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Aus dem Institut fiir Parasitologie (Direktor: Prof. Dr.J. Eckert) der Universitdt Ziirich

INDIREKTER ERREGERNACHWEIS BEI
AUSGEWAHLTEN PARASITOSEN VON TIEREN
MIT HILFE IMMUNOLOGISCHER UND
MOLEKULARBIOLOGISCHER METHODEN

B. GOTTSTEIN UND P.DEPLAZES

ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Ubersichtsarbeit werden folgende
Moglichkeiten des indirekten Erregernachweises bei
ausgewdhlten Parasitosen von Tieren besprochen:
Nachweis von Serumantikorpern mit ELISA, IFAT und
anderen Testsystemen bei Leishmaniose des Hundes,
Babesiose bei Pferd, Rind und Hund und Toxoplasmo-
se der Katze und verschiedener Arten von Zwischen-
wirten. Bei der Leishmaniose des Hundes kann die Spe-
zifitdit des Nachweises durch Zusatzuntersuchungen
mit dem Western-Blot verbessert werden. Neue Mdog-
lichkeiten bieten Verfahren zum Nachweis von Antige-
nen, die im Serum zirkulieren (z. B. bei Dirofilariose
des Hundes) oder im Kot ausgeschieden werden (Ko-
proantigene) (bei intestinalen Parasitosen). Die letzt-
genannten Verfahren sind zum Teil noch in Erprobung.
Ein neuer Trend in der Diagnostik von Parasitosen ist
der Einsatz von DNA-Technologien zur spezifischen
Identifikation von Erregern. Die Anwendung solcher
Methoden wird an einigen Beispielen erldutert.

SCHLUSSELWORTER: indirekter Parasiten-
nachweis —immundiagnostische Methoden —
Antikérpernachweis — Antigennachweis —
molekularbiologische Methoden

EINLEITUNG

Die parasitologischen Methoden der Laboratoriumsdia-
gnostik ermdglichen bei vielen Parasitosen von Tieren den
direkten Erregernachweis. Gelingt dieser nicht, so ist ein
Befall nicht in jedem Falle ausgeschlossen. Andernseits ist
bei verschiedenen Parasitosen der direkte Parasitennach-
weis nicht mdglich oder technisch zu aufwendig. Aus die-
sen Griinden haben Methoden zum indirekten Parasiten-
nachweis mit immunologischen und neuerdings auch mit

INDIRECT DETECTION OF CAUSAL
AGENTS IN ANIMAL PARASITOSES BY
MEANS OF IMMUNOLOGICAL AND MO-
LECULAR-BIOLOGICAL TECHNIQUES

In this review the following possibilities of indirect de-
tection of causal agents in selected animal parasitoses
are discussed: Detection of serum antibodies by ELI-
SA, IFAT and other test systems in leishmaniosis of
dogs, babesiosis of horse, cattle and dog, and in toxo-
plasmosis of cat and various intermediate host species.
In leishmaniosis of dogs the specificity of serodiagnosis
can be improved by additional Western-Blot analysis.
New approaches are provided by the detection of anti-
gens circulating in serum (i. e. in dirofilariosis of dogs)
or excreted in faeces (copro-antigens) (i. e. in intestinal
parasitoses). Some of the last mentioned techniques are
still under evaluation. A new trend in the diagnosis of
parasitoses is the application of DNA technologies for
the specific identification of causal agents. Some exam-
ples are discussed.

KEY WORDS: indirectdetection of parasites —
immunodiagnostic techniques — antibody de--
tection — antigen detection — molecularbiolo-
gical techniques

molekularbiologischen Methoden erheblich an Bedeu-
tung gewonnen. Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, an
einigen ausgewidhlten Beispielen die heutigen oder zu-
kiinftigen Moglichkeiten des indirekten Erregernachwei-
ses bei Parasitosen von Tieren darzustellen. Eine vollstidn-
dige Ubersicht kann in diesem Rahmen nicht gegeben wer-
den. Im ersten Abschnitt der Arbeit erldutern wir Beispie-
le des Antikérpernachweises bei Parasitosen, im zweiten
Teil wird der diagnostische Antigennachweis diskutiert
und im dritten Teil auf zukiinftige Moglichkeiten zum Ein-
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satz molekularbiologischer Techniken hingewiesen. Im
weiteren sollen 2 Ubersichtstabellen den praktizierenden
Tierdrztinnen und Tierdrzten Hinweise iiber Methodik
und dazu benétigtes Untersuchungsmaterial flir die Dia-
gnose der ausgewihlten Parasitosen geben.

DIAGNOSTISCHER NACHWEIS VON ANTI-
KORPERN

Wihrend im Bereich der medizinischen Parasitologie der
serologische Antikérpernachweis heute zum festen und
routinemissigen Diagnostikrepertoire vieler Parasitosen
gehort, werden in der Veterindrparasitologie diese Mog-
lichkeiten bisher wenig genutzt. Bei einigen Parasitosen ist
jedoch die Anwendung von Verfahren zum Antikdrper-
nachweis sinnvoll, wie folgende Beispiele zeigen sollen.

Leishmaniose

Im Mittelmeerraum gehort der Hund zu den wichtigsten
Reservoirwirten von Leishmania (L.) infantum, einem der
Erreger der viszeralen Leishmaniose des Menschen (Betti-
niund Gradoni, 1986). Amastigote Stadien von Leishmania
spp. konnen in Zellen des retikuloendothelialen Systems
aus Punktionsmaterial von Lymphknoten oder Knochen-
mark durch Firbung nach Giemsa direkt dargestellt wer-
den. Bei Hunden mit chronischer Leishmaniose sowie
auch bei anbehandelten Patienten gelingt der parasitologi-
sche Nachweis nicht immer (Pospischil et al., 1987; Slap-
pendel,1988). Diagnostisch sehr sensitiv ist die in vitro-An-
ziichtung von promastigoten Stadien (Berens et al., 1976)
aus Punktionsmaterial. Nach Erfahrungen in Tunesien
liessen sich in 92% der Leishmaniose-Falle von Hunden
die Erreger fiir diagnostische Zwecke anziichten (Dedet
und Belazzoug, 1985). Diese relativ leicht durchzufiihrende
Technik hat sich in jiingster Zeit am Institut fiir Parasitolo-
gie der Universitdt Zirich (IPZ) gut bewihrt.

Da zwischen Infektion und erstem Auftreten von klini-
schen Symptomen Monate bis Jahre vergehen konnen,
nach kiinstlicher Infektion aber bereits nach 15—30 Tagen
Antikorper nachgewiesen wurden (Reiter et al., 1985),
kommt den immundiagnostischen Methoden eine wichti-
ge Rolle zu. Besonders bewédhrt haben sich der IFAT (indi-
rekter Immunofluoreszenz-Antikérper Test), unter Ver-
wendung von Kryoschnitten oder Tupfpridparaten von Le-
ber und Milz kiinstlich infizierter Hamster als Antigen, so-
wie der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) mit
Antigen aus in vitro geziichteten, promastigoten Leishma-
nien. Gegenwirtig werden im IPZ ein sensitiver ELISA
und ein spezifischer Mini-Western-Blot als Routineverfah-
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ren zur Diagnose der Leishmaniose beim Hund eingesetzt.
Mit beiden Testsystemen wird eine diagnostische Sensiti-
vitdt von 100% bzw. 96% erreicht (Gottstein et al., 1988).
Uber eine ebenfalls ausgezeichnete Sensitivitit des IFAT
und des ELISA berichten Hommel et al. (1978), Reiteret al.
(1985) und Reusch und Reiter (1987). Demgegeniiber er-
hielt Slappendel (1988) mit einem IFAT bei 20% der parasi-
tologisch bewiesenen Leishmaniose-Féllen von Hunden
falsch negative Resultate. Die Griinde dafiir sind nicht be-
kannt. Kreuzreaktionen im Bereich geringer AntikGrper-
konzentrationen traten bisher im ELISA bei Seren von
Hund mit Babesiose oder Trypanosomose auf. Daher wird
bei ELISA-Resultaten, die erhohte Antikérperkonzentra-
tionen anzeigen, die Spezifitit der Reaktion weiter mit
dem Mini-Western-Blot abgeklart. Mit diesem Vorgehen
konnten bisher alle durch Babesiose entstandenen Kreuz-
reaktionen aufgezeigt werden (Gottstein et al., 1988).
Obwohl einige Publikationen auf das autochthone Vor-
kommen von L. (L.) infantum in der Schweiz hinweisen
(Schawalder, 1977, Arnold et al., 1986), muss die Leishma-
niose in unseren Breitengraden als eine typisch importier-
te Erkrankung angesehen werden. Von 146 Hunde-Seren,
die zwischen Anfang 1985 und Ende 1988 von der Medizi-
nischen Kleintierklinik der Universitdt Zirich oder von
praktizierenden Tierdrzten/innen zur serologischen Un-
tersuchung auf Leishmaniose an das IPZ eingeschickt wur-
den, waren 36 im ELISA und im Mini-Western-Blot posi-
tiv. Von den seropositiven Hunden hatten 27 (75%) einen
Aufenthalt im Mittelmeerraum (Portugal inbegriffen), 2
stammten aus Afrika und nur ein Hund soll die Schweiz
nie verlassen haben (Tab.1).

Nach Therapie mit Glucantime® oder Pentostam® (Lit. bei
Kammermann-Liischer, 1980; Reusch und Reiter, 1987)
kommt es erstim Verlaufeiner ldngeren Zeitspanne von ei-
nigen Monaten zu einem allméhlichen Abfall der Antikor-
perkonzentrationen im Serum (Mancianti et al., 1988).
Uber Monate gleichbleibende hohe Antikorperkonzentra-
tionen oder ansteigende Werte sind Hinweise flir einen
progressiven Verlauf oder flir die Entstehung von Rezidi-
ven (Bourdeau, 1983 ; Reuschund Reiter,1987; eigene Beob-
achtungen). Aus diesem Grunde ist die serologische Uber-
wachung der Leishmaniose-Patienten in Abstinden von 6
Monaten zu empfehlen.

Babesiose

Die Babesiose der Pferde kommt in der Schweiz nicht ende-
misch vor. Ein kiirzlich von Hermann et al. (1987) im Kan-
ton Zlirich beschriebener Ausbruch einer Babesia equi-In-
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Tab.1: Serologische Untersuchung von Hunden auf
Leishmaniose mit dem ELISA und Mini-Western-Blot

~ Jahr: 1986 1987 1988

Anzahl Hunde:
ohne spezifische Antikorper (negativ) 31 53 62
mit spezifischen Antikérpern (positiv) 9 14 13

Herkunft oder Ferienaufenthalt
der serologisch positiven Hunde:
Spanien

Portugal

Italien

Frankreich

Griechenland

Afrika

ohne Auslandsaufenthalt

keine Unterlagen

Anzahl Hunde:

W - OO O =W
W O b ok e O =
O O o= NN = N

fektion in einem Rennpferdebestand ist mit hoher Wahr-
scheinlichkeit primadr auf Einschleppung des Erregers
durch ein latent infiziertes Tier zuriickzufiihren. Wahrend
der akuten Phase der B. equi — oder B. caballi — Infektion
sind Babesien in nach Giemsa gefarbten Blutausstrichen
nachweisbar. Meistens liegen bereits 2—3 Wochen nach
der Infektion nur noch sehr geringe Parasitimien vor, oder
die Erreger sind in Blutausstrichen {iberhaupt nicht mehr
feststellbar (Boch, 1985; Hermann et al., 1987). In dieser
Phase gelingt jedoch der Nachweis von Antikorpernim Se-
rum. Zum Nachweis der latenten oder chronischen Babe-
siose eignen sich besonders der IFAT und die KBR (Kom-
plementbindungsreaktion). Mit diesen beiden Verfahren
liessen sich nach Weiland et al. (1984) 3—10 Tage nach ex-
perimenteller Erstinfektion mit B. equi (intravenose oder
durch Zecken iibertragene Infektionen) spezifische Anti-
korper nachweisen. Heidrich-Joswig (1982) stellte 14—18 Ta-
ge nach B. equi-Ubertragung durch Zecken mit der KBR
Antikorper fest. Weiland (1986) wies mit der KBR 2—10 Ta-
ge, mit dem IFAT 3—20 Tage nach experimenteller Infek-
tion mit B. equi oder B. caballi spezifische Antikorper nach.
Bei der B. caballi-Infektion blieb die KBR nur bis zum 67.
Tage p. i. positiv, hingegen persistierten die im IFAT festge-
stellten Antikérper bis zum Ende des Versuches (iiber 200
Tage). Nach Untersuchungen an 2 Pferden waren nach In-
fektion mit Sporozoiten von B. equi in der KBR Antikérper

nur bis zum 42. bzw. 84. Tag nachweisbar, obwohl Babe-
sien im Tierkorper persistierten (Friedhoff, 1982). Diesem
Befund kommt im Hinblick auf Export/Import-Untersu-
chungen von Pferden besondere Bedeutung zu. Eine Pro-
gnose, wann Pferde nach einer Infektion oder Therapie in
der KBR negativ werden, ist nicht moglich (Friedhoff,
1982). Pferde konnen iiber Jahre intermittierend negativ
und dann wieder positiv reagieren, ohne dass eine Reinfek-
tion stattfand. Um mit Sicherheit eine latente Babesien-In-
fektion serologisch erfassen zu kénnen, empfehlen Wei-
land et al. (1984) den gleichzeitigen Einsatz von KBR und
IFAT. Kreuzreaktionen zwischen B.equi und B.caballi
wurden von Weiland (1986) im IFAT, nicht aberin der KBR,
beobachtet.

Der KBR kommt im internationalen Pferdeverkehr eine
besondere Bedeutung zu, da die USA, Kanada, Australien
und Japan nur die Einfuhr von Pferden mit negativem
KBR-Resultat gestatten, obwohl mit dem IFAT latente In-
fektionen besser erfasst werden konnten.

Beim Rindist in der Schweiz das Vorkommen von 3 Babe-
sia-Arten gesichert: In der Siidschweiz B. major und B. di-
vergens, im Jura B. divergensund im Wallis B. bovis (Aeschli-
mann et al., 1975; Gern et al., 1988). Die Problematik der
Diagnose der Babesiose des Rindes ist der des Pferdes dhn-
lich. Der Erregernachweis ist nur wiahrend der akuten Pha-
se moglich. Wihrend der latenten Phase miissen indirekte
serologische Methoden herangezogen werden. Weiland et
al. (1980) wiesen bei Rindern 6—9 Tage nach intravenoser
Injektion von B. divergens-haltigem Blut gegen Babesien
gerichtete Antikérper sowohl mit dem ELISA wie auch
mit dem IFAT und dem IHAT (indirekter Himagglutina-
tions-Test) nach. Nach Weiland (1982) sind die 3 genannten
Methoden gleichermassen zum Erfassen von Antikérpern
gegen Babesien auch wihrend der latenten Infektion ge-
eignet, wihrend die KBR offenbar nur bei frischen Infek-
tionen positiv wird.

Die Anwendung serologischer Untersuchungsverfahren
zur Diagnose der Babesiose des Hundes, verursacht durch
B. canis oder B. gibsoni, ist bei klinischem Verdacht oder
nach Riickkehr aus Endemiegebieten indiziert. Insbeson-
dere bei der Diagnose der chronischen Form, bei der der
Parasitennachweis in nach Giemsa gefirbten Blutausstri-
chen oft nicht gelingt, sind indirekte Methoden von Bedeu-
tung. Das bisher wohl am hédufigsten angewandte Verfah-
renist der IFAT (Dennig et al., 1980; Gotheetal., 1987). Wei-
land und Kratzer (1979) haben Hunde mit B. canis und
B. gibsoni intravenos infiziert. Im ELISA und IFAT, unter
Verwendung verschiedener B. canis- und B. rhodhaini-An-
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tigene, wurden zwischen dem 5. Tag und dem Ende der
Untersuchungen (130.—214. Tag) spezifische Antikorper
nachgewiesen. In dem am IPZ zur Diagnose der Babesiose
eingesetzten IFAT (Weiland, 1982) traten bei einem Teil
der Seren von Hunden mit Leishmaniose oder Trypanoso-
mose Kreuzreaktionen mit B. canis-Antigen auf.

Eine zusitzliche Schwierigkeit in der Interpretation sero-
logischer Resultate entstand in jiingster Zeit durch den
Einsatz des Impfstoffes Pirodog® (Rhone-Mérieux, Lyon)
(Moreau und Laurent,1984), der die Bildung von anti-Babe-
sia-Antikdrpern induziert. Eigene Untersuchungen an 2
vakzinierten Hunden haben gezeigt, dass 10 Tage nach der
vorgeschriebenen Booster-Injektion im IFAT nachweisba-
re Antikorper auftraten, deren Konzentrationen jenen bei
natiirlichen Infektionen entsprachen. Diese AntikGrper
persistierten wahrend einiger Monate (Abb. 1). Anamne-
stische Angaben {iber die Impfung sind daher fiir die Inter-
pretation serologischer Befunde in der Routinediagnostik
unerldsslich.

Toxoplasmose

Die parasitologische Diagnose der patenten enteralen 7o-
xoplasma-Infektion der Katze ist durch den koprologi-
schen Nachweis von Oozysten moéglich. Die Oozystenaus-
scheidung dauert nach Erstinfektion 3—20 Tage (Abb.2).
Gelegentlich werden Oozysten aber auch nach Reinfektio-
nen oder bei Schwichung der Tiere ausgeschieden. Griin-
de dafiir sind andere Erkrankungen oder wiederholte Ver-
abfolgung von Glucocorticoiden.

Bei Zwischenwirten kénnen Toxoplasmen (z. B. aus Punk-
tat- oder Biopsiematerial) intraperitoneal in Madiusen
(Miuseinokulationstest) vermehrt und 3—6 Wochen nach

3204

160 4 _
w{l | IM
2 R e

IFAT -Titer

10 20 30 40 50 60 ' 90

Zeit in Wochen

Abb.1: Antikérpernachweis im IFAT nach Immunisie-
rung von zwei Hunden (Nr.1 4-4, Nr. 2 [(H:]) mit der Piro-
dog®-Vakzine. Die Linie (----) bei Titerstufe 1/40 stellt die
Nachweisgrenze von spezifischen AntikGrpern gegen Ba-
besia canis dar. Die Pfeile bezeichnen die Zeitpunkte der
Vakzination.

468

der Infektion mit diesem Nachweisverfahren erfasst wer-
den. Die in jlingster Zeit entwickelte in vitro-Kultivie-
rungsmethode hat eine vergleichbare diagnostische Sensi-
tivitdit wie der Méiuseinokulationstest, kann aber schon
nach 5 Tagen abgelesen werden. Mit beiden Verfahren
konnten Derouin et al. (1987) in 73% bis 100% der Fille zwi-
schen 30 und 100 Toxoplasma-Organismen aus experimen-
tell infizierten Méausen erfassen.

Fiir den Nachweis spezifischer Antikorper (zumeist IgG)
wurden sehr viele Testsysteme zur Untersuchung von Kat-
ze, Hund, Schaf, Ziege, Schwein, Rind, Pferd und andern
Sdugetier-Arten eingesetzt (Lit. bei Dubey, 1985; 1985a;
1986; 1986a; 1986b; 1987). Wir mdchten in diesem Rahmen
nur einige wichtige Verfahren erwdhnen: Der Sabin-Feld-
man-Test (SFT) (Sabin und Feldman, 1948) hat eine sehr
gute diagnostische Sensitivitdt und Spezifitit und gilt noch
heute in der Humanmedizin als Referenztest. Diese auf-
wendige Methode, bei der lebende Toxoplasmen verwen-
det werden, kann bei allen Haus- und Nutztieren ausser
dem Rind (Dubey et al., 1985) eingesetzt werden. Zusitz-
lich zum SFT sind heute der IFAT, der direkte Agglutina-
tions-Test (DAT) sowie der ELISA die Testverfahren der
‘Wabhl fiir die Routineserologie. Eine serologische Untersu-
chung von Tieren auf Antikorper ist dann indiziert, wenn
abgeklirt werden soll, ob klinische Erscheinungen — z. B.
Neuropathie, Pneumonie oder Abort — dtiologisch mit To-
xoplasmose im Zusammenhang stehen. Da ein hoher Pro-
zentsatz unserer «gesunden» Haustiere im Serum spezifi-
sche Antikorper gegen Toxoplasma aufweist, konnen sero-
logische Resultate bei Einzeluntersuchung in der Regel
nicht interpretiert werden. Aus diesem Grunde ist eine
zweite Untersuchung nach 2—3 Wochen zum Nachweis eines
Anstieges der Antikorperkonzentration notwendig. Ein An-
stieg ist ein Indikator fiir eine akute Infektion (ein diagnosti-
scher Nachweis von parasiten-spezifischem JgM bei Tieren
hat bisher die Praxisreife noch nicht erlangt).

Bei Katzen traten im ELISA feststellbare, gegen Toxoplas-
ma-Antigen gerichtete Antikorper friihestens 8—28 Tage
nach Erstinfektion auf, je nachdem, ob die Infektion mit
Zysten aus Fleisch oder mit sporulierten Oozysten aus Kat-
zenkot erfolgt ist (Linek, 1985) (Abb. 2). Danach konnen
die Antikdrperkonzentrationen flach abfallen, {iber Jahre
persistieren und bei Reinfektion oder Reaktivierung wie-
derum ansteigen. Da die Ausscheidung von Oozysten und
der Nachweis signifikanter Antikdrperkonzentrationen
zeitlich nicht immer {ibereinstimmen, wie das Beispiel in
Abb. 2 zeigt, ist die Serologie bei der Katze nicht zur Erfas-
sung von Qozystenausscheidern geeignet. Um das von der
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Diagnose der Toxoplasmose bei der Katze

1. Infektion mit Zysten

Ausscheidung von Oozysten

Antikérpernachweis (ELISA)

2. Infektion mit Oozysten

Ausscheidung von Oozysten § vom 20. bis 35.Teg p.i.

*

Antikérpernachweis (ELISA)

0 10 20 30 40 500 60
Tage nach Infektion

Abb.2: Daten nach Linek (1985)
* Antikorper persistieren iiber Jahre nach Infektion (p.i.)

Katze ausgehende Infektionsrisiko fiir den Menschen — ins-

besondere fiir schwangere Frauen, Kinder und immunolo-

gisch beeintriachtigten Menschen — abschitzen zu kénnen,
empfehlen wir im allgemeinen folgendes Vorgehen:

a) Oozystenausscheider: Katze stellt ein Infektionsrisiko
dar und muss fiir 3—4 Wochen isoliert und iiberwacht
werden.

b) Antikérpernachweis ist positiv: Wenn in 4 koprologi-
schen Untersuchungen im Abstand von einer Woche
im Kot keine Oozysten nachgewiesen werden, stellt die
Katze mit hoher Wahrscheinlichkeit keine Infektions-
quelle dar. Besondere Massnahmen eriibrigen sich.

c¢) Antikorpernachweis ist negativ: Katze kann bereits mit
Toxoplasmen infiziert sein oder sie hatte noch keinen
Erregerkontakt und ist daher empfinglich (Abb.2).
Wenn wiederum bei 4 Kotuntersuchungen keine Oo-
zysten gefunden werden und in dieser Zeit eine Infek-
tion auszuschliessen ist, wird die Katze als Toxoplas-
ma-frei beurteilt. Folgende vorbeugende Massnah-
men schiitzen die Katze vor einer Infektion: Haltung
in der Wohnung, Unterbindung der Jagd auf Nager,
Verfiittern von gekochtem Fleisch oder von Dosen-
und Trockenfutter. Die prophylaktische Verabrei-
chung von Toltrazuril (Baycox®) in einer Tagesdosis
von 5—10 mg pro kg Koérpergewicht verhinderte bei 18
von 20 mit Oozysten infizierten Katzen die Oozysten-
ausscheidung (Rommel et al., 1987). Dieses Verfahren
ist zurzeit aber noch nicht praxisreif.

Taeniose/2Zystizerkose

In Mitteleuropa ist die Zystizerkose des Rindes, verursacht
durch Finnen von Taenia saginata, von praktischer Bedeu-
tung, in vielen Landern zusitzlich oder iiberwiegend auch

die durch T. ovis verursachte Zystizerkose des Schafes. Als
Grundlage fiir Bekimpfungsmassnahmen wire hier die
Erfassung befallener Bestinde mit Hilfe serologischer Me-
thoden sinnvoll und notwendig.

In experimentellen Arbeiten konnte Harrison und Sewell
(1981) 2—3 Wochen nach kiinstlicher Infektion von Rin-
dern mit 7 saginata-Eiern Antikorper wihrend einer Zeit
von 30 Wochen nachweisen. Leider haben aber die bisher
entwickelten Methoden zum Antikérpernachweis keine
geniigende diagnostische Sensitivitit und Spezifitidt. Bei
Rindern mit insgesamt weniger als 100 Zystizerken pro
Tier war es zu keinem Zeitpunkt der Infektion mdoglich,
den Befall serologisch zu bestitigen (Geerts et al., 1981).
Bei der Priifung der Spezifitit mit verschiedenen Metho-
den gelang es Craig und Rickard (1980) und Geerts et al.
(1981a) nicht, andere Zestoden-Arten, Fasciola hepatica
oder Magen-Darm-Nematoden von einem Befall mit Fin-
nen von T. saginata zu unterscheiden. Bei der Zystizerkose
des Schafes bestehen dhnliche Schwierigkeiten. Massive
Spezifititsprobleme traten beim Nachweis von Antikor-
pern gegen Finnen von T Aiydatigena (Cysticercus tenuicol-
lis) bei infizierten Limmern auf, bei denen keine Diskrimi-
nierung zwischen infizierten und nicht infizierten Tieren
moglich war (Hackett et al., 1981). In derselben Studie be-
trug die diagnostische Sensitivitdt nur 32%. Bei Zystizerko-
se des Menschen, die durch Finnen von Taenia solium ver-
ursacht wird, sind in 75% der Fille im ELISA Antikorper
im Serum nachweisbar. Mit Hilfe neuer Methoden (We-
stern-Blot) gelingt in solchen Fillen die Spezifitatsabkla-
rung mit einem hohen Grad diagnostischer Sicherheit
(Gottstein et al., 1987; Tsang et al., 1989).

Im Gegensatz zur unbefriedigenden Situation bei der sero-
logischen Untersuchung von Zwischenwirten, hat der An-
tikérpernachweis bei infizierten Endwirten bisher zu er-
staunlich guten Ergebnissen gefiihrt. Spezifische Antikor-
per gegen adulte Taenia spp. konnten mittels ELISA be-
reits 4 Wochen nach der Infektion von Hunden nachgewie-
sen werden und verschwanden wieder 4 Wochen nach The-
rapie (Jenkins et al., 1985; 1986). Hohe Antik6rperkonzen-
trationen korrelierten mit einer liber lange Zeit persistie-
renden Infektion, jedoch nicht mit der Befallsstirke (Heath
et al., 1985). Die Spezifitdt war in dem Sinne gut, dass zum
Teil verschiedene Taenia-Arten unterschieden werden
konnten. Bei dieser aussichtsreichen Methode muss noch
gepriift werden, ob auch schwache Taenia-Infektionen mit
ausreichender Sicherheit erfasst und vom Befall mit ande-
ren Zestoden differenziert werden konnen. Dies wire ins-
besondere fir die Differentialdiagnose des Taenia- und
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Echinococcus-Befalles von Interesse. Eine weitere Mog-
lichkeit zur Verbesserung der Diagnose des Zestoden-Be-
falles von Kleintieren bietet der Nachweis von Koproanti-
genen.

Diagnostischer Nachweis von Parasitenanti-
genen

Im Gegensatz zur Feststellung von Antikérpern, die noch
lange nach Elimination des Parasiten persistieren konnen,
ist der Nachweis von Parasitenantigen meistens direkt von
der Pridsenz des Erregers abhéngig. Antigene kdonnen des-
halb bereits wiahrend der akuten Phase der Infektion, wenn
Antikorper noch nicht gebildet worden sind, festgestellt
werden. Von Bedeutung ist in der Humanserologie der
Nachweis von zirkulierendem Toxoplasma-Antigen, um
frische Infektionen zu erkennen (van Knapen, 1977; Hassl
et al., 1985). Insbesondere intestinale Parasitosen, bei de-
nen der Nachweis von Serumantikorpern oft versagt, konn-
ten durch Erfassen von Parasitenantigenen im Kot diagno-
stiziert werden. Solche Tests haben bei der Amébiose und
der Giardiose (Grundy, 1982; Ungaretal.,1984; Ungaretal.,
1985; Baumann und Gottstein, 1987) bereits praktische Be-
deutung erlangt. Erste Untersuchungen an Hunden mit
experimentellen T. hydatigena-Infektionen ergaben, dass
Koproantigene bereits innerhalb der Pripatenz und auch
wihrend der Patenz bei allen 6 infizierten Hunden nachzu-
weisen waren. Nach Elimination der Parasiten durch Che-
motherapie verschwand das Antigen innerhalb von 5 Ta-
gen (Deplazes et al., in Vorbereitung). Dieses Verfahren
wird zurzeit in weiteren Versuchen auf seine Brauchbar-
keit in der Praxis gepriift.

Fiir den Antigennachweis sind verschiedene Methoden er-
probt worden wie Gegenstromelektrophorese und vor al-
lem ELISA. Das letztgenannte Verfahren beruht im we-
sentlichen darauf, dass an einer festen Phase gebundene
mono- oder polyklonale Antikorper die Parasitenantigene
aus dem aufgearbeiteten Serum, Harn, Kot oder Punk-
tionsmaterial binden. In einem weiteren Schritt wird die
primidre Immunreaktion mittels eines enzymmarkierten
mono- oder polyklonalen Antikorpers (Konjugat) und dem
entsprechenden chromogenen Substrat sichtbar gemacht.
Mit der Produktion monoklonaler Antikdrper konnten die
methodische Sensitivitdt und die Spezifitdt solcher Verfah-
ren stark verbessert werden. Die diagnostische Sensitivitit
ist vom konstanten Vorhandensein einer nachweisbaren
Antigenkonzentration abhingig. Diese wiederum ist ab-
hédngig von der Art der Antigenfreisetzung, der Parasiten-
masse, der Stoffwechselaktivitdt und dem Entwicklungs-
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grad sowie auch vom biologischen Verhalten des Parasiten
(z.B. intra- oder extrazelluldrer Aufenthalt oder Vermeh-
rung).

Ein einfach konzipierter ELISA zum Antigennachweis hat
den grossen Vorteil, dass er unabhéngig von teuren Appa-
raturen auch dezentralisiert in der Praxis mit kurzem Zeit-
aufwand durchgefiihrt werden kann. Kéaufliche Schnell-
tests werden in den USA zur Diagnose der dort sehr ver-
breiteten Dirofilariose des Hundes angeboten. In Zukunft
dirften solche kidufliche Tests die Diagnose von weiteren
Infektionskrankheiten in der Praxis wesentlich erleich-
tern.

Dirofilariose

Dirofilaria immitis, der Herzwurm des Hundes, ist vorwie-
gend in tropischen und subtropischen Gebieten verbreitet.
Autochthone Fille aus der Schweiz wurden bisher nicht
beschrieben, wohl aber wurde am IPZ in den letzten Jah-
ren bei einigen aus Italien (Poebene, Toscana) importier-
ten Hunden D. immitis nachgewiesen.

Die adulten Dirofilarien leben in der rechten Herzkammer
und in den Lungenarterien, wo die Weibchen ab 190—270
Tagen nach Infektion widhrend 4—5 Jahren Mikrofilarien
gebdren konnen, die im Blutkreislauf zirkulieren.
Zwischenwirte und Vektoren sind Stechmiicken (Culex-,
Aedes-, Anophelesarten), in denen sich die aufgenomme-
nen Mikrofilarien zu Infektionslarven (3. Larven) entwik-
keln, die beim Saugakt wiederum in den Hund gelangen
konnen.

Eine patente Infektion mit D. immitis ist durch das Anrei-
chern der Mikrofilarien aus dem Blut diagnostizierbar. Da-
bei ist oft eine genaue Differenzierung der Mikrofilarien
von D. immitis von der harmlosen Hautfilarienart Dipetalo-
nema reconditum notig (Whiteley, 1988; Rawlings, 1986).
Ein Problem ist, dass bei 10—67% der mit adulten D. immi-
tis befallenen Hunde keine Mikrofilarien nachweisbar sind
(okkulte Infektion), was die Diagnose erschwert (Otto,
1977; Wong et al., 1973).

Mit dem Ziel, Dirofilarien wihrend der Pridpatenz und
auch okkulte Infektionen zu erfassen, wurden immundia-
gnostische Methoden entwickelt. Der Nachweis spezifi-
scher Antikorper gegen Mikrofilarien gelang Wong und Su-
ter (1979) im IFAT. Weitere Verfahren, wie zum Beispiel
der ELISA (Weil und Ottesen, 1981; Grieve et al., 1981),
konnten mit Erfolg zur Serodiagnose auch der okkulten Di-
rofilariose eingesetzt werden. Nach Rawlings (1986) reicht
aber die Spezifitdt der bisher entwickelten ELISA fiir den
routinemdassigen Einsatz nicht aus.
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Weil et al. (1984) wiesen mit der Gegenstromelektrophore-
se zirkulierende Antigene von adulten Dirofilarien im Se-
rum von Hunden, 6,—8, Monate nach kiinstlicher Infek-
tion, nach. Ein grosser Fortschritt beim Antigennachweis
war der Einsatz eines ELISA unter Verwendung spezifi-
scher monoklonaler Antikérper. Mit einem solchen Ver-
fahren konnten Weil et al. (1985) Infektionen mit D. recon-
ditum mit Sicherheit ausschliessen. Die mit diesem ELISA
gemessenen Antigenkonzentrationen korrelierten signifi-
kant positiv mit der nach Autopsie der befallenen Hunde
nachgewiesenen Anzahl der weiblichen Dirofilarien.

In den USA sind verschiedene kidufliche Schnelltests zur
D. immitis-Diagnose im Handel (Ubersicht der Priaparate
siehe bei Whiteley, 1988). Am IPZ wird die Routinediagno-
stik der Dirofilariose mit dem Difil-Test (Evsco Pharma-
ceuticals, Buena/USA), einem Anreicherungsverfahren
zum Nachweis von Mikrofilarien, und mit dem Antigen-
nachweistest «Dirochek® (Symbiotics Corp., USA)
durchgefiihrt. Untersuchungen von Atwell et al. (1988)
zeigten, dass der letztgenannte Test, angewandt bei natiir-
lich infizierten Hunden in Australien, eine Spezifitat von
95,9% und eine Sensitivitdt von 73,1% hat. Griinde fiir die

Tab.2: Praktische Hinweise zur Labor-Diagnose ausgewihlter Parasitosen des Hundes
Parasitose Indikation Diagnoseverfahren Untersuchungsmaterial
Leishmaniose klinische Erkran- Serologie: ELISA und weitere Serum (1ml), antikoaguliertes

(Leishmania (L.)
infantum und
andere spp)

kung, nach Aufent-
halt im Endemie-
gebiet

Abkldrungen mit Western-Blot
Erregernachweis*:

a) Giemsafdarbung (intrazellulidre
Stadien)

b)in vitro-Anziichtung von
promastigoten Stadien

Blut oder Vollblut (2—4 ml)

Lymphknoten- und Knochenmark-
punktat ausgestrichen auf
Objekttrager

Lymphknoten- und Knochenmark-
punktat, unmittelbar nach Entnahme
in Kulturmedium* geben

Babesiose
(Babesia canis
B.gibsoni)

akute Infektion,

nach Aufenthalt im
Endemiegebiet
subakut-chonische
oder latente Infektion

Erregernachweis: Giemsafiarbung

Serologie: IFAT

mindestens 3 Kapillarblut-Ausstriche
oder antikoaguliertes Blut

Serum (1 ml), antikoaguliertes Blut
oder Vollblut (2—4 ml)

Toxoplasmose
(Toxoplasma
gondii)

akute oder
aktive Infektion

Serologie: ELISA oder DAT

2 Serumproben (1 ml) oder Vollblut
(2—4 ml) im Abstand von 2—3 Wochen

Dirofilariose
(Dirofilaria
immitis)

klinische Erkrankung,
nach Aufenthalt

im Endemiegebiet
Nachweis von
adulten Filarien

Nachweis von
Mikrofilarien

Sowohl Methode a) wie auch b) gleichzeitig anwenden

a) Serologie: Nachweis von
zirkulierendem Antigen

adulter Dirofilarien (Dirochek®)
b) Nachweis von Mikrofilarien
mit Anreicherungsverfahren
(Difil-Test®)

Serum (1 ml), antikoaguliertes Blut
oder Vollblut (2—4 ml)

antikoaguliertes Blut (3—6 ml)

*mit Speziallabor Vorgehen vereinbaren, Kulturmedium kann beim Institut fiir Parasitologie der Universitdt Ziirich ange-

fordert werden.
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Tab.3: Praktische Hinweise zur Labor-Diagnose ausgewihlter Parasitosen des Pferdes und der Wiederkduer
Parasitose . Indikation Diagnoseverfahren Untersuchungsmaterial
Babesiose: Pferd  akute, klinische Erregernachweis: 3—5 Kapillarblut-Ausstriche oder
(B. equi, Infektion Giemsafiarbung antikoaguliertes Blut (2—4 ml)
B. caballi) subakute-chronische  Serologie: KBR, IFAT Serum (3—6 ml)

oder latente Infektion '

Export nach USA, Serologie: KBR* Serum (3—6 ml)

Kanada, Australien = (2—3 Wochen vor Export)

und Japan ;
Trypanosomose: Export nach Italien  Serologie: KBR Serum (3—6 ml)
Pferd und Japan (2—3 Wochen vor Export)
Beschalseuche,
Dourine
(Trypanosoma
equiperdum)

Babesiose: Rind akute, klinische
(Babesia divergens Infektion
B. major, B. bovis ;
' subakute-chronische
oder latente Infektion

Erregernachweis: Giemsafiarbung

Serologie: IFAT, ELISA

3—5 Kapillarblut—Ausstriche
oder antikoaguliertes Blut
(2—4 ml)

Serum (3—6 ml)

Toxoplasmose: klinische Erkrankung Serologie: ELISA, IFAT, DAT Serum (3—6 ml)
Wiederkduer Aborte, subklinischer (weitere Spezialuntersuchungen) (mit Speziallabor Vorgehen
(Toxoplasma - Befall : vereinbaren)

gondii) '

* Zur sicheren Erfassung eines latenten Befalles mit Babesien wird die kombinierte Anwendung von KBR und IFAT emp-
fohlen, obwohl von den Importlindern nur die KBR vorgeschrieben wird.

falsch negativen Resultate waren geringe Befallstirke oder
okkulte Infektionen, bei denen nur in 53,3% der Fille zir-
kulierende Antigene nachgewiesen werden konnten.

DNA-TECHNOLOGIEN ZUM NACHWEIS VON
PARASITEN

Die im Verlaufe der letzten Jahre fur parasitologische Fra-
gestellungen adaptierten molekularbiologischen Techno-
logien finden langsam ihren Weg in die Praxis. Der Dia-
gnostiker kann zukiinftig immer mehr damit rechnen, dass
herkdmmliche Diagnostiktests durch den Nachweis von
Parasiten-DNA oder einzelner spezifischer DNA-Sequen-
zen ergidnzt werden. Das Klonieren von Parasitengenen
oder Genfragmenten kann auch dazu eingesetzt werden,
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neue diagnostische «Werkzeuge» zu synthetisieren, z. B.
rekombinante und immunodiagnostisch verwendbare An-
tigene. Eine Einflihrung in die Grundlagen und Methoden
der Molekularbiologie sowie deren Bedeutung in der Vete-
rindrmedizin ist in einer fritheren Serie dieser Zeitschrift
publiziert worden (Gassmann et al., 1987; Hiibscher, 1987,
1987a). Wir mochten daher in diesem Abschnitt nur spe-
zielle Aspekte parasitologischer Fragestellungen erortern.

Klonierte DNA als diagnostische Hybridisie-
rungsprobe

Die Entwicklungen, vor allem auf dem Gebiet der diagno-
stischen Virologie, haben gezeigt, dass sogenannte DNA-
Proben als diagnostische Werkzeuge zum Nachweis von
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Erregern geeignet sind. Damit dhnliche Proben fiir die Pa-
rasitologie zur Verfligung gestellt werden kénnen, sind ge-
eignete DNA-Sequenzen verschiedener Parasitenarten
zuerst zu identifizieren und zu klonieren. Diese DN A-Se-
quenzen miissen bestimmten Anforderungen gerecht wer-
den, d. h. sie miissen spezies-spezifisch sein, falls eine Art-
diagnose angestrebt wird, oder sie sollten in einer grossen
Anzahl von Kopien pro Parasitengenom vorliegen, falls ein
sehr empfindlicher Nachweis das Ziel ist. Ein solches iden-
tifiziertes DNA-Stlick wird in den meisten Fillen mittels
Plasmiden in Bakterien vermehrt, anschliessend gereinigt
und markiert, damit das DN A-Fragment als diagnostische
Probe eingesetzt werden kann. Das Standardverfahren war
bis vor kurzem die radioaktive Markierung durch den Ein-
bau von [P32]-Nukleotiden («nick-translation»] (siche auch
Hiibscher, 1987). In neuerer Zeit entwickelte alternative
Markierungsmethoden basieren meistens auf der Verwen-
dung von Enzymen als Markierungsmolekiile. Der Nach-
weis von Parasiten-DNA geschieht dann mittels einer
DNA-Probe, an die vorgidngig Biotin gekoppelt worden ist.
Dies wird durch eine sogenannte Photobiotinylierung oder
durch den Einbau eines Biotin-dUTP-Komplexes durchge-
fiihrt. Ein an Streptavidin gebundenes Enzym vermag nun
mittels einer chromogenen Substratlésung die mit dem Pa-
rasitengenom hybridisierte DNA-Proben sichtbar zu ma-
chen. Gegenwirtig wird ein weiteres Verfahren angeboten,
bei dem ein kleinmolekulares Hapten an die DNA-Probe
gebunden wird; die Visualisierung der Hybridisierung ge-
schieht durch Zugabe eines enzymmarkierten Antikorpers
und der entsprechenden chromogenen Substratlosung.
Biotin- und haptenmarkierte DNA-Proben weisen den
grossen Vorteil auf, in grossen Mengen iiber sehr lange
Zeit (Jahre) gefroren gelagert werden zu konnen; sie eig-
nen sich dementsprechend gut flir diagnostische Routine-
verfahren. Wie bereits oben erwéhnt, wird eine gute dia-
gnostische Sensitivitit bei Verwendung einer DNA-Probe
dann erhalten, wenn die gefragte DNA-Sequenz im Unter-
suchungsmaterial in mdéglichst vielen Kopien vorhanden
ist. Aus diesem Grunde hat sich die Suche nach diagnosti-
schen DNA-Proben auf hochrepetitive Sequenzen im Pa-
rasitengenom konzentriert. Dabei sind in letzter Zeit dia-
gnostische DNA-Proben flir verschiedene Parasiten, vor
allem fiir Protozoen, beschrieben worden. Bei der Leishma-
niose wurden diverse spezifische DNA-Sequenzen aus ge-
nomischer DNA (Kennedy, 1984) und aus Kinetoplast-DNA
der Erreger (Lawrie et al., 1985; Jackson et al., 1986) klo-
niert und in Feldversuchen evaluiert. Leishmanien-DNA
konnte sowohl in Geweben von infizierten Tieren als auch

in Vektoren (Schmetterlingsmiicken) nachgewiesen wer-
den. Hochspezifische und sensitive, repetitive DNA-Se-
quenzen kénnen zum Nachweis von Malariaerregern (Bar-
keretal., 1986; Zolgetal., 1987; Holmberget al., 1987), Fila-
rien (Sim et al., 1986; Erttmann et al., 1987) und Schistoso-
men (Rollinson et al., 1986) Verwendung finden.

Ein wesentlicher technologischer Durchbruch ist durch
die Entwicklung eines Verfahrens gelungen, mit dem ein-
zelne Genfragmente im Untersuchungsmaterial bis zum
100 000fachen amplifiziert wurden (sogenannte «polyme-
rase chain reaction») (Saiki et al., 1985; Scharfet al., 1986;
de Bruijn, 1988). Diese Technik ermdoglicht es, auch nicht-
repetitive DNA-Sequenzen als diagnostische Genombe-
reiche der Parasiten zu verwenden. Es befinden sich be-
reits Apparaturen im Handel, mit denen in kurzer Zeit
Genamplifikationen mit grossen Probenzahlen moglich
sind. Offen bleibt jedoch immer noch die wichtigste Auf-
gabe, nimlich geeignete Genabschnitte in Parasitengeno-
men zu identifizieren.

Rekombinante Parasitenantigene

Spezifische Antigene fiir die Immundiagnostik von Parasi-
tosen werden herkommlicherweise mittels immunchemi-
scher Techniken aus Gewebe oder aus metabolischen Pro-
dukten der Parasiten gewonnen und gereinigt. Eine viel-
versprechende Alternative besteht in der Méglichkeit, die
fiir solche Antigene kodierenden Gene zu klonieren und
die entsprechenden Antigene als «rekombinante Antige-
ne» in Bakterien zu synthetisieren. Zur Verfligung steht
heute eine Vielzahl von Expressions-Vektoren, mit denen
die Genprodukte in Form verschiedener Fusionsproteine
gewonnen werden kénnen. Ein bekanntes System ist die
Verwendung des Expressionsphagen Agt 11, bei dem die
synthetisierten Parasitenantigene an bakterielle f-Galak-
tosidase gebunden sind. Solche Fusionsproteine eignen
sich gut fiir Grundlagenarbeiten, sind jedoch flir immun-
diagnostische Zwecke nur beschrinkt brauchbar. Griinde
dafiir sind anti-S-Galaktosidase-Antikdrper, die natiirli-
cherweise in den Seren von etwa 20% der schweizerischen
Blutspender/innen sowie auch in Haus- und Wildtierseren
vorkommen, und so Anlass zu falsch-positiven serologi-
schen Reaktionen geben.

Fiir immundiagnostische Zwecke werden heute vor allem
Plasmide verwendet, um rekombinante Antigene zu syn-
thetisieren. Zwei Beispiele seien hier aufgefiihrt: erstes ist
das pVB2-Plasmid. Dieses Plasmid beherbergt ein Gen,
das fiir das Galaktosid-Bindungsprotein (GBP) von Esche-
richia coli kodiert. GBP wird in den periplasmatischen
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Raum der Bakterienzellen transportiert. Dieser pVB2-Vek-
tor wurde zur Expression eines Genfragmentes von Echi-
nococcus multilocularis verwendet (Miiller et al., 1989). Das
resultierende rekombinante, hyperexprimierte Fusions-
protein hatte einen Anteil von 50% am gesamten Zellpro-
tein und konnte leicht aus dem Periplasma mittels osmoti-
schem Schockverfahren in einer reinen Form gewonnen
werden. Auf diese Art isolierte rekombinante Antigene
sind direkt in immundiagnostischen Testverfahren (z.B.
im ELISA) einsetzbar. Eine weitere Moglichkeit zur Syn-
these von rekombinanten Antigenen, die sich fiir die Im-
mundiagnostik sehr gut eignen, wird durch die Verwen-
dung des pAR3038-Plasmids gegeben (Studierund Moffat,
1986). Dabei gebildete rekombinante Antigene sind nur an
11 Aminosiduren vom N-Terminus eines T7-Phagen-Kapsid-
proteins gebunden. Diese 11 Aminosduren sind immuno-
logisch inert, rekombinante Antigene lassen sich ebenfalls
direkt in immunologische Testverfahren einschleusen, wie
dies z. B. an einem Antigen von E. multilocularis gezeigt
werden konnte (Miiller et al., im Druck). Die hier beschrie-
benen Beispiele beziehen sich auf humanmedizinische
Problemstellungen; sie konnen aber genausogut veterinar-
parasitologischen Fragestellungen angepasst werden. Zu
erwihnen sei, dass die bisher in der Literatur beschriebe-
nen rekombinanten Antigene sowohl in der Human- als
auch in der Veterinédrparasitologie noch keinen Eingang in
die Routine-Immundiagnostik gefunden haben. In unmit-
telbarer Zukunft ist aber mit einem Aufkommen solcher
Produkte zu rechnen, sowohl im Bereiche von Protozoono-
sen als auch von Helminthosen von Tieren. Molekular-Pa-
rasitologen/innen hoffen, dass mittels rekombinanter
DNA-Technologien einerseits DNA-Proben und rekombi-
nante Antigene flir die Diagnostik produziert und andern-
seits auch neue Wege zur Entwicklung und Applikation
von Vakzinen gegen Parasiten beschritten werden konnen
(Gottstein, 1989, im Druck).
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Mise en évidence indirecte de certains
agents responsables de parasitoses anima-
les a I'aide de méthodes immunologiques et
de biologie moléculaire

Dans ce travail de synthése on aborde les méthodes suivan-
tes servant a mettre indirectement en évidence les agents
pathogénes de certaines parasitoses animales: )

Mise en évidence d’anticorps sériques au moyen d’ELISA,
d’TFAT et d’autres systémes de test lors de leishmaniose
chez le chien, de babésiose chez le cheval, le bovin et le
chien, et de toxoplasmose chez le chat et chez divers hotes
intermédiaires.

La spécificité de la mise en évidence d’anticorps lors de
leishmaniose chez le chien peut étre améliorée en ayant re-
cours a I’examen complémentaire Western-Blot.

Des possibilités nouvelles sont offertes par les procédés de
mise en évidence d’antigénes circulants dans le sérum (par
ex. lors de dirofilariose chez le chien) ou étant élimi-

nés dans les féces (coproantigénes lors de parasitoses intes-
tinales). Certains de ces procédés sont actuellement encore
en expérimentation.

Une tendence nouvelle dans le diagnostic des parasitoses
est d’avoir recours aux technologies dites de ’ADN pour
une identification spécifique des agents pathogénes. L'uti-
lisation de telles méthodes est présentée sur la base de
quelques exemples.

Rilevamento indiretto di agenti patogeni in
parasitosi animali scelte, tramite metodolo-
gie immunologiche e biomolecolari

In questo lavoro riassuntivo vengono presentati diversi
metodi perrilevare indirettamente agenti patogeni in para-
sitosi animali scelte. Tramite ELISA, IFAT e altri sistemi
diagnostici vengono individuati anticorpi serologici contro
la leishmaniosi del cane, la babesiosi del cavallo, del bovi-
no e del cane e la toxoplasmosi del gatto e di diversi tipi di
ospiti intermedi. Nella leishmaniosi del cane & possibile
migliorare la specificita del rilevamento tramite ’applica-
zione del Western Blot.

Ulteriori possibilita sono date da sistemi nuovi perrilevare
antigeni che circolano nel siero (p. es. nella dirofilariosi del
cane) o che vengono espulsi tramite le feci nel caso di para-
sitosi intestinali (coproantigeni). Queste ultime possibilita
si trovano in parte ancora nella fase sperimentale. La novi-
ta nella diagnostica delle parasitosi ¢ I’utilizzazione di tec-
nologie con il DNA per ’identificazione specifica di agenti
patogeni. L’applicazione di questi metodi viene spiegata
tramite alcuni esempi.
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