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Zusammenfassung

Der weltweit verbreitete einzellige Parasit To-
xoplasma gondii ist fiir eine bedeutende Zoonose
verantwortlich, welche schwerwiegende gesund-
heitliche Folgen beim Menschen haben kann (v.a.
vorgeburtlich und bei immungeschwéchten Perso-
nen). Der Parasit hat einen fakultativ heteroxenen
Lebenszyklus mit Feliden als Endwirten. Zwi-
schenwirte kdnnen fast alle Warmbliiter (Saugetie-
re, Vogel) und der Mensch sein.

Die letzte epidemiologische Studie zur Inzidenz
und Verbreitung von T. gondii in der Schweiz wur-
de 1999/2000 durchgefiihrt. Das aktuelle Projekt
sollte das gegenwartige Vorkommen von To-
xoplasma-Infektionen in End- und Zwischenwirten
in der Schweiz darstellen und einen Vergleich mit
den Daten von 2000 ermdglichen. Zusdtzlich wurde
ein Vergleich der verschiedenen Haltungsformen in
der Schweineproduktion angestrebt. Des Weiteren
wurde zum ersten Mal in der Schweiz eine Genoty-
pisierung der gefundenen T. gondii-Isolate durch-
gefiihrt. Schliesslich wurde deskriptiv auch eine
grobe Priavalenz bei der Katze ermittelt, mit der
dazugehdrenden Genotypisierung. Zusammen sol-
len diese Daten dazu dienen, das aktuelle Infekti-
onsrisiko fiir die Schweizer Bevolkerung besser
einschdtzen zu konnen.

In der aktuellen Studie wurden Fleischproben von
Rindern, Schafen und Schweinen sowohl serolo-
gisch als auch mittels PCR auf das Vorliegen einer
Toxoplasma-Infektion untersucht. Katzenkotproben
wurden auf Oozysten untersucht.

Im Vergleich zu 2000 wurde ein leichter Anstieg
der Seroprivalenz bei den untersuchten Schlachttie-
ren festgestellt. Die realtime-PCR-positiven Resul-
tate der Schlachttiere zeigen bei den Kélbern einen
relativ grossen [>20%], bei den Kiithen und
Schweinen einen leichten Anstieg, wihrend bei den
Schafen eine kleine Abnahme feststellbar war. Bei
den Katzen konnte betreffend Oozystenausschei-
dung eine Prédvalenz von 0.4% festgestellt werden.
Zusammenfassend halten wir fest, dass das Infekti-
onsrisiko fiir den Menschen sowohl vom Fleisch
wie von der Katze ausgeht, und dass das Expositi-
onsrisiko eher zu- als abgenommen hat.

Summary

The protozoon parasite Toxoplasma gondii is one of
the most common parasites worldwide and repre-
sents an important zoonosis by causing severe
complications in affected humans (unborn infants
and immunocompromised individuals). The para-
site has a facultatively heteroxenous life cycle with
felidae as definitive hosts and almost all warm-
blooded animals (mammals and birds) and humans
as intermediate hosts.

The latest study on the incidence and distribution of
T. gondii in production animals of Switzerland
dated to 1999/2000. The aim of the present investi-
gation was to actualise the epidemiological data on
the distribution of T. gondii in animals slaughtered
for meat consumption (intermediate hosts) and in
cats (definitive hosts). Furthermore the data al-
lowed a comparison with the results from 2000. In
addition different housing systems for fattening
pigs (outdoor versus indoor) were addressed as well
as, for the first time in Switzerland, the determina-
tion of the genotypes of the detected parasites (T.
gondii). Finally, in a descriptive way, a rough
prevalence with its respective genotyping was iden-
tified with the cat. Altogether, the obtained data
provided new information concerning the infection
risk sources for the Swiss population.

Meat samples of bovines, sheep and pigs were
assessed serologically and by PCR for the presence
of a Toxoplasma infection. Cats were assessed for
oocyst-excretion.

Compared to 2000, the obtained results suggested a
slight increase in the overall seroprevalence. As for
the realtime PCR data the results for calves, cows
and pigs showed an increase compared to 2000
(only a slight increase for all species expect the
calves [>20%]), whereas the results for sheep
showed a slight decrease.

In cats, the prevalence determined for oocyst excre-
tion was of 0.4%.

Conclusively, the risk of infection for a human
being can stiil come both from meat as well as from
the cat, and in both cases, the risk has not de-
creased, but remains either persisting or even in-
creasing.
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1. EinfUhrung

Der Parasit Toxoplasma gondii ist ein weltweit verbreitetes Kokzidium mit fakultativ hetero-
xenem Entwicklungszyklus. Weltweit gilt die Toxoplasmose als eine der bedeutendsten para-
sitdren Zoonosen. Endwirt sind Feliden, in deren Diinndarm Oozysten gebildet werden, die
sich nach dem Ausscheiden mit dem Kot an der Aussenwelt zu infektiosen Stadien (sporulier-
te Oozysten) entwickeln. Als fakultative Zwischenwirte dienen fast alle Warmbliiter (Séduge-
tiere, Vogel) inklusive der Mensch.

Der Parasit T. gondii hat verschiedene horizontale Ubertragungswege entwickelt: vom End-
wirt zum Zwischenwirt (Oozysten), vom Zwischenwirt zum Endwirt (Gewebezysten), vom
Endwirt zum Endwirt (Oozysten) und vom Zwischenwirt zum Zwischenwirt (Gewebezysten,
Tachyzoiten). Zusitzlich kann eine vertikale Ubertragung iiber die Plazenta bei den Zwi-
schenwirten (inkl. Mensch) vorkommen (Andreolotti, Budka et al. 2007).

Unsporulierte
Oozysten
Infektion der Katze
mit Oozysten
Infektion (wéhrend der
Infektion (wéhren der  Zyste mit Sporulierte (

Schwangerschaft) mit

. . _,———__‘ Oozysten
Schwangerschaft) mit  Bradyzoiten | sporulierten Oozysten

Zysten im Fleisch |

. i e 1

Abb.1 Entwicklungszyklus von T. gondii. Sporulierte Oozysten werden vom Zwischenwirt peroral aufgenommen und
es werden schliesslich Gewebezysten mit Bradyzoiten gebildet. Nimmt ein Endwirt Muskelfleisch mit Zysten
auf, schliesst sich der Zyklus und der Endwirt scheidet nach der Pripatenz-Zeit wieder Oozysten aus. Der
Mensch kann einerseits iiber Oozysten infiziert werden und andererseits iiber Gewebezysten.

1.1. Entwicklung
1.1.1. Entwicklung im Endwirt (Feliden)

Katzen infizieren sich durch Aufnahme von sporulierten Oozysten aus der Umwelt oder durch
Aufnahme von Gewebezysten aus den Zwischenwirten.

Nach der Aufnahme von Oozysten werden die Sporozoiten im Diinndarm der Katzen frei und
dringen via Darmwand und Blut/Lymphe in die inneren Organe ein. Dort machen sie eine
extraintestinale Entwicklung wie im Zwischenwirt durch. Ein Teil der extraintestinal gebilde-
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ten Stadien kehrt dann in die Darmwand zuriick und durchlduft die Entwicklung bis zur Oo-
zystenbildung.

Nimmt die Katze Gewebezysten auf, bleiben die meisten Bradyzoiten im Diinndarm und lei-
ten dort in den Enterozyten eine Endopolygenie (Schizogonie; Bildung von Merozoiten) und
Gamogonie (Bildung von Mikro- und Makrogamonten) ein. Die Mikrogamonten befruchten
die Makrogamonten und es entstehen unsporulierte Oozysten, die mit dem Kot ausgeschieden
werden. Die Oozysten sind ca. 12um gross und enthalten im sporulierten Zustand zwei Spo-
rozysten mit je 4 Sporozoiten.

Die Pripatenz nach der Aufnahme von Gewebezysten betrdagt 3 — 10 Tage, nach Aufnahme
von Oozysten 18 — 36 Tage. Die Patenz dauert wenige Tage bis 3 Wochen.

1.1.2. Entwicklung im Zwischenwirt (Warmbliter)

Nach Aufnahme von Gewebezysten oder Oozysten dringen die Parasiten iiber lympho-
hdmatogene Wege in die inneren Organe der Zwischenwirte ein. Dort beginnen sich die Spo-
rozoiten intrazelluldr schnell zu vermehren (Endodyogenie; Bildung von Tachyzoiten) und es
kommt zu einer Parasitimie. Mit der Bildung der parasiten-spezifischen Immunantwort leiten
die Tachyzoiten der letzten Generation die Phase der Zystenbildung ein. Diese Zysten enthal-
ten Tausende zu Bradyzoiten umgeformte Tachyzoiten, die sich nur noch selten teilen. Die
Zysten sind 50 - 100pum gross und kénnen lebenslanglich persistieren.

1.1.3. Entwicklung im Menschen

Der Mensch kann sich einerseits iiber die Aufnahme von sporulierten Oozysten (z.B. Katzen-
kot) oder andererseits iiber Gewebezysten (z.B. ungeniigend gekochtes Fleisch) infizieren.
Die weitere Entwicklung lauft wie bei den anderen Zwischenwirten ab. [Kap. 1.1.2]

Beim Menschen mit normaler Immunabwehr verursacht die Toxoplasmose nur selten Krank-
heitserscheinungen wie Lymphadenopathie oder leichte Grippesymptome; meistens verlauft
die Infektion asymptomatisch, fiihrt aber zu einer lebenslangen Persistenz von Gewebezysten
(Miro, Montoya et al. 2008).

Infiziert sich eine Frau erstmals wéhrend der Schwangerschaft mit dem Parasiten, kann es zu
einer prinatalen Infektion des Ungeborenen kommen (vertikale Ubertragung). Das Risiko der
materno-foetalen Transmission betrdgt ca. 30% und steigt mit zunehmender Schwanger-
schaftsdauer an (Dunn, Wallon et al. 1999). Die Folgen der Infektion variieren von subkli-
nisch bis lebensbedrohlich oder kénnen zu foetalem oder neonatalem Tod fiihren. Spétscha-
den wie die okkuldre Toxoplasmose konnen ebenfalls auftreten.

Eine zweite Risikogruppe sind die immunosupprimierten Patienten. Die meisten T. gondii-
Infektionen bei dieser Gruppe sind Reaktivierungen von fritheren Infektionen (Andreolotti,
Budka et al. 2007). Die klinischen Symptome reichen von inapparent bis hin zu schweren
Symptomen wie Enzephalitis, Menigoenzephalitis oder disseminierten Formen.

1.2. Epidemiologie

T. gondii ist weltweit verbreitet und in Europa sind 1 — 10 auf 10’000 Neugeborene von der
Toxoplasmose betroffen. Davon entwickeln 1% - 2% direkte gesundheitliche Probleme (Lern-
schwierigkeiten bis hin zu Todesfdllen) und 4% - 27% eine okkulédre Krankheit (Cook, Gilbert
et al. 2000). In Europa sind zwischen 37% und 58% der Frauen im gebéarfiahigen Alter seropo-
sitiv (Tenter, Heckeroth et al. 2000), der entsprechende Wert fiir die Schweiz ist 46% (Jac-
quier et al., 1995).

andrea.schoch@ipa.unibe.ch



Haustiere sind oft mit Toxoplasma infiziert: 1999/2000 konnte in der Schweiz bei den Rin-
dern ein Seroprivalenz von 4% - 21%, bei den Schafen von 53% und bei den Schweinen von
1% - 27% festgestellt werden (jeweils abhéngig von den Altersgruppen).

Die PCR-Privalenzen, welche im selben Jahr bestimmt worden sind, lagen bei den Rindern
zwischen 1% - 6%, bei den Schafen bei 6% und bei den Schweinen bei 0% (Wyss, Sager et al.
2000).

1.3. Diagnostische Methoden
1.3.1. Antikorper-Nachweis

Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Mit Antigen beschichtete Platten werden mit verdiinnten Proben inkubiert und allfillig vor-
handene Antikdrper binden an die Platte. Anschliessend wird enzymmarkiertes Anti-Spezies-
IgG (Konjugat) zugegeben und mit Hilfe einer Substratldsung wird gebundenes Konjugat
sichtbar gemacht. Der Farbumschlag kann mit einem Spektrometer abgelesen werden und
steht in direkter Relation zur vorhandenen Antikorper-Menge.

Dieser Test ist einfach durchzufiihren und Konjugate vieler Tierspezies, Substrat und ganze
Kits sind kommerziell erhiltlich. Diese Methode eignet sich auch fiir grosse Probemengen
und ist wohl der am héufigste in Diagnostiklabors durchgefiihrte Screening-Test fiir T. gondii.
Die Resultatbeurteilung ist objektiv und der Test ist hoch sensitiv und spezifisch (Ortega-
Mora, Gottstein et al. 2007).

Der ELISA wird heutzutage in verschiedenen Variationen durchgefiihrt (unterschiedliche
Plattenbeschichtungen mit verschiedensten Antigenen; kinetischer ELISA u.a.) und mit Hilfe
des Aviditats-ELISA kann zwischen akuter und chronischer Infektion unterschieden werden.

Sabin Feldman dye test

Lebende Toxoplasma-Tachyzoiten werden mit einem zusdtzlichen Faktor (im Serum eines
nicht-infizierten Individuums enthaltenes Komplement) versehen und zum Testserum gege-
ben. Anschliessend wird mit Methylenblau inkubiert. Sind in der zu untersuchenden Serum-
probe T. gondii-Antikérper vorhanden, wird die Membran der Tachyzoiten so verdndert, dass
sie fiir Methylenblau durchldssig wird und die Tachyzoiten bleiben farblos. Sind keine Anti-
korper vorhanden, farben sich die Tachyzoiten blau (Ortega-Mora, Gottstein et al. 2007).
Diese Methode gilt bis heute als Goldstandard, ist nicht Spezies-spezifisch, hat eine hohe Sen-
sitivitdit und Spezifitidt und bis anhin sind keine Anhaltspunkte fiir falsche Resultate (beim
Menschen) bekannt (Dubey 2008). Die Methode ist jedoch teuer (Produktion von Tachyzoi-
ten), verlangt ein hohes Mass an technischem Kénnen und wird deshalb nur sehr selten fiir die
Diagnose einer Toxoplasmose beim Tier gebraucht.

Indirekter Immunofluoreszenz-Antikdrpertest IFAT)

Der Test wird zum Nachweis von spezifischem anti-Toxoplasma IgG und IgM eingesetzt und
ist Spezies-spezifisch. Vollstindige, Formalin-fixierte Tachyzoiten werden mit verdiinntem
Serum inkubiert und anschliessend wird adidquates, fluoreszierendes anti-Spezies Serum zu-
gegeben. Schlussendlich wird die Probe unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt (Ortega-
Mora, Gottstein et al. 2007).

Die Methode ist billig, einfach und fluoreszierende Antikdrper sind fiir viele Tierspezies
kommerziell erhéltlich. Der Test ist aber relativ zeitaufwéndig und kann durch die subjektive
Beurteilung des Titers und des Testausgangs variieren. Die Sensitivitdt ist aber dhnlich hoch
wie beim ELISA (Ortega-Mora, Gottstein et al. 2007).
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Direktagglutinationstest (Toxo-Screen DA®)

Kommerziell erhéltlicher Test von BioMériux, der anti-Toxoplasma-IgG Antikorper nach-
weist (modified agglutination test [MAT]). Dabei agglutiniert Formalin-fixiertes Toxoplasma
Antigen, wenn spezifische IgG Antikorper im verdiinnten Serum vorhanden sind. Agglutina-
tion bedeutet somit ein positives Resultat und kann schliissig von negativen, nicht-
agglutinierten Proben unterschieden werden.

Der Test hat eine 100%ig Sensitivitit und eine 94.8% Spezifitit. Seropositive Proben miissen
aber mit einem weiteren Test bestdtigt werden, da der Vorhersagewert fiir positive Proben nur
71.3% betrigt (Sukthana, Chintana et al. 2001).

1.3.2. Parasiten-Nachweis

Bioassay (Méuseinokulationstest)

Gewebeproben (Hirn, Muskulatur) von Test-Tieren werden separat mit Trypsin verdaut und
eine definierte Anzahl Méusen wird mit 1ml der verdauten Probe (intraperitoneal) infiziert.
Die Tiere werden 30 bis 40 Tage beobachtet und dann euthanasiert. Blutproben werden sero-
logisch untersucht und Hirn-, Muskel- und eventuell weitere Gewebeproben histologisch ana-
lysiert.

Der Bioassay in Méuse ist immer noch etwas effektiver als die konventionelle PCR. Mit der
realtime PCR steht heute aber eine gute Alternative zur Verfiigung und der Méauseinokulati-
onstest wird nur noch selten diagnostisch angewendet (da Silva and Langoni 2001).

Katzenfiitterungstest

Adulte (sicher Toxoplasma-negative) Katzen werden mit potenziell infizierten Proben
(Fleisch, Mause-Gewebe) gefiittert (direkt oder per Schlundsonde). Katzenkot wird tiglich
gesammelt und mittels Flotation / Mikroskopie auf Oozysten untersucht. Zusitzlich kann auch
mithilfe von serologischen Methoden die Serokonversion der einzelnen Katzen verfolgt wer-
den. Am Ende des Versuchs werden die Katzen meistens euthanasiert und die Dérme histo-
pathologisch untersucht (Dubey, Miller et al. 1970).

Diese Methode wird heute aus Griinden des Tierschutzes nur noch sehr selten verwendet.
Auch stehen heute mit der PCR eine giinstiger und tierschonendere Methode zur Verfiigung.

Kombiniertes Sedimentations-Flotations-Verfahren / Lichtmikroskopie

5 — 10g Kot wird in einem geeigneten Gefdss mit Wasser zu einer moglichst homogenen Sus-
pension verriihrt und anschliessend durch ein grobmaschiges Sieb gespiilt. Nach einer Sedi-
mentationszeit von 30min wird der Uberstand dekantiert und das anschliessend gut durch-
mischte Sediment (ca. 2ml) wird in ein Zentrifugenréhrchen {iberfiihrt. Dieses wird mit der
Flotationslosung (ZnCl,) bis zum Rand aufgefiillt. Nach der Zentrifugation bei ca. 2000
U/min konnen die gesuchten Parasitenstadien mit Hilfe einer Ose oder direkt mit einem
Deckglas von der Oberfliche entnommen und mikroskopisch untersucht werden.

Dieses Verfahren wird sehr hdufig in diagnostischen Labors angewendet und ist eine sehr
sensitive Methode (bis 100% Sensitivitdt). Sie hidngt aber auch vom Koénnen und der Erfah-
rung des Untersuchers ab und beinhaltet damit einen kleinen Rest-Unsicherheitsfaktor (Rom-
mel, Eckert et al. 2000).

Histologie / Immunhistochemie

Bei Aborten oder Totgeburten kann eine histologische Untersuchung von Plazenta-, Gehirn
oder Muskelgewebe durchgefiihrt werden. Dazu wird das Gewebe in Formalin fixiert, dehyd-
riert, gewaschen und in Paraffin eingebetet. Danach werden die Paraffin-Blocke geschnitten
und die Hamatoxylin/Eosin-gefarbten Schnitte konnen unter dem Mikroskop beurteilt werden.
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Beim immunohistochemischen Verfahren werden zusétzlich noch spezifische Toxoplasma-
Antikorper zugegeben, welche an das Toxoplasma-Antigen im Gewebe binden und mittels
spezieller Reagenzien im Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar gemacht werden konnen (Ortega-
Mora, Gottstein et al. 2007).

Die Histologie wie auch die Immunhistochemie haben eine tiefere Sensitivitdt als die PCR-
Methode, da beide von der subjektiven Beobachtung des Untersuchers abhéngig sind und so-
mit variiert die Sensitivitdt der Methode auch zwischen den verschiedenen Labors. Der Vor-
teil der Methode liegt darin, dass das Vorkommen des Parasiten direkt mit den Lésionen kor-
reliert (Ortega-Mora, Gottstein et al. 2007). Wie auch in der PCR kann bei dieser Methode
nur ein sehr kleines Probevolumen untersucht werden, was zu einer Verminderung der Sensi-
tivitdt fithren kann.

PCR (konventionelle PCR und realtime PCR)

Die PCR-Methode dient zum direkten Nachweise der Parasiten-DNA im Gewebe oder im
Blut. Dazu wird mit Hilfe verschiedener Reagenzien die DNA aus der Gewebe- oder der
Blutprobe aufgearbeitet. Anschliessend wird die DNA nach Zugabe von Primern in einem
Thermozykler in 25 — 40 Zyklen vermehrt (Denaturation, Annealing, Elongation). Damit kann
eine Amplifikation von bis zu 10° der Ursprungsmenge erreicht werden (Rommel, Eckert et
al. 2000). Bei der konventionellen PCR werden die PCR-Produkte anschliessend mittels Gel-
Elektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht. Bei der realtime PCR kann das Resultat
dank Labelling mit fluoreszierenden Molekiilen direkt sichtbar gemacht und abgelesen wer-
den.

Die PCR-Methode hat eine sehr hohe Spezifitdt (je nach Studie bis 100%) und ebenfalls eine
sehr hohe Sensitivitdt. Der positive prediction value ist anndhernd bei 100% (Montoya and
Liesenfeld 2004).

Trotz der hohen Sensitivitidt und Spezifitit hat die PCR-Methode durch das kleine einsetzbare
Probevolumen einen entscheidenden Nachteil beim Nachweise von Parasiten-DNA im Gewe-
be. Zusitzlich ist die Technik immer noch relativ teuer (Ortega-Mora, Gottstein et al. 2007).

1.4. Genotypen von T. gondii

Bei T. gondii sind bisher drei Genotypen (I, II, III) bekannt. Deren Einteilung beruht vorwie-
gend auf ihrem unterschiedlichen Verhalten in Mausen (Darde 2004):
e Typl:
Selten isolierter Stamm; sehr virulent fiir Mause (10% der Stimme in Europa und den
USA; vorwiegend bei Menschen, wenig bei Tieren).
o Typll:
Der am haufigsten isolierte Stamm; nicht virulent fiir Méuse (80% der gefunden
Isolate in Europa und den USA; Mensch, Schaf, Schwein).
e Typ Il und rekombinante Genotypen:
Selten in Europa und den USA; virulenter als Typ II fiir Mduse (hdufig aus Wildtieren
isoliert).
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1.5. Pravention

Priaventionsmassnahmen koénnen das Risiko einer Toxoplasma-Infektion signifikant reduzie-
ren, aber eine Infektion kann nicht immer verhindert werden (Tenter, Heckeroth et al. 2000).
Zu den wichtigsten Praventionsmassnahmen gehoren folgende Regeln:
e Katzen nicht mit rohem oder ungeniigend gekochtem Fleisch fiittern oder das Fleisch
vorher tiefgefrieren.
e Katzenkisten tdglich sdubern. (Sollte nicht von Schwangeren und anderen zu Risiko-
gruppen gehorenden Personen gemacht werden.)
e Katzen aus Gebduden fernhalten, in welchen Schlachttiere gehalten werden (Rinder,
Schweine, Schafe, Gefliigel u.a.).
e Regelmissiges Screening von Katzen (Serologie, Koprologie)
e Fleisch nicht roh oder nur leicht gekocht konsumieren (die Kerntemperatur beim Ko-
chen sollte im Minimum 67°C betragen).
e Hoher Standard bei der Kiichenhygiene.
e Keine ungewaschenen Gemiise, Salate oder Friichte konsumieren.
e Risikopersonen sollten bei Gartenarbeiten Handschuhe tragen.
(Tenter, Heckeroth et al. 2000; Miro, Montoya et al. 2008)

1.6. Zielsetzung der aktuellen Studie

Das aktuelle Projekt sollte ein Bild der gegenwirtigen Situation der T. gondii-Infektionen in
End- und Zwischenwirten in der Schweiz geben und die Daten von 2000 sollten mit den heu-
tigen Resultaten verglichen werden. Zusétzlich wurde eine Gegeniiberstellung der verschie-
denen Haltungsformen in der Schweineproduktion gemacht: Vergleich von intensiv gehalte-
nen Mastschweinen mit Freilandschweinen und Wildschweinen. Des Weiteren wurde zum
ersten Mal in der Schweiz eine Genotypisierung der gefundenen Parasiten (T. gondii) ange-
strebt (Genotyp I, IT und III). Schlussendlich sollte die Studie ein Bild der aktuellen Privalenz
der T. gondii-Ausscheidung bei der Katze geben.

Anhand dieser Daten sollte das aktuelle Infektionsrisiko fiir die Schweizer Bevolkerung bes-
ser einzuschétzen und der Durchseuchungsgrad der Nutztierpopulation feststellbar sein.
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2. Tiere, Material und Methoden

2.1. Proben und Stichprobenumfang

In der vorliegenden Studie wurden Fleischproben von drei Zwischenwirtspezies untersucht:
Rinder (Kélber, weibliche Jungrinder [Gusti], Mastbullen [Muni], Kiihe), Schafe (Ldmmer,
Auen) und Schweine (intensiv gehaltene Mastschweine, Freilandschweine, Mutterschweine,
Wildschweine) und Kotproben von der Endwirtspezies (Katze).

Die Fleischproben wurden zum Teil direkt aus den Schlachthdfen (Schlachthofe Estavayer-le-
Lac, Basel, Courtepin, Eggiwil u.a.) [Tabelle 1] oder von der Jagd und zum anderen Teil von
Direkteinkdufen im Handel (Migros, Coop, lokale Metzgereien) [Tabelle 2] bezogen.

Tab. 1
Schlachthofe div.
Basel | Bazenhe | Courte- | oo o ., | Estavayer- | o, o\ | Kleine |
(Proben) id pin (Proben) le-lac (Proben) Sch I .aC ht (Proben)
(Proben) | (Proben) (Proben) hofe
Tiergruppe (Proben)
Kilber - - - - 50 - - -
Gusti - - - - 130 - - -
Muni - - - - 100 - - -
Kiihe - - - 130 - - -
Limmer 100 - - - - - - -
Auen 127 - - 23 - - - -
Mastschweine 42 8 - - - - - -
Freildnder 7 2 53 - - - 38 -
Mutterschweine 71 - - - - 49 - -
Wildschweine - - - - - - - 150
Tab. 2
Migros Coop Metzgerei
Tiergruppe (Proben) (Proben) (Proben)
Limmer 34 34 32
Rinder 40 40 40
Schweine 40 40 40

Von jedem Schlachttier wurde ein Stiick Muskulatur direkt im Schlachthof oder vom Jéger
auf der Jagd (Wildschweine) abgepackt. Die Proben aus den Schlachthéfen und von der Jagd
waren ca. 20g schwer und wurden vom Diaphragma mit einem (fiir jede Probe neuen) Ein-
weg-Skalpell abgeschnitten. Im Handel wurde ca. 50g Ragout oder dhnliches eingekauft. Alle
Proben wurden bei -30°C eingefroren.

Fleischsaft wurde durch Auftauen der Proben und Sammeln der entstandenen Fliissigkeit ge-
wonnen. Gleichzeitig wurden fiir die realtime PCR pro Probe 2 x 0.5g kleingeschnittenes
Fleisch zur DNA-Isolierung abgewogen.

Katzenkotproben wurden zu einem grossen Teil in Tierheimen und Tierferienpensionen der
Regionen Bern und Olten gesammelt. Den Heimen wurden dazu kleine Behélter zum Sam-
meln des Kots und fiir jede Probe ein entsprechendes Formular zugeschickt. Falls bekannt,
wurden von den Katzen Name, Alter, Geschlecht, Fundort oder Haltungsort und Haltungsart
erfasst. Dieser Teil der Kotproben stammt zum allergrossten Teil von gesunden Katzen ohne
Anzeichen von Krankheiten. Ein kleinerer Teil der Proben stammte aus der Routine-
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Diagnostik des Instituts fiir Parasitologie, Bern und damit von Katzen, welche Symptome
aufwiesen, die eine Kotuntersuchung rechtfertigten. Der in der aktuellen Studie untersuchte
Teil der Katzenpopulation setzte sich folglich aus gesunden Katzen aus Privathaushalten
(68%), Findelkatzen (17%) und Katzen aus Tierarztpraxen (15%) zusammen.

Der bendtigten Stichprobenumfangs wurde mit Win Episcope 2.0
(http://www.clive.ed.ac.uk/clive) unter Verwendung von folgenden Einstellungen berechnet:
Populationsgrosse: > 50°000; Vertrauensbereich: 95%; akzeptierter Fehler: 1.4% (fiir den
Nachweis von T. gondii Oozysten im Katzenkot), bzw. 8% (fiir die Fleischsaftuntersuchun-
gen); Sensitivitit und Spezifitit des verwendeten Tests: 100%. Die angenommenen serologi-
schen Befallshaufigkeiten von T. gondii bei Schlachttieren basieren auf der Studie von Wyss
et al. (2000) oder wurden geschitzt [Tabelle 3]. Die errechneten Stichprobenumfinge sind in
Tabelle 3 ersichtlich. Bei der Berechnung des Stichprobenumfanges wurde zudem tberpriift,
welche Stichprobengrossen nétig sind, um mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% mind. eine
PCR-positive Probe detektieren zu konnen, falls die Infektion in der Population vorhanden
wire. Die berechneten Stichprobengrosse aus Tabelle 3 trugen dieser Vorgabe i.d.R. genii-
gend Rechnung, bzw. wurden wie beispielsweise beim Schweinefleisch aus dem Verkauf ent-
sprechend angepasst.

Tab. 3
Tiergattung Tierkategorie Seroprévalenz T. | Stichprobengrosse
gondii
Fleischsaftuntersuchungen bei Schlachttieren
Rinder Kiihe 32% 130
Gusti 32% 130
Muni 21% 100
Kilber 4% 50"
Schafe Auen (> 11Mt.) 53% 150
Limmer (< 11 Mt.) 21% (geschitzt) 100
Schweine Mastschweine 1% 50"
(konventionelle
Haltung)
Mutterschweine 27% 120
(konventionelle
Haltung)
Freilandschweine 5-21% (geschatzt) 100
(Freilaufhaltung)
Wildschweine 50% (geschitzt) 150
Frischfleisch im Handel (Ragout)
Rindfleisch Muni und Rinder 27% 120
Lammfleisch - 21% (geschitzt) 100
Schweinefleisch - 3% 120°
Koprologie zum Nachweis von T. gondii Oozysten in Katzenkot
Katzenkot - 1% (geschétzt) 200’

' Der errechnete Wert lag bei 6 bzw. 24 und wurde erhéht auf je 50 Proben

% Der errechnete Wert lag bei 18 und wurde erhoht auf 120 Proben und somit dem Umfang bei Rindfleisch und Lammfleisch
angeglichen. Zudem kommt diese angepasste Stichprobenmenge der bendtigten Stichprobengrdsse

? Achtung: der akzeptierte absolute Fehler wurde beim Katzenkot wegen der tiefen zu erwartenden Befallsprivalenz auf 1.4%
angesetzt.
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Folgende Probemengen sind schlussendlich effektiv untersucht worden: [Tabelle 4]

Tab. 4

Schlachthaus: Handel:
Kilber 47 Tiere Rinder 120 Tiere
Gusti 129 Tiere Schweine 120 Tiere
Muni 100 Tiere Lammer 100 Tiere
Kiihen 130 Tiere Total 340 Tiere
Lammer 100 Tiere
Auen 150 Tiere
Mastschweine 50 Tiere
Mutterschweine 120 Tiere Katzen:
Freilandschweine 100 Tiere | 252 Kotproben
Wildschweine 150 Tiere
Total 1076 Tiere

2.2. ExVivo-Experiment mit C57BL/6 Mausen (n = 2)

Vorgéngig zu allen DNA- (realtime PCR, nested PCR, RFLP-) und Histologie-
Untersuchungen wurde ein Maus-Experiment durchgefiihrt, welches zeigen sollte, dass Mus-
kelzysten und Parasiten-DNA im Muskelfleisch durch Tiefgefrieren nicht zerstort werden.

Zu diesem Zweck wurden zwei C57BL/6 Méuse mit je 10° Tachyzoiten von T. gondii (Isolat
aus einer Schweizer Katze) infiziert. Die Mduse wurden einen Monat nach Infektion euthana-
siert. Von jeder Maus wurden direkt eine Hirn- und eine Muskelprobe entnommen (Probe 1),
und je die Hélfte der Maus eingefroren beziehungsweise in 4%-PBS-gepuffertem Formalin
eingelegt. Nach einigen Tagen wurde die gefrorenen Maushélften wieder aufgetaut, Muskel-
und Hirnproben entnommen (Probe 2) und der Rest der Maushilfte wiederum in 4%-PBS-
gepuffertem Formalin eingelegt.

Von den 2 Hirnproben und 2 Muskelproben (je eine nicht gefroren [Probe 1] und eine gefro-
ren [Probe 2]) wurde anschliessend die DNA aufgearbeitet (siche 2.4) und mittels realtime
PCR (wie unter 2.5 beschrieben) untersucht.

Von der nicht gefroren, in Formalin eingelegten Maushélfte sowie von der nach Einfrieren
eingelegten Maushélfte wurden je eine Muskelprobe und eine Hirnprobe histologische unter-
sucht. (Methode unter 2.6 beschrieben, 2 Proben pro Organ im Abstand von 0.5mm.)

2.3. Serologie

Fiir den Nachweis von Toxoplasma-Antikorpern im Fleischsaft wurde ein P30-ELISA (ELI-
SA-Platten, die mit affinititsgereinigtem P30-Oberflichenantigen beschichtet sind; SRB,
Arvillé, France) eingesetzt, welcher dem Standardprozedere des Diagnostiklabors des Instituts
fiir Parasitologie der Universitidt Bern entspricht (Nationales Referenzlabor fiir Toxoplasmo-
se). Fiir die aktuelle Studie ist jeder Fleischsaft als Einfachansatz in einer Verdiinnung von
1:10 gepriift worden. Fiir die verschiedenen Spezies wurden verschiedene sekundire Antikor-
per verwendet: Esel-anti-Schaf IgG alkalische Phosphatase (AP) (Sigma Immunochem. cat.
no. A5187; Verdiinnung 1:4000), Kaninchen-anti-Rind AP (Sigma Immunochem. cat. no.
A0705; Verdiinnung 1:1000) und Kaninchen-anti-Schwein AP (Sigma Immunochem. cat. no.
A1192; Verdiinnung 1:4000). Als Substratlosung wurde 104" Phosphatase von Sigma ver-
wendet (1mg/ml). Die Platten wurden nach dem Auftauen mit ELISA-Waschpuffer (20g
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NaCl, 0.5g KH,PO,, 3.5g Na,HPO4, 0.5g KCI, 0.5g NaN3 7.5ml Tween in 11 HyOad inject.
pH 7.2 — 7.4) gewaschen. Anschliessend wurden die Platte mit ELISA-Verdiinnungspuffer
1% Horse Serum (0.8g NaCl, 0.2g KH,PO4, 1.4g Na,HOP,, 0.2g KCl, 0.2g NaN3, 3ml Tween
20 in 11 HyOgq inject, pH 7.2 — 7.4) 30 min bei 37°C abgesittigt. Danach wurden die Proben-
verdiinnungen und Kontrollen in die entsprechenden Wells pipetiert und 90min bei 37°C in-
kubiert. Nach dem Waschen mit ELISA-Waschpuffer wurde mit Konjugat 45min bei 37°C
inkubiert und anschliessend wurde die Platte wiederum mit Waschpuffer gewaschen. Schluss-
endlich wurde die Substratlosung zugegeben und nach 10 — 20min wurde die Reaktion mit
NaOH (3N) gestoppt. Die Resultate werden mit einem ELISA-Reader (Wellenldnge 405nm,
Referenzwellenldnge 630nm) abgelesen. Die Methode wurde bei Sager, Gloor et al. 2003 be-
schrieben.

Der Nullwert jeder Platte wurde aus der Standardabweichung (s) und der mittleren optischen
Dichte (mean OD) von Minimum 30 negativen Seren (diagnostisch abgeklart vom Institut fiir
Parasitologie Bern) berechnet [mean OD + 3s] (Wyss, Sager et al. 2000). Fiir jede Probe wur-
de dann eine plattenkorrigierte Ratio aus dem mean OD-Wert im Verhéltnis zum Nullwert auf
der Platte berechnet. Der Test wurde vor Beginn der Untersuchungen mit Seren jeder Tierart
aus der Studie von 2000 noch einmal reevaluiert.

Positiv- und Negativkontrollen fiir die Rinder-ELISA wurden aus fritheren Studien (Gottstein,
Hentrich et al. 1999; Wyss, Sager et al. 2000) iibernommen. Die Schaf-Kontrollseren (positiv
und negativ) wurden von A. Tenter (Institut fiir Parasitologie, Hannover, Deutschland) zur
Verfiigung gestellt und die Schweine-Kontrollen stammen von P. Lind (Kopenhagen, Dine-
mark). Alle Kontrollseren sind in einer fritheren Studie (Lind, Haugegaard et al. 1997) iiber-
priift worden.

2.3.1. Zeitlicher Verlauf des Antikdrper-Titers im Fleischsaft

Zur Abklérung, ob Antikorper wiahrend des normalen Reifungsprozesses des Fleisches vor der
Freigabe fiir den Handel abgebaut werden konnen, ist eine Versuchsreihe mit Rindfleischpro-
ben (n = 40) vorgesehen worden.

Je 20 Proben von Gusti und Muni wurden direkt im Schlachthof bezogen. Jede dieser Proben
wurde in sieben ca. gleich grosse Stiicke unterteilt. Von jedem Tier (Rind 1 — 20; Muni 1 —
20) wurde eine Fleischsaftprobe (Nr. 0) nach 4 — 5 Tagen Lagerung im Schlachthof bei 4°C
genommen und mittels des P30-ELISA (wie unter 2.3. beschrieben) auf Antikorper getestet.
Diese Probe wurde also genau zum selben Zeitpunkt genommen wie die Proben vom iibrigen
Schlachthoffleisch dieser Studie. Die iibrigen zu jedem Tier gehdrenden 6 Proben (ny, = 240)
wurden vakuumiert und bei 4°C weiter gelagert.

Wiéhrend drei Wochen (entspricht der iiblichen durchschnittlichen Lagerungszeit von Fleisch,
bevor es in den Verkauf gelangt) sind pro Woche zwei Proben pro Tier eingefroren (-30°C)
worden. Am Ende des Versuchs wurden alle gefrorenen Proben wieder aufgetaut und Fleisch-
saft gesammelt. Alle Proben sind dann mittels des P30-ELISA auf AntikSrper untersucht
worden, wobei insbesondere auf den Titerverlauf im Fleischstiick jedes Tieres geachtet
wurde.

2.4. Westernblot

Ein Westernblot zur Bestitigung und somit zur Verbesserung der Genauigkeit der Serologie-
Resultate wurde mit einigen Anpassungen im Wesentlichen wie bei Staubli, Nunez et al. 2006
beschrieben ausgefiihrt. Die gefrorenen T. gondii-Tachyzoiten-Pellets (in-vitro Kultivierung
eines RH-Stammes) wurden auf Eis aufgetaut und in 80ul Lammle Buffer (Tris [pH 6.8,
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1.5M], SDS 20%, Glycerol, Mercaptoethanol, BromphenolBlue, H,O) resuspendiert. An-
schliessend wurde die Suspension Smin bei 95°C auf dem Wérmeblock denaturiert.

Die Proben wurden in einem 12% Trenn-Gel mit einem 3% Sammel-Gel elektrophoretisch
getrennt. Danach sind die aufgetrennten Komponenten auf PVDF-Membranen (Whatman,
pore size 0.45um, Lot 7069776) transferiert worden. Die Membranen sind fiir die anschlies-
senden Untersuchungen einzelner Proben in Streifen geschnitten worden.

Zur Untersuchung der Proben wurden die PVDF-Streifen 4 Stunden mit
PBS/0.05%Tween/2.5%Sojamilch geblockt. Darauthin sind die Streifen iiber Nacht mit 1:50
in PBS/Tween/Sojamilch verdiinnten Fleischsiften auf der Schaukel inkubiert worden. Bevor
die Streifen mit Anti-Peroxidase (Anti-Bovine-Peroxidase 1:300; Anti-Sheep-Peroxidase
1:500, Anti-Pig-Peroxidase 1:1000) behandelt worden sind (2 Stunden auf der Schaukel),
wurden sie 4 x Smin mit vorgewdrmtem (ca. 50°C) PBS/Tween gewaschen. Vor dem Sicht-
barmachen der Banden mittels 3,3°-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid in 20ml PBS und 2pl
H,0; (Inkubation 10min) sind die Streifen noch einmal 5 x Smin mit PBS/Tween und 2 x
Smin mit PBS gewaschen worden. Die Reaktion ist mit HyOgemin, gestoppt worden. Zur Ar-
chivierung sind die Membranen sofort eingescannt worden.

2.5. DNA-Extraktion fur PCR

Die DNA-Extraktion aus den Gewebeproben erfolgte mittels des DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland). Das Protokoll des Herstellers wurde leicht modifiziert
hinsichtlich des Verdauungsschrittes mit Proteinase K. Anstelle der im Handbuch vorgeschla-
genen 50ul Gewebe, 20ul Proteinase K und 180ul ATL-Puffer wurden 2 x 500ul Gewebe pro
Probe mit je 100ul Proteinase K und 900ul ATL-Puffer inkubiert. Mit dieser Anpassung
konnte eine 10x hohere Sensitivitit als bei der im Buch ,,Protozal abortion in farm ruminants:
guidelines for diagnosis and control* (Ortega-Mora, Gottstein et al. 2007) beschriebenen Me-
thode erreicht werden.

Nach der Verdauung iiber Nacht wurden je 100ul der Losung aus den zwei entsprechenden
Eppendorf-Tubes entnommen und die weiteren Aufarbeitungsschritte sind entsprechend dem
Herstellerprotokoll ausgefiihrt worden. Die Proben sind anschliessend direkt fiir die realtime
PCR verwendet oder bei -30°C eingefroren worden.

2.6. PCR-Analysen

Fiir den DNA-Nachweis aus den Fleischproben wurde eine bereits frither beschriebene realti-
me-PCR-Methode, die einen 529-bp Abschnitt des B1-Genes von Toxoplasma gondii ampli-
fiziert, mit einigen Modifikationen verwendet (Costa, Pautas et al. 2000; Miiller, Vonlaufen et
al. 2002).

Die Amplifikations-Mixtur bestand aus 1.575ul H,O, 1ul Mastermix (LightCycler FastStart
Master Hybridization Probes, Roche Diagnostics), 0.25ul 40x  Primer-P-Tox-PF2
(5’-GGAGGACTGGCAACCTGGTGTCG-3), 0.25ul 40x Primer-P-Tox-PR2
(5’-TTGTTTCACCCGGACCGTTTAGCAG-3), 1ul 10x Sonde-P-X-SO3FL
(5’-CGGAAATAGAAAGCCATGACGCACTCC-3), Il  10x  Sonde-P-X-SOSLC
(5’-ACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGAT-3"), 0.8ul MgCl, (25mM) und 0.125u1 UDG
(lunit/pl; hitzelabil) pro Ansatz. Das Reaktionsvolumen jedes Ansatzes betrug 10ul (6ul Mix-
tur, 1ul DNA, 3ul H,0). Die Analysen wurden auf einem Corbett Rotor-Gene™ 6000 (real-
time rotary analyzer) der Firma Biolabo Scientific Instruments SA, Chatel St — Denis, ent-
sprechend den Herstellervorschriften durchgefiihrt und mit der vom Hersteller zur Verfiigung
gestellten Software ausgewertet.
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2.7. Genotypisierung

Mit den realtime-PCR-positiven Proben wurden weitere Analysen zur Genotypisierung wie
bei Basso, More et al. 2009 beschrieben durchgefiihrt.

Die nested PCR (n-PCR) und die RFLP (restriction fragment length polymorphism)-Analyse
(basierend auf Markern fiir die Loci 3'-SAG2, 5'-SAG2, BTUB (I), BTUB (II), GRA6, SAG3,
c22-8, L358, PK1, ¢29-2 und Apico) wurden wie folgt durchgefiihrt:

Die Primer wurden in einer Konzentration von 0.3uM und die dNTP’s in einer Konzentration
von 250uM eingesetzt, TaqPolymerase wurden 4U/100ul verwendet. Fiir beide Amplifikati-
onsschritte wurde 2.5ul DNA genommen. Die Reaktionen wurden dann auf einem Thermo-
zykler mit einem initialen Denaturierungsschritt (94°C, 4min), 35 Zyklen (94°C — 30sec,
55°C — Imin, 72°C — 2min) und einem letzten Extensionsschritt (72°C, 5Smin) durchgefiihrt.
Anschliessend an die n-PCR wurden die zweiten Amplifikationsprodukte fiir die RFLP-
Analyse mit Restriktionsendonukleasen verdaut.

2.8. Histologie

Von jeder aufgetauten Fleischprobe wurde 1g in 4%-PBS-gepuffertem Formalin fixiert. Die
PCR-positiven Proben sind am Institut fiir Tierpathologie der Universitidt Bern in Paraffin
eingebettet, geschnitten (3 — 4um dick) und mit Hédmatoxylin-Eosin gefarbt worden. Die
Schnitte sind anschliessend unter dem Mikroskop auf das Vorkommen von T .gondii-Zysten
untersucht worden. (Pro Organprobe ein Schnitt)

2.9. Koprologische Untersuchungen

Die von Tierheimen erhaltenen und aus der Routine-Diagnostik stammenden Kotproben von
Katzen wurden mittels eines kombinierten Sedimentations-/Flotationsverfahren auf das Vor-
kommen von Toxoplasma/Hammondia-Oozysten und Oozysten bzw. Eiern von anderen in-
testinalen Parasiten untersucht. Die Flotations-Technik wurde dabei wie bei Rommel, Eckert
et al. 2000 beschrieben durchgefiihrt.

Kotproben, welche Toxoplasma/Hammondia-Oozysten aufwiesen, wurden mit der schon zu-
vor beschriebenen realtime-PCR-Methode (siehe 2.6.) untersucht. Dazu sind die Oozysten aus
dem Sediment des Kots mit Hilfe einer gesittigten Succrose-Losung (Dichte D = 1.3) aufkon-
zentriert worden (Schares, Pantchev et al. 2005). Zum Aufschliessen wurden die Oozysten
anschliessend mit einem Sonikator (Branson Sonifier 250) behandelt (50mg glass beads,
2min, 50 Duty control [% auf Power Output], 35 Watt) und 3x hintereinander in fliissigem
Stickstoff eingefroren und wieder aufgetaut (Standardprozedere des Diagnostiklabors des In-
stituts fiir Parasitologie der Universitit Bern). Die DNA-Aufarbeitung wurde mittels des
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) entsprechend dem Herstel-
lerprotokoll zur Aufarbeitung von Gewebeproben durchgefiihrt. Anschliessend wurde sowohl
eine Toxoplasma-PCR (siche 2.6.) wie auch eine Hammondia-PCR (Schares, Herrmann et al.
2008) durchgefiihrt. Mit diesen Analysen kann eine sichere Identifizierung von H. hammondi-
und T. gondii-Oozysten (mikroskopisch nicht unterscheidbar) erreicht werden.
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2.10. Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden einerseits mit der Software Microsoft Excel und anderer-
seits mit dem NCSS-Programm durchgefiihrt.

Die Haufigkeit ELISA- und PCR-positiver Tiere innerhalb der einzelnen Tierarten (zwischen
den Alterskategorien oder Nutzungsformen) und zwischen den verschiedenen Tierarten wur-
den mit dem Exakten Fisher-Test auf Signifikanz-Unterschiede gepriift. Hierfiir wurde das
Programm STRUC verwendet (Einstellungen: 10°000 Dememorisations-Schritte, 100 batches
und 5000 Iterationen pro batch). STRUC ist Teil des GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset,
1995) Software Paketes und berechnet den P-Wert des Exakten Fisher-Tests in R x C Mehr-
felder-Kombinationen in einer ungebiasten Weise. Infolge multiplen Testens wurden die P-
Werte Bonferroni korrigiert (Holm, 1979). Die 95% Konfidenz-Intervalle der Binomialvertei-
lung zu den Héufigkeiten positiver Reagenten innerhalb einer Tiergruppe wurden mit den
»BinomLow" und ,,BinomHigh“-Funktionen in Excel berechnet
(http://statpages.org/confint.xls).

Die GIS-Karten wurden vom Bundesamt fiir Veterindrwesen (BVET) zur Verfiigung gestellt.
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3. Resultate

3.1. ExVivo-Experiment

Das vorgéngig zu allen Analysen durchgefiihrte Experiment mit zwei C57BL/6-Miusen zur
Abkldrung einer allfdlligen Schiadigung von DNA durch Tiefgefrieren hat folgende Resultate
erbracht:

e In allen vier Proben der experimentell infizierten Méuse (2x Hirn, 2x Muskel) konnte
mittels realtime PCR das Vorkommen von T. gondii-DNA bestitigt werden. Die Men-
ge der DNA war in den Muskelproben leicht tiefer als in den Hirnproben.

e In allen histologischen Schnitten der Gehirne konnten Toxoplasma-Zysten nachgewie-
sen werden [Abb.2, Abb.3]. Jedoch sind in keinem der Muskelschnitte Gewebezysten
gefunden worden.

Abb. 2: Hirn, nicht gefroren Abb. 3: Hirn gefroren
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Somit konnte gezeigt werden, dass Tiefgefrieren keinen Einfluss auf die Parasiten-DNA hat
und die geplanten Analysen der Fleischproben (Serologie [P30 ELISA], realtime PCR, histo-
logische Untersuchung, Genotypisierung) wie vorgesehen durchgefiihrt werden kénnen.

3.2. Fleischproben aus dem Schlachthof

3.2.1. Rinder

Serologie
Bei den Rindern konnten Seroprivalenzen von 12.8% (n = 6) bei den Kélbern, 37.2% (n = 48)

bei den Gusti (weibliche Jungrinder), 62.0% (n = 62) bei den Munis (Bullen) und 53.1% (n =
69) bei den Kiihen festgestellt werden [Abb.4]. Innerhalb der Rinder-Gruppe konnten signifi-
kante Unterschiede in der Seropravalenz zwischen den Kélbern und den anderen Untergrup-
pen (Kaélber signifikant niedriger als Gusti, Muni und Kiihe) und zwischen den Rindern und
Munis (Rinder signifikant niedriger als Muni) festgestellt werden (Fischer’s Exakt Test, Bon-
ferroni-korrigiert, p<0.01). Zwischen den Rindern resp. den Munis und den Kiihen besteht
serologisch kein signifikanter Unterschied (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert,
p=0.05).
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Abb .4

Rinder
12.0 +
gr Ratio Plattenkorrigierte
I OD (siehe Kapitel
_ o 2.3)
, 1 Ka Kélber
2 Rd Gusti
8.0 3M Mastmunis
2 . 4 Ku Kiihe
© .
O:I ] . °
5 : : .
4.0 A a . o L
1 S .. Y} .. ’0: : ;e
1 ° °® :.' O % 9 ® o
— ST w ———  Cutoff
pyed ¥ry L
0.0 . — = : .
1Ka 2Rd 3M 4 Ku
Tiergruppe
realtime PCR

29.8% (n = 14) der Kilber, 0% (n = 0) der Gusti, 0% (n = 0) der Munis und 3.8% (n = 5) der
Kiihe waren PCR-positiv. [Abb.5]

Die PCR-Resultate waren bei den Kélbern im Vergleich zu den anderen Untergruppen (Rin-
der, Muni, Kiihe) signifikant hoher (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert, p<0.01).
Zwischen allen anderen Gruppen bestehen keine signifikanten Unterschiede (Fischer’s Exakt
Test, Bonferroni-korrigiert, p>0.05).

Abb.5
Anzahl Untersuchter Tiere / Gruppe
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Vergleich Serologie / PCR

Unter den Kélbern, Gusti und Muni, welche anti-Toxoplasma-Antikorper (ELISA) aufwiesen,
konnten keine PCR-positiven Tiere nachgewiesen werden. Unter den 69 seropositiven Kiithen
wurden 2 PCR-positive Proben gefunden. [Tabelle 5]
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Tab.5

Seronegativ/ | Seropositiv/ | Seropositiv / Total
Kategorie PCR-positiv | PCR-negativ | PCR-positiv
Kiélber 6 0 47
Rinder 48 0 129
Muni 62 0 100
Kiihe 67 2 130
3.2.2. Schafe
Serologie

In der Tiergruppe der Schafe wurden 33% (n = 33) der Ldmmer und 80.7% (n = 121) der Au-
en (weibliche Mutterschafe) positiv auf T. gondii-Antikorper getestet [Abb.6]. Die Gruppe der
Lammer weist eine signifikant niedrigere Seroprdvalenz im Vergleich zu den Auen auf (Fi-

scher’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert; p<0.01).

Abb.6
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In der realtime-PCR-Reaktion sind 0% (n = 0) der Limmer- und 2% (n = 5) der Auen-Proben

positiv ausgefallen. [Abb.7]

In der PCR-Untersuchung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Alters-
gruppen der Schafe festgestellt werden (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert, p>0.05).
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Abb.7
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Vergleich Serologie / PCR

Vier der seropositiven Auen-Proben waren ebenfalls PCR-positiv. [Tabelle 6]

Tab.6

Seronegativ / | Seropositiv/ | Seropositiv / Total
Kategorie PCR-positiv | PCR-negativ | PCR-positiv
Lammer 33 0 100
Auen 117 4 150

3.2.3. Schweine

Serologie
Bei den verschiedenen Schweingruppen konnten Seroprdvalenzen von 14% (n = 7) fiir die

Mastschweine, 13% (n = 13) fiir die Freilandschweine, 35% (n = 42) fiir die Mutterschweine
und 6.7% (n = 10) fiir die Wildschweine gefunden werden [Abb.8]. Die Mutterschweine sind
signifikant hoher als alle anderen Schweine-Gruppen (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-
korrigiert; p<0.01). Die restlichen Gruppen sind untereinander serologisch nicht signifikant
unterschiedlich (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert, p>0.05).
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Abb.8
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2% (n = 1) der Mastschweine, 2% (n = 2) der Freilandschweine 2.5% (n = 3) der Mutter-
schweine, und 0.7% (n = 1) der Wildschweine waren PCR-positiv fiir T .gondii. [Abb.9]

In der PCR-Analyse konnten bei den Schweinen keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Untergruppen gefunden werden (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert,
p=0.05).

Abb.9
Anzahl Untersuchter Tiere / Gruppe
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Vergleich Serologie / PCR

Keines der seropositiven Freiland- und Wildschweine konnte mit der realtime PCR positiv
getestet werden. Ein Mast- und ein Mutterschweine waren gleichzeitig sero- und PCR-positiv.
[Tabelle 7]
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Tab.7

Seronegativ / | Seropositiv/ | Seropositiv / Total
Kategorie PCR-positiv_| PCR-negativ | PCR-positiv
Mastschweine 6 1 50
Mutterschweine 41 1 120
Freildnder 13 0 100
Wildschweine 10 0 150

3.2.4. Zusammenfassung Schlachthofproben [Tabelle 8]

Tab.8
. . . 95%-Confidence-
0
Kategorie N Positive Tiere (%) interval (%)
. ) Serologie 33 23.9-43.1
Lammer 100 PCR 0 0.0_3.6
Serologie 80.7 73.4 —86.7
Auen 150 PCR 3.3 1.1.-7.6
) Serologie 14 5.8-26.7
Mastschweine 50 PCR 7 01-106
. Serologie 35 26.5 —44.2
Mutterschweine 120 PCR >3 05-71
. . Serologie 13 7.1-21.2
Freilandschweine 100 PCR > 02-70
. . Serologie 6.7 32-11.9
Wildschweine 150 PCR 0.7 0.0 _3.7
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3.2.5. Geographische Verteilung der untersuchten Tiere in der Schweiz

Serologie Rind

Abb.10

Toxoplasma: Rinder
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Abb.11
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landwirtschaftlichen Be-
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Serologie Schaf

Abb.12
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Serologie Schwein

Abb.14

Toxoplasma: Schweine
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Die seropositiven Proben
sind gleichmissig in der
gesamten Stichprobemenge
verteilt. Die Stichproben
stammen grosstenteils aus
den bekannten ,,Schweine-
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tellands und der Nordwest-
schweiz.
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ren gesehen werden.
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3.3. Fleischproben aus dem Handel
3.3.1. Serologie

In den Untersuchungsgruppen aus dem Handel (Rinder [n = 120], Limmer [n = 100], Mast-
schweine [n = 120]) sind Seropriavalenzen von 0% (n = 0) fiir die Rinder, 30% (n = 30) fiir die
Lammer und 2.5% (n = 3) fiir die Schweine bestimmt worden. [Abb.16]

Innerhalb der Gruppe ,,Fleisch aus dem Handel* konnten signifikante Unterschiede zwischen
den Lammern und den Rindern und den Ldmmern und den Schweinen gesehen werden (Fi-
scher’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert; p<0.01). Dabei sind die Ldmmer-Resultate signifi-
kant hoher als die Resultate der beiden anderen Untergruppen. Die zwei anderen Gruppen
waren nicht signifikant unterschiedlich (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert, p>0.05).

Abb.16
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3.3.2. realtime PCR

0% (n = 0) der Rinder und der Schweine, 3% (n = 3) der Limmer sind in der PCR-Analyse
positiv ausgefallen. [Abb.17]

Auch in der PCR-Analyse waren nur die Limmer signifikant unterschiedlich (hdher) zu den
zwei anderen Gruppen (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert; p<0.01).
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Abb.17
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3.3.3. Vergleich Serologie / PCR

Bei den Ldmmern waren 3 Proben sowohl sero- wie auch PCR-positiv, die restlichen 27 sero-
positiven Tiere fielen in der PCR negativ aus. Bei den Schweinen waren alle seropositiven
Proben PCR-negativ. [Tabelle 9]

Tab.9

Seronegativ/ | Seropositiv/ | Seropositiv / Total
Kategorie PCR-positiv | PCR-negativ | PCR-positiv
Rinder 0 0 120
Lammer 27 3 100
Schweine 3 0 120

3.3.4. Zusammenfassung der Handelsproben [Tabelle 10]

Tab.10
: . . 95%-Konfidenz-
0
Kategorie N Positive Tiere (%) Intervall (%)

. ) Serologie 30 8.8 —10.0

Lammer 100 PCR 3 24-55
. Serologie 2.5

Schweine 120 PCR 0 0.0-30

3.3.5. Zeitlicher Verlauf des Antikorper-Titers im Fleischsaft (n = 40)

Bei der zusitzlichen Untersuchung von 20 Rinder- und 20 Muni-Proben, sollte abgeklart wer-
den, ob sich der Antikorper-Titer (AK-Titer) im Fleischsaft wihrend der Lagerung verandert.
65% der 40 Proben waren im ELISA zur Zeit 0 (Fleischsaftentnahme nach Erhalt der Probe
aus dem Schlachthof) negativ und blieben in den folgenden 5 ELISA-Untersuchungen (wih-
rend 3 Wochen) auch negativ.
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9 von 20 Rinderproben und 5 von 20 Muni-Proben wiesen aber AK-Titer-Schwankungen auf
[Abb.18 und Abb.19]. Auch hier wurde wieder mit einem plattenkorrigierten OD-Werte gear-
beitet (siche Kapitel 2.3.) und die einzelnen Werte kdnnen direkt verglichen werden. Leider
konnte nicht bei allen Fleischstiicken eine konstante Abnahme des AK-Titers gezeigt werden
und einzelne Fleischproben wiesen sogar einen AK-Titer-Anstieg gegen Ende der Versuchs-
reihe auf. Eindeutig kann aber gezeigt werden, dass sich der AK-Titer in den Fleischproben
wihrend der Lagerung (iiblich bevor das Fleisch in den Handel kommt) verindert.

Abb.18
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3.4. Vergleich Haltungsformen in der Schweinemast (outdoor versus
indoor)

Innerhalb der untersuchten Schweinepopulation konnte zusitzlich ein Vergleich zwischen den
fast ausschliesslich in Stdllen gehaltenen Mastschweinen (indoor) mit den auf Weiden gehal-
tenen Freilandschweinen (outdoor) gemacht werden. Erstaunlicherweise wurden fiir die bei-
den so unterschiedlich gehaltenen Populationen fast dieselben Seroprivalenzen (14% Mast-
schweine, 13% Freilandschweine) und dieselbe realtime-PCR-Pravalenz (2.0%) fiir T. gondii
festgestellt. [Abb.20]

Zwischen den Mast- und Freilandschweinen konnte weder in der Serologie noch in der PCR-
Analyse ein signifikanter Unterschied gesehen werden.

Abb.20
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3.5.Vergleich 2000 (Studie Reto WYyss) mit 2009

Der Vergleich der aktuellen Daten mit der Studie von 2000 (Wyss, Sager et al. 2000) zeigt
tiber alle Tiergruppen einen Anstieg der Seroprivalenz von T. gondii. Fir die Munis
(p<0.00001), Kiihe (p=0.001662) und Mastschweine (p=0.002076) konnte eine statistische
Signifikanz nachgewiesen werden (Fischer’s Exakt Test, Bonferroni-korrigiert; p<0.01). Bei
allen anderen vergleichbaren Gruppen konnte keine Signifikanz nachgewiesen werden
(p=0.05). [Abb.21]

Im Unterschied zur Studie von 2000 wurden in der aktuellen Studie zusétzlich Freiland-
schweine und Wildschweine untersucht. In diesen Populationen konnte aber kein Vergleich
gemacht werden.
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Abb. 21
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Beim Direktnachweis des Parasiten (realtime PCR) wurde mit Ausnahme der Gruppe der
Schafe (Lammer und Auen) und der Rinder (Privalenz = 0%) in allen Tiergruppen ebenfalls
ein Anstieg der Priavalenzen nachgewiesen. Ein signifikanter Unterschied konnte aber nur bei
den Kélbern nachgewiesen werden (p<0.00001), bei allen anderen vergleichbaren Gruppen
war p>0.05. [Abb.22]

Abb. 22
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3.6. Histologie

3.6.1. Schlachthofproben

Alle PCR-positiven Proben der Schlachthoftiere sind histologisch auf das Vorkommen von
Gewebezysten untersucht worden. In keiner der untersuchten Proben von Kilbern (n = 14),
Mast- und Mutterschweinen (n = 4) und Freilandschweinen (n = 2) konnten Toxoplasma-
Zysten gefunden werden. Demgegentiiber konnten bei 4 von 5 Kiihen, bei allen 5 Auen und

beim Wildschwein Sarkozystis-Zysten gesehen werden. [Abb.23, Abb.24]
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3.6.2. Handelsproben

In keiner der histologisch untersuchten Proben des Handelsfleisches konnten Zysten von
T. gondii gefunden werden. In allen untersuchten Lammerproben (n = 3) sind aber Sarko-
zystis-Zysten gesehen worden.

3.7.Westernblot

Abb .25

Der zusétzlich zur Serologie durchgefiihrte Westernblot mit eini-
gen ausgewdhlten Fleischsiften zeigte fiir die Schaf-Proben sehr
klar unterscheidbare Bandenmuster: ,,+* = Positivkontrolle, A76
| ' = ELISA-positiver Fleischsaft, A98 = ELISA-negativer Fleisch-
. saft [Abb.25]. Im Gegensatz dazu konnten bei den Rindern nur
‘ - | sehr schwache Banden sowohl beim Kontrollserum wie auch bei
! den ELISA-positiven Fleischsédften gesehen werden. Bei den
‘ ' - Schweine-Proben konnte nur sehr schlecht eine Differenzierung
zwischen positiven und negativen Proben gemacht werden, da
l sowohl bei den negativen wie auch bei den positiven Fleischsif-

\ ten Banden mit dhnlicher Verteilung gesehen werden konnten.
| Die Durchfiihrung des Westernblot-Tests mit allen Fleischsiften
\ der Studie wiirde somit zu keinen weiteren Erkenntnissen beziig-
- lich der aktuellen Seroprdvalenz von T. gondii fithren. Die Me-
+  A76 A98 thode kann aber sicherlich zukiinftig als Nachtest bei unklaren

Schaf- und eventuell auch Rinderproben eingesetzt werden.
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3.8.Koprologie Katzenkotproben

Insgesamt sind 252 Katzenkotproben mittels eines kombinierten Sedimentations-
/Flotationsverfahren untersucht worden. In 2 Proben konnten Kokzidien-Oozysten nachge-
wiesen werden. Bei der anschliessenden realtime PCR konnte eine der Proben als T. gondii
und die andere Probe als H. hammondi identifiziert werden. Diese PCR-Analyse war nétig, da
Neospora-, Hammondia- und Toxoplasma-Oozysten mikroskopisch nicht unterschieden wer-
den konnen (Dubey, Hill et al. 2002). [Abb.26]

Die gefundene Privalenz fiir die T .gondii-Oozystenausscheidung betrigt in unserer Studie
folglich 0.4%. Hochgerechnet auf die Schweizer Katzenpopulation, welche ca. 1.35 Mio. Tie-
re betrigt, bedeutet dies, dass an einem bestimmten Stichtag ca. 5400 Katzen in der Schweiz
T. gondii-Oozysten ausscheiden.

Abb. 26
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Zusitzlich zu Toxoplasma gondii wurde auch das Vorkommen der {ibrigen Parasiten im Kat-
zenkot erfasst. Gefunden wurden weitere Protozoen (Hammondia hammondi, Isospora sp.),
Nematoden (Toxocara sp., Capillaria sp.) und Zestoden (Taenia sp.). [Abb.27]

Abb. 27
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Das Alter der untersuchten Katzen wurde ebenfalls erfasst und es wurde auch beschrieben,
welche Parasiten in welchen Altersgruppen vorkommen. [Tabelle 11] Dabei kann gesehen
werden, dass Toxocara und Isospora eher bei den Jungtieren vorkommen.

Tab.11
Alter | 0-2 Jah- 2.5-5 55-10 10 Jahre | unbekannt Total
re Jahre Jahre
T .gondii - - - 1 (0.4%) - 1 (0.4%)
Capillaria sp. | 1(0.4%) - - - - 1 (0.4%)
H. hammondi | 1 (0.4%) - - - - 1 (0.4%)
Total 66 62 62 52 9 252

Die Aufteilung der Katzenproben nach Herkunft der Katzen (Abb. 28) zeigt klar, dass die
meisten Ferienkatzen (gesunde Katzen aus Privathaushalten) negativ sind. Toxocara kommt
in allen drei Katzenpopulationen vor.

Abb.28
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3.9. Genotypisierung [Tabelle 12]

Die Genotypisierung mit Hilfe von n-PCR und RFLP-Analyse wurde mit PCR-positiven
Fleisch- und Kot-Proben sowohl aus der aktuellen Studie, wie auch aus der Studie von 2000
durchgefiihrt. Einige Proben konnten nicht genotypisiert werden, da zu wenig Parasiten-DNA
pro Probe vorhanden war.

Die Rinder-Isolate weisen eine Tendenz Richtung Typ I oder III, die einzige Schweineprobe
weist auf einen Typ II hin und die Schaf-Isolate zeigen eine starke Tendenz Richtung Typ II.
Die einzige vorhandene T. gondii-positive Katzenkotprobe konnte eindeutig als Typ II identi-
fiziert werden.

Diese Resultate sind, mit Ausnahme der Katzen-Probe, aber nicht schliissig, da von den ein-
zelnen Proben zu wenige Marker bestimmt werden konnten. Zur Bestatigung der formulierten
Tendenzen miissten noch weitere Resultate mit positiven Markern folgen.

Tab.12
Tier ID |3'SAG2 5'SAG2| SAG3 |BTUB | GRAG6 | c22-8 | c29-2 | L358 | PK1 | Apico| Typ
Kalb | B4 | 1/10 - ; ; ; ] ) ] ] ] 5
Kalb | B8 - - - - I11? - - - - - ?
Kalb | B16 - - I? - /11?2 - - - - - | ?
Kalb | B24 | 1/11 - n+Hm? | - ? - - . - ; 2
Kalb | B30 - - - - - - - - - - -
Kalb | B37 | 1/101 - - - 1? - . ; - - 2
Kalb | 512 | wim . . : - ; ] ) } 5
Rind | 241 - - - - - - - - - .
Rind | 244 | I+11? | I+I1? - - - - - - - 1?
Rind | 246 | I I . e |- |- - - ";t'j) -
Bulle | 317 /I - - - | - - - - ?
Kuh | K77 | 1/11 - - - - - - - - § 2
Kuh [K102 - - - - - - - - - - -
Kuh |K106 - - - - - - - - - § -
Kuh 61 - - - - - - - - - -
Kuh 86 - - I - - - - - - 1?2
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Frei-

land- | F24 I - - - I - - - - I
schwein
Auen | A99 - [/11 - - - - - - - 2
Schaf | 1319 | U1 /11 11 - - Il - 11 - I
Schaf | 1392 11 /1l 1l 11 11 Il 11 11 11 I
Schaf [ 1394 | DI - - - - - - g : 2
Schaf | 1406 11 - 11 11 11 11 11 11 11 I
Schaf | 1410 11 11 11 11 11 11 11 11 11 12
Schaf | 1419 11 11 I+ | 1?2 11 - - - - ?
Katze 11 Il 1l 11 - Il 11 11 11 I
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4. Diskussion

Die Toxoplasmose weist eine dhnliche Infektionshaufigkeit auf wie Salmonellose und Cam-
pylobakteriose (Kijlstra and Jongert 2009), und zdhlt somit zu den wichtigsten durch Lebens-
mittel {ibertragenen Zoonosen.

Da in der Schweiz die empfohlenen Vorsorgeuntersuchungen auf T. gondii fiir schwangere
Frauen in diesem Jahr in Frage gestellt worden sind (Rudin, Boubaker et al. 2009) und weil
die neuen Richtlinien betreffend der Einschitzung der Infektionsrisiken und der dazu geho-
renden Infektionsquellen sehr fragwiirdig erscheinen, ist es aus Sicht der offentlichen Ge-
sundheit wichtig, zuverldssige Grunddaten betreffend T. gondii in der Schweiz zur Verfiigung
zu haben. Genaue Kenntnisse {iber Verbreitung und Vorkommen von T. gondii bei verschie-
denen Tierarten in der Schweiz sind eine Grundvoraussetzung zur anschliessenden Risikobe-
urteilung fiir den Konsumenten/Menschen. Erst dann konnen zuverldssige und realititsnahe
Empfehlungen zur Privention erarbeitet und der Offentlichkeit vorgestellt werden.

Die Toxoplasmose kann bei einer Infektion wihrend der Schwangerschaft und bei der Reakti-
vierung von Gewebezysten in immunkompromittierten bzw. -geschwichten Patienten (HIV,
Transplantation) fatale Folgen haben (Kijlstra and Jongert 2009). Aber auch bei gesunden
Personen kann die Infektion zu Verhaltensédnderungen und psychischen Krankheiten wie bei-
spielsweise Schizophrenie fithren (Kijlstra and Jongert 2009).

Zu den Quellen einer T. gondii-Infektion fiir den Menschen wie auch fiir das Tier zdhlen ei-
nerseits zystenhaltiges Fleisch und andererseits die Aufnahme von sporulierten Oozysten. Da
Feliden als einzige Tiere umweltresistente Oozysten ausscheiden (Silva, Ogassawara et al.
2001), kommen in der Schweiz praktisch nur die Katzen fiir diesen Ubertragungsweg in Fra-
ge. In einigen europdischen Stitden konnte gezeigt werden, dass in Stadtgebieten kein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der Infektion beim Menschen und der Anwesenheit von Kat-
zen, der Fiitterungsart von Katzen und der Jagdangewohnheit der Katzen besteht (Cook, Gil-
bert et al. 2000).

Als erhebliche Risikofaktoren fiir eine T. gondii-Infektion gelten geméss Literaturangaben zu
kurz gekochtes Lamm-, Rind- oder Wildfleisch, der Kontakt mit Erde, das Trinken von unbe-
handeltem Wasser, das Konsumieren von unpasteurisierter Milch oder Milchprodukten, der
Verzehr von Salami, die Arbeit mit Tieren und das Reisen ausserhalb Europas und ausserhalb
Nordamerikas (Cook, Gilbert et al. 2000). Hunde sollen ebenfalls eine Rolle bei der (mecha-
nischen) Ubertragung von Oozysten auf den Menschen spielen und wiren somit ein weiterer
Risikofaktor (Lindsay, Dubey et al. 1997; Bresciani, Costa et al. 2009).

Die in der aktuellen Studie ermittelte Pravalenz von 0.4% fiir die Oozysten-Exkretion bei den
Katzen in der Schweiz sagt daher nur wenig iiber das Gesamtrisiko fiir die Schweizer Bevol-
kerung aus. Hier muss aber auch noch festgehalten werden, dass bei den meisten fritheren
Studien nicht zwischen T. gondii und Hammondia hammondi unterschieden wurde. Neu wur-
de bei der aktuellen Katzenuntersuchung sowohl ein T. gondii als auch ein H. hammondi-Fall
gefunden. Die gesamte koprologische Oozysten-Ausscheidungsprivalenz (ohne PCR) betrug
somit 0.8%, was den élteren Daten aus der Schweiz und Mitteleuropa sehr nahe kommt (Ver-
gleich: Oozystenexkretion in Deutschland 2002: 1.1%; Barutzki 2002). Um das wirklich vor-
handene Infektionsrisiko in der Schweiz bestimmen zu kénnen, miissten aber alle zuvor auf-
gezdhlten Risikofaktoren in eine Studie mit einbezogen und ausgewertet werden.

Diese Risikofaktoren und die Tatsache, dass von einigen Autoren behauptet wird, dass die
Katze als Ubertriiger nur eine untergeordnete Rolle spielen konnte, haben einen grossen Ein-
fluss auf die Praventionsmassnahmen. So spielen heute gemiss Literaturangeben, im Gegen-
satz zu frither, vor allem auch die Kiichenhygiene und der korrekte Umgang mit Lebensmit-
teln eine wichtige Rolle zum Schutz vor einer T. gondii-Infektion (Tenter, Heckeroth et al.
2000). Rohe oder nur kurz gereifte Fleischprodukte konnen eine Infektionsquelle sein (Bun-
desinstitut 2005); gesalzene, gepokelte oder getrocknete Fleischprodukte gelten als sicher,
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konnen aber unter bestimmten Umstdnden auch noch infektioses Material enthalten (Bundes-

institut 2005). Hitze und Tiefgefrieren konnen Oozysten inaktivieren (Mie, Pointon et al.

2008); Salzen, Reifen und Wiarme konnen das Risiko einer Infektion verringern, aber nicht

verhindern (Bundesinstitut 2005).

Trotz der relativ geringen Oozysten-Ausscheidungsprivalenz (0.4%) bei den in dieser Studie

untersuchten Katzen kann durch folgende Uberlegungen das von der Katze ausgehen Risiko

abgeschitzt werden: Die durchschnittlich Oozysten-Ausscheidungsdauer betriagt bei der Katze

ca. 2 Wochen (Miro et al., 2008). Wird an einem Stichtag X also eine Privalenz von 0.4%

nachgewiesen, ergibt sich daraus mathematisch eine jahrliche Durchschnittsprivalenz von

26 x 0.4 = 10%. Das heisst, dass 10% einer Katzenpopulation innerhalb eines Jahres eine

Oozysten-Ausscheidungsphase hat. In der Schweiz leben ca. 1.3 Millionen Katzen, extrapo-

liert wird das dann bedeuten, dass jedes Jahr 130'000 Katzen Oozysten ausgeschieden haben.

Oder anders betrachtet, jede zehnte Katze hat in einem vorgegebenen Jahr Oozysten ausge-

schieden. Ubertriigt man diese Zahlen auf eine 9-Monate-Schwangerschaft einer seronegati-

ven Frau mit einer Katze im Haushalt, dann wird in jeder 13. dieser Schwangerschaften eine
von der Katze ausgehende Risikosituation auftreten. Da zudem, im Gegensatz zu anderen
intestinalen Apikomplexa-Infektionen von Karnivoren, wie z.B. Neospora caninum beim

Hund, die Katze eine sehr grosse Anzahl von Oozysten mit ithrem Kot ausscheidet und diese

Oozysten in der Umwelt eine sehr hohe Tenazitit aufweisen (bis zu 2 Jahren, Dubey et al.,

1979), muss vor einer Unterschidtzung des Risikofaktors Katze, wie sie kiirzlich durch Bouba-

ker et al. (2008) fiir die Schweiz propagiert wurde, gewarnt werden.

Zusitzlich zu diesen Tatsachen sind die Kenntnisse der Priavalenz von T. gondii in Schlacht-

tieren und dem Handelsfleisch ebenfalls ein wichtiger Faktor zur Abschétzung des Gefahr-

dungspotenzials fiir den Konsumenten/Menschen in der Schweiz. Heutzutage stehen uns mit
serologischen und molekularbiologischen Methoden verschiedene Untersuchungsmoglichkei-
ten zum Nachweis von T. gondii zur Verfiigung. Im Jahr 2000 wurde in der Schweiz bereits
eine Studie zum Vorkommen des Parasiten in Schlachttieren durchgefiihrt (Wyss, Sager et al.

2000). Mit Hilfe der damals gewonnenen Daten wurden die einzelnen Tiergruppen in der ak-

tuellen Studie eingeteilt und die Stichprobenmenge bestimmt. Weil die Wahrscheinlichkeit

einer T. gondii-Infektion mit dem Alter zunimmt (langere Exposition, andere Haltungsart)
sind alle Tiergruppen in entsprechende Altersgruppen eingeteilt worden.

Rinder: In der Rinder-Gruppe wurde bis zu den Muni (Kédlber — Gusti — Munis) eine Zunah-
me der T. gondii-Seroprivalenz festgestellt. Von den Muni zu den Kiithen war dann eine
geringe Abnahme zu verzeichnen. Die Zunahme kann grundsétzlich mit der ldngeren Ex-
position und auch der extensiveren Haltung der élteren Tiere erkldrt werden. Auch kommt
die in der Kdlbermast eingesetzte Milch kaum als Infektionsquelle in Frage. Die Abnahme
der T. gondii-Seropravalenz von Muni zu Kiihen kann einerseits dadurch erkléart werden,
dass in Rindern die meisten Zysten mit grosser Wahrscheinlichkeit eliminiert werden, oder
dass die Infektion meistens nur wenige Jahre (< 3 Jahre) persistiert (Eckert, Friedhoff et al.
2005; Dubey and Jones 2008). Gleichzeitig werden Mastmuni, im Gegensatz zu Gusti und
Kiihen, oft in speziellen Mastbetrieben in néchster Ndhe zum Bauernhof gehalten, wo die
Umweltkontamination durch Oozysten der Hauskatzen wesentlich hoher sein kann. Zuséitz-
lich kann es auch zu einer leichten Verschiebung der Resultate bei den dlteren Tiergruppen
kommen, da ein hoherer Background im ELISA durch andere eventuell vorhandene Parasi-
tosen sowie anderen aufgebauten Immunreaktionen nicht ausgeschlossen werden kann.

Da gemiss Literaturangaben (refs. in Dubey and Jones, 2008) T. gondii relativ schnell eli-
miniert werden soll und in einer realtime PCR nur geringe Probemengen untersucht wer-
den konnen, gehen wir davon aus, dass in der PCR-Analyse eine wesentlich niedrigere
Privalenz als in der Serologie gefunden wird. Auffallend in dieser Untersuchung ist die
hohe Pravalenz von T. gondii von 29.8% (14 von 47 Proben) bei Kéilbern. Eine Erkldrung
hierfiir konnte sein, dass die untersuchten Kélber eine Infektion im frithen Stadium hatten
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und somit Tachyzoiten im Blut (Parasitdmie, einhergehend mit einer Tachyzoitenvermeh-
rung im Endothelium von Gefasswénden) und nicht Gewebezysten nachgewiesen worden
sind. Offen bleibt dann die Frage, ob solche Tachyzoiten fiir den Konsumenten infektios
sind. Da eine schiitzende Gewebezystenwand, wie sie bei den Bradyzoiten vorliegt, fehlt,
konnten solche Tachyzoiten infektiologisch fiir den Konsumenten unbedenklich sein. Eine
eingehende Studie aus den USA (Dubey et al., 2005) zeigte, dass lebende, infektionstiich-
tigen Toxoplasmen nur in Schweinemuskulatur nachgewiesen werden konnte, im Rinder-
und Hiihnerfleisch hingegen, trotz Seropositivitét, konnten keine infektionstiichtigen To-
xoplasmen nachgewiesen werden.

Die geringe Ubereinstimmung zwischen Seropositivitit und PCR-positiven Resultaten (nur
zwei Kiihe der gesamten Stichprobenmenge waren gleichzeitig sero- als auch PCR-positiv)
kann verschiedene Griinde haben. PCR-positive, aber seronegative Proben kdnnen einer-
seits aus einem frithen Stadium der Infektion stammen, in welchem Tachyzoiten im Gewe-
be (Parasitdmie) nachgewiesen werden konnen (siehe oben), die Immunitét aber noch nicht
eingesetzt hat. Andererseits besteht die Moglichkeit, eine im Gewebe reaktionslos liegende
Zyste nachgewiesen zu haben, wobei der Antikorper-Titer bereits wieder unter das nach-
weisbare Niveau gesunken ist. Seropositive, aber PCR-negative Proben kénnen durch die
geringe Infektionsintensitét, d.h. der geringen Wahrscheinlichkeit, in einem Tier eine ein-
zelne Zyste anzutreffen, zustande kommen. Dieser Effekt wird zusétzlich noch durch das
geringe in der PCR eingesetzte Probevolumen (1g pro untersuchtes Tier) verstdrkt. Auf-
grund fritherer Studien kann festgehalten werden, dass PCR-Analysen oft negative Resul-
tate ergeben, da der Parasit nicht gleichmédssig im Korper verteilt ist (Lunden, Lind et al.
2002). Auch die gleichzeitige serologische und molekularbiologische Untersuchung von
mehreren Foten hat gezeigt, dass keine der Proben sowohl Sero- als auch PCR-positiv war
(Gottstein, Hentrich et al. 1999). Wir konnen aber davon ausgehen, dass bei zunehmender
Befallsintensitit das Infektionspotenzial fiir den Konsumenten zunimmt, und dass dann
auch die Wahrscheinlichkeit einer PCR-Positivitdt zunimmt.

In Rindfleischproben aus dem Handel konnten weder in der Serologie noch in der PCR
positive Ergebnisse gefunden werden. Es wird angenommen, dass durch die zwei- bis
dreiwochige Lagerung des Fleischs nach der Schlachtung (Fleischreifung) und der damit
verbundenen pH- und a,-Wert-Verdnderung und der Aktivitit von Proteasen, die Antikor-
per im Fleischsaft verdndert oder abgebaut werden und deshalb im ELISA-Verfahren keine
hohen Antikdrper-Titer mehr nachgewiesen werden konnen. Diese Prozesse konnten teil-
weise mit der zusétzlichen Versuchsreihe dargestellt werden (siche Kapitel 3.3.5.). Da
nicht fiir alle Proben eine konstante Abnahme des Antikorper-Titers feststellbar war, kon-
nen andere Faktoren als die Fleischreifung aber ebenfalls eine Rolle spielen. Zur besseren
Klérung dieses Phdnomens wiren deshalb weitere Versuche mit der Lagerung von Rind-
fleisch und die Abkldrung weiterer Einflussfaktoren notwendig.

Im Vergleich zur Probekampagne von 2000 zeigt die aktuelle Studie in allen untersuchten
Rinder-Gruppen einen Anstieg sowohl der Sero- als auch der PCR-Prédvalenz (Ausnahme:
Gusti). Dieser Anstieg konnte theoretisch mit einer Verbesserung der diagnostischen Me-
thoden, d.h. der methodischen Sensitivitdt der Serologie erkliart werden. Praktisch aller-
dings wurde in der vorliegenden Studie genau derselbe ELISA eingesetzt, wie er in der
2000-Studie verwendet worden war. Andererseits hat in den letzten Jahren auch ein ver-
mehrtes Umdenken in Tierschutz und Tierhaltung stattgefunden. Die zunehmend tier-
freundliche Haltung der Nutztiere in der Schweiz (d.h. zunehmende Beweidung auch mit
alteren Kiihen) kann zu einer Erhéhung der T. gondii-Pravalenz flihren, da vermehrter
Kontakt zum Endwirten resp. zu umweltresistenten Oozysten moglich ist. Gerade im Zu-
sammenhang mit der Prdvention sollte dieses erhohte Risiko einer Kontamination des
,tierfreundlich produzierten Fleisches® mit T. gondii nicht ausser Acht gelassen werden.
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Schafe: Bei den Schafen wurden die hochsten Seroprivalenzen gefunden, wobei auch eine
deutliche Zunahme der Seroprdvalenz von Jungtieren (Ldmmern) zu Adulten (Auen) fest-
gestellt werden konnte. Diese hohen Werte, wie auch die Steigerung der Seropridvalenz von
Lammern zu Auen korrelieren mit bereits bestitigten Werten aus anderen europiischen
Léndern (Aspinall, Marlee et al. 2002; Panadero, Painceira et al. 2009). Die Zunahme der
Seroprdvalenz kann einerseits sicherlich mit einer liangeren Exposition der Auen zu
T. gondii erklart werden. Eine weitere Erklarung ist aber auch die Tatsache, dass Schafe im
Gegensatz zu Rindern T. gondii nicht eliminieren und so eine Akkumulation von Zysten in
alteren Tieren stattfinden kann, wodurch das Immunsystem immer wieder stimuliert wird.
Zusiatzlich haben Schafe eine hohere Wahrscheinlichkeit, sich mit am Boden befindlichen
Oozysten zu infizieren, da sie, im Gegensatz zu Rindern, aus anatomischen Griinden néher
am Boden grasen (Panadero, Painceira et al. 2009).

Wie bei den Rindern kann auch in dieser Tiergruppe bei den dlteren Tieren noch eine
leichte Verzerrung durch den hohen Background dazukommen, welcher durch gleichzeitig
vorkommende andersartige Parasitosen verursacht wird.

Die Zunahme der positiven Befunde von Lammern zu Auen konnte auch in der PCR fest-
gestellt werden, allerdings in einem wesentlich geringeren Anteil als in der Serologie.
Auch diese Tiergruppe zeigte nur geringe Ubereinstimmungen zwischen Serologie und
PCR (vier Auen sero- als auch PCR-positiv). Eine Erkldrung dafiir ist wiederum, dass bei
der geringen Probemenge, die in der PCR eingesetzt werden kann, die Wahrscheinlichkeit
eine einzelne Zyste zu finden, gering ist. Zusitzlich werden bei Schafen bis zum 3. Monat
nach der Geburt Antikérper von der Mutter auf das Jungtier iibertragen (Waldeland 1977).
Da Lammer in der Schweiz im Alter von 120 — 150 Tage (Lebendgewicht 35 — 40kg) ge-
schlachtet werden, kann es gut moglich sein, dass im ELISA von Ldmmer-Proben noch
maternale Antikorper nachgewiesen werden, ohne dass eine Infektion des Lammes stattge-
funden hat.

Von den untersuchten Handelsproben waren 30% serologisch und 3% PCR-positiv. Diese
Werte entsprechen in etwa den bei den Ldimmern aus dem Schlachthof gefundenen Werten.
Unter dem Aspekt der Fleischhygiene kann festgehalten werden, dass beim Konsum von
Lammfleisch ein signifikant hoheres Infektionsrisiko besteht als beim Konsum von Rind-
und Schweinefleisch. Dieses Risiko wird noch durch die Tatsache verstirkt, dass Lamm-
fleisch hédufig nicht ganz durchgebraten wird. Das erhohte Risiko beim Lammfleisch-
Konsum konnte auch in einer Studie in Frankreich bestdtigt werden (Dumetre, Ajzenberg
et al. 20006).

Im Vergleich zur Studie von 2000 (Wyss, Sager et al. 2000) wurde bei den Schafen in der
Serologie ein Anstieg der T. gondii-(Sero-)Privalenz festgestellt. Im Gegensatz dazu wur-
de in der PCR-Analyse ein leichter Riickgang der Pridvalenz dokumentiert. Der Anstieg der
positiven Serologie-Resultate ist mit grosster Wahrscheinlichkeit ebenfalls auf die ver-
mehrt tierfreundliche Haltung und dem damit erh6hten Risiko, Oozysten aufzunehmen, zu-
riickzufiihren. Zur Kldrung der Abnahme der positiven PCR-Resultate miissen weitere Un-
tersuchungen durchgefiihrt werden: konnen Schafe, wie Rinder, Gewebezysten eliminie-
ren? Wo befinden sich Zysten hauptséchlich in den Tieren (Muskulatur, Gehirn)?

Schwein: Die Resultate der Untersuchung von Schweinen zeigten beziiglich der Seropréiva-
lenzen dhnliche Verhiltnisse wie die Ergebnisse bei den Schafen. Von den juvenilen Tie-
ren (Mastschweine und Freilandschweine) zu den adulten Tieren (Mutterschweine) konnte
eine Zunahme festgestellt werden. Eine solche Zunahme konnte ebenfalls in anderen euro-
pdischen Landern (beispielsweise Deutschland) nachgewiesen werden (Damriyasa, Bauer
et al. 2004). Wildschweine scheinen nicht in dieses Schema zu passen, da ihre Seropriva-
lenz mit 6.7% geringer ist als die Seroprdvalenzen bei den Mast- und Freilandschweinen
(13% resp. 12%). Die PCR-Resultate zeigten ein dhnliches Muster wie die Serologie. Auch
hier konnte eine Zunahme der positiven Proben von Mast- und Freilandschweinen zu Mut-

-39._
andrea.schoch@ipa.unibe.ch



terschweinen und eine Abnahme zu Wildschweinen registriert worden. Da sich Schweine
durch die zufillige Aufnahme von infizierten Maiusen oder infiziertem Katzenkot
(Wingstrand, Lind et al. 1997) mit T. gondii infizieren, kann die Abnahme der T. gondii-
Priavalenz bei Wildschweinen mit dem geringeren Kontakt zum Endwirten und Oozysten-
Ausscheider Katze erklart werden.

Auch in dieser Gruppe konnten die nur geringen Ubereinstimmungen zwischen Serologie
und PCR, welche bei den Rindern und Schafen gefunden worden sind, bestétig werden.
(Ein Mast- und ein Mutterschwein sero- und auch PCR-positiv.) Diese Unterschiede kon-
nen auch in dieser Gruppe einerseits mit reaktionslosen Gewebezysten und bereits abge-
sunkenem Antikorper-Titer erkldrt werden. Andererseits konnen auch bei Mastschweinen
wie bei den Kélbern Tiere wihrend der Parasitdmie getestet worden sein. Bei seropositiven
aber PCR-negativen Proben spielt auch hier vor allem das geringe Probevolumen in der
PCR und die damit verbundene niedrige Wahrscheinlichkeit, eine Zyste nachzuweisen eine
entscheidende Rolle.

Die fiir die Handelsproben der Schweine ermittelten Werte entsprechen mehr oder weniger
den Werten der Proben aus dem Schlachthof.

In der Untersuchungsgruppe der Schweine konnte ein Vergleich nur zwischen den Mast-
und Mutterschweinen aus den Jahren 2000 und 2009 gemacht werden, da 2000 weder Frei-
noch Wildschweine mit in die Studie eingeschlossen worden sind. In beiden vergleichba-
ren Altersgruppen konnte sowohl in der Serologie als auch in der PCR ein Anstieg der
T. gondii-Pravalenz festgestellt werden. Wie bei den Rindern und den Schafen kann dieser
Anstieg einerseits methodisch und andererseits durch die tierfreundlicheren Haltungsarten
bedingt sein (Auslauf, Zugang zu freien Aussenfldchen). In anderen européischen Studien
in Holland, Deutschland und Osterreich (Edelhofer and Aspdck 1996; Shirley 1997; Ten-
ter, Seineke et al. 1999; Tenter, Heckeroth et al. 2000; Kijlstra, Eissen et al. 2004) konnte
nachgewiesen werden, dass bei ausschliesslicher Innenhaltung (inkl. Schleusen, Hygiene-
kontrolle, Zugangskontrolle etc.) die Seroprdvalenz von T. gondii bei den Schweinen <1%
sein kann. Da auch bei intensiver Schweinehaltung in der Schweiz auf eine tierfreundliche
Haltung geachtet werden muss, kann ein solcher Wert voraussichtlich nie erreicht werden.

Die in der serologischen Untersuchung (ELISA) erhaltenen Resultate aller untersuchten
Gruppen miissen auch unter dem Aspekt betrachtet werden, dass ein positives Serologie-
Resultat prinzipiell nur auf einen (jiingeren oder élteren) Kontakt des jeweiligen Tieres mit
dem Parasiten hinweist. Eine aktuelle Infektion, d.h. die Prisenz eines lebenden, ruhenden
oder sich aktiv entwickelnden Parasiten kann mit dieser Untersuchung nicht nachgewiesen
werden. Gerade bei Rindern kann die Seroprédvalenz sehr hoch sein, obwohl gemaiss Literatur-
angaben selten gleichzeitig infektiose Parasiten in essbaren Geweben festgestellt werden
(Kijjlstra and Jongert 2008).

Fleischsaft hat sich als addquate Alternative zum Blutserum fiir die serologische Diagnose
einer Toxoplasma-Infektion erwiesen (Nilsson and Uggla 1992; Wingstrand, Lind et al.
1997), trotzdem sollte erwdhnt werden, dass der ELISA-Cutoff in der aktuellen Studie mit
Seren von experimentell infizierten Tieren und nicht mit Fleischséften festgelegt worden ist.
Eine in Schweden beziiglich dieser Problematik durchgefiihrte Studie zeigt eine sehr hohe
Korrelation der ELISA-Werte zwischen Seren und Fleischsédften derselben Tiere (Lunden,
Lind et al. 2002). Von 33 experimentell infizierten Schweinen und 22 Kontroll-Schweinen
wurde gleichzeitig Serum und Fleischsaft genommen und es wurde damit ein indirekter IgG-
ELISA gemacht. Die serologischen Resultate von Fleischsidften und Seren haben alle korre-
liert (Wingstrand, Lind et al. 1997). Aufgrund dieser Korrelation sind anschliessend in der
schwedischen Studie wie auch in der aktuellen Studie fiir weitere Untersuchungen von
Fleischséften mittels ELISA positive und negative Seren als Referenzproben mit gepriift wor-
den. Ein Anteil von falsch-positiven und falsch-negativen Resultaten kann aber trotzdem nicht
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ausgeschlossen werden, da Fleischsifte durchschnittlich etwas tiefere Absorptionswerte auf-
weisen als Seren.

Der Anteil an unsicheren Resultaten sollte in der aktuellen Studie mit Hilfe des angepassten
Westernblot so klein wie moglich gehalten werden. Leider konnten in diesem Westernblot nur
einige ausgewihlte Ldmmer- und Auenproben getestet werden, da die Unterscheidung von
positiven und negativen Proben fiir Rinder und Schweine aufgrund der hohen Backgroundre-
aktionen im Immunoblot nicht definitiv moglich war. Es steht also eine Weiterentwicklung
bzw. Verbesserung des Toxoplasma-Westernblot fiir die Spezies Rind und Schwein an, aber
im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten diese Arbeiten nicht mehr durchgefiihrt
werden.

Zur Klirung, ob der Parasit in einem seropositiven Tier bereits aus dem Gewebe eliminiert
oder noch vorhanden ist, und somit ein Gefdhrdungspotenzial fiir den Menschen darstellen
konnte, kann grundsitzlich eine realtime RT-PCR eingesetzt werden. Eine solche PCR ist fiir
Neospora caninum-Infektionen entwickelt worden (Strohbusch et al., 2008), bei T. gondii
miisste sie zuerst noch kreiert werden. Die realtime PCR selber zeichnet sich durch eine hohe
Sensitivitdt und hohe Spezifitit aus, der grosse Nachteil hierbei ist hingegen die sehr kleine
einsetzbare Probenmenge, die analysiert werden kann. Diese geringe Probemenge ist wohl fiir
die bereits erwihnten Unterschiede in Serologie und PCR von einzelnen Tieren und die wahr-
scheinlich falsch-negativen Resultate verantwortlich. Zur Verbesserung der Sensitivitit der
PCR-Methode konnte zukiinftig die von Opsteegh, Langelaar et al. (2009) vorgeschlagene
Kombination von PCR mit Magnetkuppelung eingesetzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden zusitzlich alle PCR-positiven Proben histologisch unter-
sucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die realtime PCR den histologischen Methoden weit
iiberlegen ist, da histologisch keine einzige T. gondii-Zyste in den untersuchten Proben nach-
weisbar war. Umgekehrt aber wurde in diesen histologisch untersuchten Proben eine relativ
grosse Anzahl von Sarkozystis-Zysten gefunden, was auf eine hohe Sarkosporidien-Pravalenz
bei den Nutztieren in der Schweiz hinweist (Koprologische Sarkozystis-Priavalenz bei Hunden
in der Schweiz: 3.7%; Sager, Moret et al. 2006). Dies weist somit auch auf eine hohe Spezifi-
tat der PCR hin.

Mit Hilfe der Genotypisierungsanalyse sollten die ersten Daten iiber die genetische Struktur
der T. gondii-Population in der Schweiz gewonnen werden. Die klonale Populationstruktur
von T. gondii entstand gemdss Literatur vorwiegend durch drei Faktoren: (i) die sexuelle Re-
kombination im Endwirt wird durch die direkte Ubertragung von Zwischenwirt zu Zwischen-
wirt umgangen; (ii) viele Makrogamonten bleiben unbefruchtet und kénnen durch Partheno-
genese Oozysten bilden; (iii) Katzen sind nur sehr selten mit verschiedenen Genotypen von T.
gondii infiziert (Ajzenberg, Banuls et al. 2004). Bei der Genotypisierung der Isolate der aktu-
ellen Studie wurden ansatzweise mehrere Genotypen gefunden, was darauf schliessen lésst,
dass mehr als ein Genotyp in der Schweiz vorkommt. Diese Resultate stehen im Gegensatz zu
anderen Studien, die in einem Land (beispielsweise Frankreich, Deutschland oder Grossbri-
tannien) nur einen Genotypen gefunden haben (Owen and Trees 1999; Ajzenberg, Cogne et
al. 2002; Aspinall, Marlee et al. 2002; Jungersen, Jensen et al. 2002; Dubey, Patitucci et al.
2006; Dumetre, Ajzenberg et al. 2006; Schares, Vrhovec et al. 2008; Elbez-Rubinstein, Aj-
zenberg et al. 2009). Eine Unterscheidung der einzelnen Genotypen wird zudem erschwert
durch die nur geringen Unterschiede in den typisierten Mikrosatelliten: weniger als 2% zwi-
schen den einzelnen Genotypen (Grigg, Bonnefoy et al. 2001; Ajzenberg, Banuls et al. 2004).
Schlussendlich war eine abschliessende Typisierung einzelner Proben der aktuellen Studie
und der Studie von 2000 nicht mdglich, da teilweise nur sehr wenig DNA pro Probe vorhan-
den war. Allerdings weisen die Ergebnisse darauf hin, dass eine weitaus grossere Diversitit
der Genotypen von T. gondii als erwartet in der Schweiz vorhanden ist. Da der Genotyp der
einzigen T. gondii-positiven Katzenprobe definitiv als Genotyp II identifiziert werden konnte,
wire es interessant, in einer weiterfithrenden Studie abzuklédren, woher die Genotypen I und
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II1, und diesbeziiglich auch gemischte Genotypen bei Rindern und Schweinen stammen, und
ob bei diesen Tierarten sogar gemischte Genotypen gleichzeitig vorkommen konnten.

5. Fazit und Ausblick

T. gondii kommt in der Schweiz bei allen als Zwischenwirt untersuchten Spezies (Rinder,
Schafe, Schweine) vor. Die in der Serologie gefundenen Werte sind fiir Muni, Kiihe und
Mastschweine signifikant hoher als in der Studie von 2000. In den anderen Tiergruppen konn-
te mit Ausnahme der Schafe ebenfalls ein leichter Anstieg festgestellt werden (statistisch
nicht signifikant). Somit scheint in den letzten Jahren eine Zunahme von T. gondii-
Infektionen bei den meisten in der Schweiz gehaltenen Nutztieren stattgefunden zu haben.
Zwei Ursachen konnten dafiir verantwortlich sein: (a) eine erh6hte Umweltkontamination mit
Oozysten durch Katzen; (b) verdnderte Haltungsbedingungen bestimmter Tierarten (zB ver-
mehrter Weidegang bei Rindern), wobei dies offensichtlich beim Schwein nicht zutriftt.

Der angewandte P30-ELISA ist problemlos in der Lage T. gondii-Antikorper im Fleischsaft
methodisch nachzuweisen, wobei validierte Grenzwerte fiir Fleischsdfte aber noch festgelegt
werden miissen. Die realtime-PCR-Methode fiir T. gondii weist gute Ergebnisse auf, aller-
dings konnen die geringen Probemengen zu falsch-negativen Resultaten fiihren. Die realtime-
PCR-positiven Proben der Schlachttiere zeigen im Vergleich zur Probekampagne aus dem
Jahr 2000 bei den Kélbern einen signifikanten Delta-Anstieg von 28.8% (von 1% auf 29.8%).
In den anderen Tiergruppen waren diese Unterschiede zwischen den Probekampagnen 2000
und 2009 nicht signifikant.

Abschliessend kann festgehalten werden, dass der Verzehr von Lammfleisch ein signifikant
hoheres Risikopotenzial fiir den Konsumenten darstellt als Rind- und Schweinefleisch. Fiir
beide Fleischsorten besteht aber ein Restrisiko, welches nicht ausser Acht gelassen werden
kann. Dabei spielt vor allem die Behandlung des Fleisches (Reifung, Rduchern, Kochen, Bra-
ten etc.) und die Kiichenhygiene eine grosse Rolle bei diesem Restrisiko.

Die Resultate der Genotypisierung weisen darauf hin, dass beim Tier in der Schweiz mehr als
ein Genotyp vorkommt (Genotyp II beim Schaf, beim Schwein und bei der Katze, Genotypen
I und III beim Rind). Diesen Hinweisen sollte in weiterfithrenden Untersuchungen nachge-
gangen werden.

Die Privalenz der T. gondii-Oozystenausscheidung durch Katzen erscheint mit 0.4% geringer
als in fritheren Studien (1 — 2%). Durch die PCR-Spezifizierung (Toxoplasma versus Ham-
mondia) wird dieser Unterschied jedoch relativiert, so dass die Katze als Ubertréigerin betref-
fend Priaventionsmassnahmen unbedingt mit eingeschlossen werden muss.

Um zukiinftig moglichst alle methodischen Unsicherheiten aus dem Weg zu rdumen, miissten
in einer weiteren Studie gleichzeitig Seren und Fleischséfte gesammelt werden und diese ge-
meinsam mit den in dieser Studie verwendeten Methoden untersucht werden. Dabei sollte vor
allem im ELISA auf die Korrelation Serum / Fleischsaft geachtet werden, ebenso auch auf die
Sensitivitdt und Spezifitét der unterschiedlichen Probematerialien in der PCR. Schlussendlich
miisste der bereits etablierte und weiterentwickelte Westernblot (Staubli, Nunez et al. 2006)
fiir alle Tiergruppen angepasst werden.
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