoitelot vier spezifische Banden erkannt und der HrAdr»200 sein.
Bei einem IFATTiter von >200 wurde von einem positiven serologischen Ergebnis

ausgegagen.

Nach Serokonversion wurden die Seren Uber zwei WochengtaAden von zwei bis vier

Tagenuntersucht. Danach erfolgte alle zwei Wochen eine Titerkontrolle bis zum 09.11.2009.

2.7.2 PCR

Mit einem kommerziellen Kit (Macherdyagel NucleoSpin TissQi@evurdeaus den
Hautproben des Ubertragungsversuches DNA extrahiert. Uber Nacht wurden @&rmg
Hautprobenmit im Kit enthalteneProteinase K inkubiert und nach den Angaben des

Herstellers weiter verarbeitet.
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Diehier verwendetequantitative Real Tim®CRbasert auf dem Nachweis der 19T
{ S1j dzSy 1 -NukleaseSssagiDiepSensitivitat dieser Methode ist sehr hoch, es kénnen
0,01 ng DNA nachgewiesen werden, dies entspricht etwa 0,1 ParéSitkare®t al.

2011b. Ab einem Gi¥Vert von unter 40nvurde von einem positiven Ergebnis ausgegangen.

Der Nachweis der ParasitédNA aus der Haut erfolgte nach folgendem Schema: Beginn der
Untersuchungen drei Probenentnahmen vor Beginn der klinischen Symptomatik
beziehungsweise vor Serakeersion. Je nach Versuchstier wurde damit ein Zeitraum von 15
bis 17 Tagen abgedeckt. Untersuchung aller Proben bis zum histologischen Nachweis der
ersten Zyste, danach erfolgte die Untersuchung zur gleichen Zeit wie die serologischen
Untersuchungen. B&T20begann die Untersuchung am Tag der Vorstellungyh&i2

wurden alle Hautproben untersucht.
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V. ERGEBNISSE

1 Ubertragungsversuch

Wahrend des zwdlfwochigen Versuchszeitraumes konnten Symptome der akuten
Besnoitiosebei zweider fiinf Fleckviekalbinnen (VT4 und V'B) beobachtet werden. Die
Tiere zeigten unter anderem Fieber, Niedergeschlagenheit, Bewegungsunlust, Anorexie,
gerotete Schleimhaute, verwaschene Episkleralgefal3e und Lahmheit. Bei beiden Tieren
wurde die Infektion serologisch, durch Nachweis voraBi&enDNA in der Haut und

histologisch bestétigt.

Fleckviekalbin VT8 zeigte keine erkennbaren Anzeichen der akiB@snoitiosewurde
jedoch im kurz vor Ende des Versuchs bei allen Tieren durchgefiihrten serologischen
Screening als seropositiv identifigieHistologisch konnten bei diesem Tier keine
Parasitenstadiedargestelltwerden. An einzelnen Tagen konnte mittels PCR ParaBitéh

in der Haut nachgewiesen werden.

Die beidenm akutenStadiumvorgestellten Limousinrinder zeigten im Versuchszeitraum
S/mptome der akuten und chronisch@esnoitiose Augenausfluss, Odem¥ergréRerung
der Lymphknoten, Zysten iden skleralen Konjunktivetnd der Schleimhaut degestibulum
vaginaesowieVeranderungen der Haut. Auch hier wurdie Infektion bei beiden Tieren

serologisch, durch Nachweis von ParasiiddA in der Haut und histologisch bestatigt.

Der histologische Verlauf der Zystenentwicklung nach natirlicher Infektion wurde
dokumentiert. Eine Ubersicht der Entwicklung vom Tachgadis zur reifen Zyste ist in
AbschnittlV.1.6(S.108) gegeben

Die andeen Fleckviekalbinnen VT3 und VT9 sowie der Fleckviehbullé ¥digten keine
klinische Auffalligkeiten, die auf eine Infektion mitbesnoithatten schlie3en lassen. Im
Serumkonnten keine Antikorper gegdB. besnoitnachgewiesen werdeandin der Haut
wurde keine Parasite®DNA detektiert. Diese drei Tiere wurden als nicht Bribesnoiti

infiziert eingestuft.

Im Folgenden werden nun die Befunde, die bei den infizierten Wiereoben wurden,

aufgelistet.
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1.1 Versuchstierd

Das weibliche Fleckviehrind #War zu Beginn des Versuchs 20 Monate alt (*03.12.2007),
nicht tragend, klinisch unauffallig, von gutem Erndhrungszustand und serologisch negativ fur

Antikodrper gegerB. besnoiti

1.1.1 Kilinik

Am Morgen des 23.09.2009 zeigte das Tier eine Erhéhuni§deerinnenemperatur auf

40,7 °C. Die Fieberphase dauerte sechs Tage an und erreicht am zweiten Tag ein
Temperaturmaximum von 41,0 °C. Der Fullungszustand des Pansens als Indikator fir die
Futteraufnahme sank zeitlich versetzt zu der Fieberphase und kehrte wenigel@agch

zum urspriinglichen Fillungszustand zurtick (sisihieildunglV-2, S75). Uber acht Tage war
das Allgemeinbefinden des Tieres reduziert und es wirkte niedergeschlagen, tber den
gleichen Zeitraum zeigte das Tier Anzeichen einer akuten Konjunkfibesfinf Tage

hinweg zeigte VTderinggradige LahmhefsieheAbbildungIV-1).

Stérung des Allgemeinbefindens _

Lymphadenitis -

I
Lahmheit/steifer Gang I -

1 || | | | |}

. 5

B ,\o“" ,,Jo"
PP P S

AbbildungIV-1: VT4, akutes Stadium: Ubersicht der klinischen Symptome
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Abbildung IV-2: VT4, akutes Stadium: Re&ttemperatur und Pansenflllung\n drei Tagen
waren die peripheren Lymphknoten geringgradig vergréRert. Der magentafarbene Pfeil
markiert das Datum der Serokonversion. Die gestrichelte Linie markiert dieoficut
Temperatur von 39,5 °C.

Andrei Tagen konnte eine VergréRerung geripheren Lymphknoterfestgestelltwerden
(sieheAbbildunglV-2). Zusatzlich zeigte MTeine auffallige Hyperamie des Flotzmauls tber
elf Tage. Es konnten keine Veranderung der Herd Atemfrequenzind keine Odeme

festgestelltwerden.

Am 20.10.2009, fast vier ¥¢hennach Beginn des akuten Krankheitsstadiumsrden in der
skleralen Konjunktiva erstmalig einzelne wenige Zysten gesehen, die sich als winzige,
weildliche, disseminierte Herde prasentierten. lhre Anzalzwischen sechs und zehn
(Kategorie 2)Auch [ei allen nachfolgenden Untersuchungen lag die Anzahl der Zysten in der
skleralen Konjunktiva immer unter zehn. In den folgenden Tagen und Wochen wurden die
Zysten grof3er und somit leichter identifizierbar. In der Schleimhauveéssbulum vaginae

wurden Z/sten erst sehr viel spateam 18.03.2010festgestellt. Auch hier zeigten sie sich als



