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1 Einleitung

Die alveoldre Echinokokkose (AE) wird durch das Larvenstadium des Fuchsbandwurmes
Echinococcus multilocularis verursacht und ist seit Jahrzehnten hinsichtlich der
entsprechenden Zoonoserisiken und der Ubertragungswege auf den Menschen in der
Diskussion (KIMMIG u. SCHELLING 1991; ECKERT 1996, 1997, 1998; ECKERT u.
DEPLAZES 1999; ECKERT et al. 2001 b).

Nach dem Auftreten spontaner Erkrankungsfille in der Bartaffenkolonie (Macaca silenus) des
Deutschen Primatenzentrums (BLANKENBURG et al. 2001, 2002) bot sich die Moglichkeit,
grundlegende Untersuchungen zu diesem Krankheitsgeschehen in einer dem Menschen nahe
stehenden Spezies durchzufiihren. Dabei sollten in einem ersten Schritt die entsprechenden
Verdnderungen umfassend morphologisch charakterisiert werden, um diese mit den
bekannten Verdnderungen beim Menschen zu vergleichen. Gleichzeitig bestand bei zwei
Tieren die Gelegenheit, entsprechende klinische Diagnostikverfahren bei nicht menschlichen

Primaten in ihrer Aussagefdhigkeit zu tiberpriifen.

Da mehrere Bartaffen aus den Aullengehegebereichen des Deutschen Primatenzentrums von
der Echinokokkose betroffen waren, stellte sich die Frage, ob Bartaffen moglicherweise eine
besondere genetisch determinierte Empfianglichkeit fiir die Infektion mit dem
Fuchsbandwurm besitzen. Da kaum Informationen zum Genom bei dieser vom Aussterben
bedrohten Spezies vorliegen, sollte ein weiteres Ziel dieser Arbeit darin liegen, einen Bereich
des Genoms niher zu charakterisieren, der bei anderen Infektionskrankheiten in Hinblick auf
Krankheitsverldufe und Empfanglichkeit involviert ist (HILL 1998). Daher wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erste Schritte unternommen, den MHC bei Bartaffen zu

analysieren (BLANKENBURG et al. 2003).

Die vorliegende Dissertation dient daher zwei Zielen. Zum einen sollte das Krankheitsbild der
alveoldren Echinokokkose bei Bartaffen umfassend morphologisch und klinisch untersucht
und mit dem humanen Krankheitsbild verglichen werden. Zum anderen sollte ein Beitrag zur

genetischen Charakterisierung des MHC bei dieser vom Aussterben bedrohten Art geliefert
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werden, um moglicherweise, davon ausgehend in weiteren Untersuchungen, Hinweise auf die

unterschiedliche Empféinglichkeit gegeniiber dieser invasiven Infektionskrankheit bei

Bartaffen zu finden.

Abb. 1:

Bartaffe aus der Kolonie des Deutschen Primatenzentrums
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2 Literaturiibersicht
2.1 Bartaffen (Macaca silenus)

2.1.1 Systematik

Die Ordnung der Primaten beinhaltet die Unterordnungen der Halbaffen mit Nasenspiegel
(Strepsirrhini) und der Herrentiere ohne Nasenspiegel (Haplorrhini). In Letzterer sind die
Teilordnungen der Neuweltaffen (Platyrrhini) und Altweltaffen (Catarrhini) zu finden
(GRZIMEK 1988a; SHOSHANI et al. 1996). Bartaffen (Macaca silenus), auch Wanderus
genannt, sind Altweltaffen. Sie gehdren zur Uberfamilie der geschwinzten Altweltaffen
(Cercopithecoidea) und zur Familie der Meerkatzenverwandten (Cercopithecidae).
Zusammen mit acht weiteren Gattungen zéhlt der Bartaffe (Macaca silenus) zur Unterfamilie
der Meerkatzenartigen (Cercopithecinae). Zur Gattung der Makaken (Macaca - M.) gehoren
zahlreiche Arten, die sich aber in ihren Korpermerkmalen oft sehr unterscheiden. Am
auffilligsten ist hierbei die Schwanzldnge. Wéhrend der Javaneraffe (M. fascicularis) einen
Schwanz besitzt, der linger als sein Korper ist, besitzt zum Beispiel der Berberaffe (M.
sylvanus) keinen oder einen stark zuriickgebildeten Schwanz. Mit Ausnahme des Berberaffen,
welcher im nordwestafrikanischen Atlasgebirge lebt, sind alle anderen Makakenarten im
slidostasiatischen Raum beheimatet. Die Makaken haben sich nach dem Menschen von allen
Primaten am besten an die unterschiedlichsten Umweltbedingungen angepasst (GRZIMEK
1988a). Einige Arten leben in tropischen Regenwildern, andere in trockenen Baumsavannen
oder im Gebirge. Es gibt Makaken, die weitgehend am Boden leben, wie zum Beispiel der
Rhesusaffe (M. mulatta), der Rundgesichtsmakak (M. cyclopis) und der Bergrhesus oder
Assammakak (M. assamensis). Andere leben auf Bdumen, wie zum Beispiel auch der Bartaffe
(M. silenus) und wieder andere sind an eine schneebedeckte Landschaft gewohnt, wie der

Rotgesichtsmakak (M. fuscata).
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2.1.2 Vorkommen und Lebensweise

Bartaffen oder Wanderus (M. silenus) gehoren zu den am stidrksten vom Aussterben
bedrohten Primatenarten (GRZIMEK 1988a; KAUMANNS et al. 2000). Sie leben in den
feuchten, immergriinen tropischen Bergwéldern der Westghats im Siidwesten Indiens. Sie
haben von allen Makakenarten eines der kleinsten Verbreitungsgebiete und sind deshalb
besonders gefdhrdet. Die Westghats sind eine Gebirgskette in Siidindien, die {iber eine
Strecke von 1400 km von Bombay bis zur Stidspitze der indischen Halbinsel verlduft und eine
Fliche von 61000 km” umfasst. Durch die starken Niederschlige wihrend der Monsunregen
kam es zur Ausbildung des tropischen immergriinen Regenwaldes, welcher sich auf ein
schmales Band an der Westseite der Western Ghats in einer Hohe zwischen 460 und 1370 m
beschrinkt. Dieses Gebiet weist eine besonders gro3e biologische Vielfalt auf. Viele Arten
sind hier endemisch verbreitet, kommen also nur hier vor. Dazu zdhlen neben den Bartaffen
Sdaugetierarten, wie die Nilgiri-Languren (Presbytis johnii), die Malabarzibetkatzen
(Paradoxurus jerdoni), 16 Vogelarten und einige Reptilien- und Amphibienarten. Die immer
weiter fortschreitende Besiedlung, aber auch Holzwirtschaft und Plantagenanbau, haben einen
grolen Einfluss auf die Einengung und Fragmentierung des Lebensraumes (KAUMANNS et
al. 2000). Bartaffen wurden frither stark wegen ihres Pelzes und auch ihres Fleisches bejagt
(GRZIMEK 1988a). Dieser Faktor hat wohl neben dem begrenzten Lebensraum einen starken
Einfluss auf die Populationsgrofle. Die Gesamtzahl an freilebenden Bartaffen liegt heute

zwischen 2000 bis 3500 Individuen (KAUMANNS et al. 2000).

Bartaffen haben ein gldnzendes schwarzes Fell und einen abstehenden silberweiflen
Mihnenkranz. Das Gesicht ist, auBBer bei Jungtieren, schwarz (GRZIMEK 1988a). Die
Geschlechter sind gleich gefirbt; sie unterscheiden sich jedoch in Grofe und Gewicht.
Wihrend die Ménnchen bis zu 13 kg wiegen konnen und eine Korperldnge zwischen 45 und
61 cm aufweisen, werden die Weibchen bis zu 8 kg schwer und sind zwischen 40 und 45 cm
lang. Der Schwanz hat eine Ldnge von 24 bis 38 cm und weist am Ende ein schwarzes

Haarbiischel auf.
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Bartaffen sind baumbewohnende Makaken, die nur selten den Boden aufsuchen. Nur die
Futtersuche bringt sie dazu, von den bis zu 30 m hohen Baumriesen auf den Boden
herabzusteigen. Sie sind sehr scheu und fliichten bei der geringsten Stérung wieder in die

Bédume. Bartaffen sind gute Schwimmer (ROWE 1996).

Zum Nahrungsspektrum der Bartaffen zdhlen sowohl pflanzliche als auch tierische
Nahrungsquellen. Sie fangen Insekten, kleinere Reptilien, aber auch Kleinsduger. Weiterhin
zihlen Baumpilze, Vogeleier und Honigwaben zum Speiseplan. Zum pflanzlichen
Nahrungsspektrum gehoren mehr als 100 Pflanzenspezies. Sie fressen Feigen sowie Friichte
und Bliiten des Cullenia-Baumes (Cullenia excelsa). Um die Friichte dieses Baumes fressen
zu konnen, bendtigen die Tiere ein hohes Geschick, da sie sehr stachelig sind. Dieses
Geschick zeigt sich auch beim Erwerb und Verzehr von tierischer Nahrung. So gehoéren
Bartaffen zu den wenigen Primaten, bei denen im Freiland Werkzeuggebrauch nachgewiesen
wurde. Zum Beispiel befreien sie Raupen vor dem Fressen mit Hilfe von Bléttern und
"Rubbelbewegungen" von den unangenehmen Nesselhaaren (GRZIMEK 1988a; HOHMANN
1988; KAUMANNS et al. 2000). Es wird angenommen, dass die Streifgebiete von Bartaffen
vor allem vom Nahrungsangebot bestimmt werden. Diese Streifgebiete konnen zwischen 100

und 500 ha groB3 sein (KAUMANNS et al. 2000).

Bartaffen leben in Gruppen von 10 bis 20 Tieren. Diese Gruppen umfassen zeitweise bis zu
vier erwachsene Minnchen und dauerhaft mehrere erwachsene Weibchen und Kinder.
Haufiger sind jedoch Gruppen mit nur einem erwachsenen Miannchen. Die Ménnchen haben
eine mobilere Stellung in der Gruppe und gelten als eine Art "Wichter". Hierbei verfolgen sie
die Aktivititen von anderen Gruppen, beschiitzen ihre Weibchen und fiihren ihre Gruppe,
wenn notig, weg. Ein fiir Bartaffenminnchen typisches Verhaltensmerkmal ist der laute Ruf,
den das fithrende Ménnchen erschallen lédsst. Dieses Merkmal unterscheidet den Bartaffen von
den anderen Makaken. Der Ruf wird zum Beispiel ausgestoflen, wenn sich die Gruppe in
Bewegung setzt oder dient dazu, anderen Gruppen die Anwesenheit der eigenen Gruppe
anzuzeigen (GRZIMEK 1988a; ROWE 1996). Weibchen gelten als die "Stabilisatoren" einer
Gruppe. Sie halten die Gruppe durch enge soziale Beziehungen untereinander zusammen

(matriarchalische Struktur). Konkurrenz zwischen den Weibchen entsteht, wenn mehrere
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Weibchen briinstig sind, denn dann sucht jedes den Zugang zu den wenigen Ménnchen

(KAUMANNS et al. 2000).

Die Streifgebiete der Bartaffengruppen konnen sich iiberschneiden. Gruppenbegegnungen
konnen aggressiv, freundlich oder neutral ablaufen. Das tdgliche Zusammenleben verlauft
normalerweise spannungsarm mit wenigen Kontakten zwischen den Tieren. In einer
Mehrménnchengruppe hélt sich ein Mannchen meist in der Nahe der Weibchen auf, wihrend
die anderen eine eher randstidndige Position, sowohl auf rdumlicher, als auch auf sozialer
Ebene, einnehmen. Sie beobachten hauptsiachlich die Aktivititen anderer Gruppen, wodurch
sie sich oft auch aufer Sichtweite der Weibchen authalten. Erst wenn die Weibchen briinstig
werden, verringert sich diese Distanz und Interaktionen werden héufiger. Hierbei konnen die
Miénnchen den Weibchen stunden- bis tagelang folgen. Die Brunst der Weibchen ist
gekennzeichnet durch eine Genitalschwellung sowie durch den ,,Kopulationsruf* der
Weibchen. Die Genitalschwellung dehnt sich breit und hoch aus und umwiéchst auch die
Schwanzwurzel nierenformig. Bartaffen sind die einzigen Makaken mit Kopulationsrufen bei
Minnchen und Weibchen (ROWE 1996). In der Regel fithren bei Bartaffen nur wenige
Kopulationsakte direkt zur Ejakulation, jedoch steigt die Zahl der Kopulationsakte mit
Ejakulation, wenn die Weibchen den hochsten Genitalschwellungsgrad erreicht haben

(KAUMANNS et al. 2000).

Neugeborene Bartaffen wiegen zwischen 350g und 750g. Die Tragzeit betrdgt ca. 162-186
Tage, und normalerweise kommt pro Geburt nur ein Jungtier zur Welt. Die Miitter tragen das
Kind wihrend der ersten Lebenswochen ausschlieSlich unter dem Bauch. Mit frithestens acht
Wochen reiten sie auch gelegentlich auf deren Riicken. In einem Alter von 6-12 Monaten
werden die Jungtiere entwohnt und erlangen die Geschlechtsreife mit 2,5-4 Jahren. Die
Abstdnde zwischen den Geburten eines Weibchens liegen durchschnittlich bei 2,8 Jahren,
wobei freilebende Weibchen ihr erstes Kind frithestens mit sechs Jahren gebdren. Dies ldsst
nur eine Produktion von wenigen Kindern pro Lebenszeit zu, weshalb eine Verminderung der
Population durch Jagd, Holzeinschlag und Plantagenwirtschaft nicht kurzfristig ausgeglichen
werden kann (KAUMANNS et al. 1998; KAUMANNS et al. 2000). Bartaffen kénnen in der
Wildnis bis zu 20 Jahre alt werden.
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2.1.3 Haltung in der Obhut des Menschen

Da Bartaffen zu den am stérksten bedrohten Primatenarten gehoren, stellen die in Obhut des
Menschen gehaltenen Vertreter dieser Art eine wichtige Genreserve dar, dienen aber auch als
Modell fiir naturschutzrelevante Forschung (KAUMANNS et al. 1998; KAUMANNS et al.
2000; KAUMANNS et al. 2001).

Seit dem 20. Jahrhundert wurden weltweit ca. 1500 Bartaffen gehalten, wobei es sich bis in
die fiinfziger Jahre fast ausschlieSlich um Wildféinge handelte. Die Zucht war meist wenig
erfolgreich. Erst ab 1960 gelang die Zucht besser, und es entstammten mehr Bartaffen aus der
Zucht durch Menschenhand. Zwar hat sich die Zahl der erfolgreich aufgezogenen Bartaffen
seitdem stark vergrofert, sie ist jedoch immer noch unbefriedigend. Hohe Kindersterblichkeit
sowie ein Riickgang der Produktivitdt sind hierfiir die Ursachen (KAUMANNS et al. 2000;
KAUMANNS et al. 2001). Zoos spielen eine wichtige Rolle beim Schutz der Bartaffen in
threm natiirlichen Lebensraum und auch auBerhalb davon. Von amerikanischen Zoos wurden
die ersten internationalen ,,Bartaffenkonferenzen“ organisiert. Sie erarbeiteten auch ein
internationales Zuchtbuch und griindeten 1985 den ,,Species Survival Plan* (SSP) fiir speziell
in den USA und Kanada gehaltene Bartaffen. Im internationalen Zuchtbuch waren 1997 575
Bartaffen verzeichnet; hiervon 277 Mainnchen, 262 Weibchen und 36 Tiere mit
unbestimmtem Geschlecht (GLEDHILL 1997). Diese Tiere wurden iiberwiegend in Zoos
gehalten, das heiit von 105 Institutionen waren 103 Zoologische Girten. Die einzelnen
Gruppen der in Menschenobhut gehaltenen Bartaffen umfassen durchschnittlich sechs Tiere
(KAUMANNS et al. 2000). Einzelne Einrichtungen haben auch Gruppen mit mehr als zehn
Individuen. Die amerikanische Bartaffenpopulation umfasste 1997 240 Tiere, die europdische
zdhlte, soweit zu ermitteln, 1994 147 Individuen in 25 Einrichtungen (WILDE et al. 1994).
Die restlichen Bartaffen verteilten sich auf indische, japanische, chinesische und australische

Z.008.

1989 griindeten auch europdische Zoos ein dem SSP entsprechendes Programm fiir die in
Europa gehaltenen Bartaffen. Das FEuropidische Erhaltungszuchtprogramm (EEP) dient

allgemein dazu, die Zucht von den vom Aussterben bedrohten Tierarten grenziiberschreitend
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in vielen européischen Zoos zu koordinieren, um eine angemessen gro3e Zuchtpopulation zu
erhalten. Die EEPs wurden 1985 zum ersten Mal begriindet. Zunéchst waren es nur 17 EEPs,
darunter zum Beispiel der kleine Panda und der Europidische Fischotter. Inzwischen gibt es
schon tiber 60, darunter auch der Bartaffe. Als 1989 das EEP fiir Bartaffen gegriindet wurde,
nahmen 12 Institutionen daran teil. Zehn Jahre spéter hatte sich die Zahl schon auf 33 erhoht.
Die Bartaffenpopulation des EEP vergroflerte sich zwischen 1989 und 1998 von 90 auf ca.
200 Individuen. Dieser Anstieg ist nicht allein darauf zurtickzufiihren, dass neue Tiere in die
Population geboren wurden; dieser Teil macht 70 % des Zuwachses aus. Die restlichen 30 %
sind mit der Integration neuer Kolonien in das EEP zu erkldren. Wirft man jedoch einen
genaueren Blick auf die Demographie der Population, fillt sehr schnell auf, dass sich die
Alterskomposition in Richtung Adulte verschiebt, das heiflt es gibt immer mehr Tiere, die
dlter als 15 Jahre sind. Ein weiteres Problem in der Zuchtpopulation ist, wie schon oben
erwdhnt, die niedrige Geburtenrate und die hohe Kindersterblichkeit. Wéhrend sich in der
"Griindergeneration" von 21 Weibchen 16 (76 %) fortpflanzten und hierbei 106 Kinder
geboren wurden, von denen 80 (75 %) tiberlebten, waren es in der F,-Generation nur noch 20
(66 %) von 30 Weibchen, die sich fortpflanzten und hierbei 66 Kinder gebaren, von denen nur
34 (51 %) tberlebten. Das bedeutet, dass sich die Zahl der iiberlebenden Kinder pro
reproduzierendem Weibchen von 5,0 in der Griindergeneration auf 1,7 in der F;-Generation
verringert hat. Bezogen auf alle Weibchen der Population kommt man hier auf 3,8
tiberlebende Kinder pro Weibchen in der Griindergeneration und auf 1,1 tiberlebende Kinder
pro Weibchen in der F;-Generation. Dies zeigt einen Abfall der Produktivitdt um 71 % (von

der Griindergeneration zur F;-Generation) (KAUMANNS et al. 2001).

Griinde fiir die hohe Kindersterblichkeit sind nicht bekannt. Fiir den Riickgang der
Produktivitdt wird vermutet, dass ein Mangel an sozialen Stimulationen, wie sie die Bartaffen
normalerweise in freier Wildbahn tdglich haben, eine Ursache hierfiir sein konnten.
SchlieBlich lassen Verhaltensstérungen wie Salutierverhalten oder Haare ausrupfen auf
Mingel in den  Haltungsbedingungen schlieBen. So fehlen zum  Beispiel
Gruppenbegegnungen, die bei freilebenden Bartaffengruppen selbstverstdndlich sind.
AuBerdem weicht die Gruppenzusammensetzung in Bezug auf Alter und Geschlecht sowie

das Beziehungsnetz beziiglich langzeitlicher sozialer Verdnderungen in der EEP-Population
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von der freilebenden Population ab. Bartaffengruppen in Menschenhand haben somit einen
starren Charakter im Vergleich zu der sozialen Dynamik einer freilebenden Gruppe. Dies
konnte die Aktivierung des Fortpflanzungssystems behindern. Nach CARLSTEAD und
SHEPHERDSON (1994) beeinflusst in Primatengruppen ein optimales Stressniveau und ein
gewisses Mal} an allgemeiner Spannung die sozialen Interaktionen und dadurch indirekt den
Fortpflanzungserfolg. KAUMANNS et al. (1998) untersuchten den Einfluss experimenteller
Gruppenbegegnungen als Mittel zur sozialen Stimulans bei in Menschenhand gehaltenen
Bartaffen. Wéhrend der Gruppenbegegnungen kam es zu einem Anstieg der Haufigkeiten in
den protokollierten Verhaltensweisen. Hierzu zédhlten Aggression, Drohen, Mimen,
Prisentieren, Besteigen und soziopositives Verhalten (Schmatzen, Grimassieren). Der
rdumliche Zusammenhalt der Gruppen wurde enger. Die Autoren folgern aus ihren
Untersuchungen, dass Gruppenbegegnungen bei Bartaffen in Menschenhand ein gutes Mittel
zur sozialen Stimulans und zur Verbesserung der Haltungsbedingungen sein konnen. Dies
erfordert aber unter Zoobedingungen einigen technischen Aufwand und gerdumige Gehege.
Die dargestellte Problematik, die sich in Bartaffenpopulationen in Menschenhand ergibt,
zwingt jedoch gerade dazu, die Haltungsbedingungen entsprechend zu verdndern. Dies
erfordert eine gut koordinierte Zusammenarbeit zwischen allen am EEP teilnehmenden

Institutionen.

2.2 Alveolire Echinokokkose

2.2.1 Atiologie

Die alveoldre Echinokokkose (AE) ist eine zoonotische Infektionskrankheit, die durch das
zweite Larvenstadium (Metazestode) des Fuchsbandwurmes Echinococcus (E.) multilocularis
verursacht wird. Die Krankheit an sich tritt somit bei Zwischenwirten auf. Das Genus E.
multilocularis gehort zur Familie der Taeniidae und zur Klasse der Cestodea, in der auch die
Genera E. granulosus, E. oligarthrus und E. vogeli zu finden sind. Die einzelnen Erreger
unterscheiden sich in ihren Zwischen- und Endwirten (THOMPSON u. MCMANUS 2001).

Der adulte Fuchsbandwurm ist zwischen 1,2-4,5 mm lang. Der Korper gliedert sich in Skolex,
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Halszone (Proliferationszone) und Hinterkorper. Der Hinterkorper besteht aus zwei bis sechs
Proglottiden. Ein Darm ist nicht vorhanden, und die Nahrungsaufnahme des Parasiten erfolgt
durch das Integument. Die Verankerung des Fuchsbandwurmes an der Darmschleimhaut des
Endwirtes erfolgt mit Hilfe des Skolex, der bei E. multilocularis rund und mit vier
Saugndpfen und einem doppelten Hakenkranz ausgestattet ist. Die Skolexhaken sind ein
geeignetes Merkmal fiir die diagnostische Unterscheidung der Bandwiirmer. In der Halszone
entstehen durch Zellproliferation und oberflachliche Einschniirung die Proglottiden. Die
letzten Proglottiden enthalten den Uterus, der mit Eiern angefiillt ist. Bereits im Uterus des
Parasiten entsteht eine mit sechs Hikchen versehene Larve, die Onkosphédre. Diese
Proglottiden 16sen sich vom Parasiten, gelangen mit dem Kot des Endwirtes nach auflen und
enthalten somit schon das erste Larvenstadium (MEHLHORN u. PIEKARSKI 1998;
ROMMEL et al. 2000; THOMPSON u. MCMANUS 2001).

Der Fuchsbandwurm zeigt einen Lebenszyklus mit Carnivoren als Endwirt und
typischerweise Nagern als Zwischenwirt (Abb. 2). Die Eier, die mit dem Kot des Endwirtes
nach aullen gelangen, werden wihrend der Nahrungsaufnahme vom Zwischenwirt
aufgenommen. Gelegentlich konnen diese Eier aber auch von Menschen und anderen
Fehlwirten aufgenommen werden. Fehlwirte haben jedoch im Entwicklungszyklus des
Parasiten keine Bedeutung, da sie eine Sackgasse fiir ihn darstellen (siche Kapitel 2.2.2)
(THOMPSON u. MCMANUS 2001). Im Darm des Zwischenwirtes schliipft die Onkosphire,
penetriert die Darmwand und gelangt so liber die Blutbahn in verschiedene Organe,
typischerweise aber in die Leber. Hier entwickelt sich nun aus der Onkosphére das zweite
Larvenstadium, auch Finne oder Metazestode genannt (ECKERT 1998; MEHLHORN u.
PIEKARSKI 1998; ROMMEL et al. 2000; THOMPSON u. MCMANUS 2001). Dieses
Finnenstadium besteht aus einer Anhdufung von Finnenbldschen, die sowohl makroskopisch
erkennbar als auch mikroskopisch klein sein konnen. Sie sind aus einer &ufleren
Laminarschicht und einer inneren Keimschicht (germinative Schicht) aufgebaut (DUJARDIN
1993; ECKERT 1998; ROMMEL et al. 2000). Die Metazestoden haben ein vielkammeriges
(multilokuldres) Aussehen. Entgegen der fritheren Meinung handelt es sich nach
MEHLHORN und PIEKARSKI (1998) um ein Netzwerk von Schlduchen, die das Organ

durchziehen. Die Finnen von E. multilocularis haben, im Gegensatz zu denen von E.
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granulosus, ein tumorartiges Wachstum. Sie wuchern durch sprossungsartige Vorgidnge an
den Enden der Schlduche infiltrativ in das umliegende Gewebe und konnen auch Metastasen
in anderen Organen bilden. Die Schlauchenden haben oft nur einen Durchmesser von 5-10
um und werden bei Operationen daher hédufig tibersehen. Innerhalb der Schlduche entwickeln
sich aus den undifferenzierten Zellen der Keimschicht zunédchst Brutkapseln und spéter
Protoskolizes. Diese Protoskolizes sind die Kopfanlagen (Skolex) der adulten Parasiten und
fur den spiteren Endwirt infektios. Die Protoskolizes durchlaufen laut LEDUCQ und
GABRION (1992) verschiedene Entwicklungsstadien, in denen sie ultrastrukturelle und
biochemische Verdnderungen durchmachen. Durch den Verzehr -eines infizierten
Zwischenwirtes gelangt das Metazestodengewebe in den Magen-Darm-Trakt des Endwirtes.
Hier enwickelt sich der adulte Fuchsbandwurm, der bevorzugt das Jejunum und das
proximale Ileum besiedelt, bei starkem Befall aber auch den gesamten Diinndarm. Der Zyklus
ist nun geschlossen (DUJARDIN 1993; ECKERT 1998; MEHLHORN u. PIEKARSKI 1998;
ROMMEL et al. 2000; THOMPSON u. MCMANUS 2001).

Abb. 2: Entwicklungszyklus von Echinococcus multilocularis (nach BAHR 1981)
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2.2.2 Epidemiologie

Bei E. multilocularis unterscheidet man einen silvatischen und einen synanthropen
Lebenszyklus (Abb. 3). Beim silvatischen Zyklus ist der Endwirt der fiir den Parasiten
namensgebende Fuchs der Genera Vulpes und Alopex. Typische Zwischenwirte sind
Angehorige aus insgesamt acht Familien. Als epidemiologisch bedeutsame Zwischenwirte
gelten aber vor allem Vertreter aus den Familien Cricetidae (z. B. Feldmaus, Bisam, Hamster)
und Muridae (Hausmaus) (ECKERT 1996; MEHLHORN u. PIEKARSKI 1998; ROMMEL
et al. 2000; ECKERT et al. 2001c¢). Im sogenannten synanthropen Zyklus (Intermedidrzyklus)
sind dagegen Katzen (Felis catus) und Hunde (Canis lupus familiaris) als Endwirte beteiligt,
wobei die Katze weniger empfinglich fir E. multilocularis ist (KIMMIG u. SCHELLING
1991; AMMANN u. ECKERT 1996; MEHLHORN u. PIEKARSKI 1998; ROMMEL et al.
2000; DEPLAZES u. ECKERT 2001; ECKERT et al. 2001 c).

Der silvatische Zyklus scheint die hauptsachliche Ursache der Infektionen fiir Menschen und
andere Fehlwirte in den meisten endemischen Regionen zu sein (ECKERT et al. 2001 c). So
ist der Rotfuchs der vorherrschende Endwirt in West- und Zentraleuropa, andere Carnivoren
sowie Hunde und Katzen sind weniger infiziert. Fiichse miissen somit als die Hauptverteiler
der Eier von E. multilocularis angesehen werden (ECKERT 1996; ECKERT u. DEPLAZES
1999; ECKERT et al. 2001 c).

Im synanthropen Zyklus haben Hunde als Endwirt meist viele Moglichkeiten, um in Kontakt
mit infizierten Zwischenwirten zu kommen und stellen deshalb eine Infektionsquelle fiir den
Menschen dar. In St. Lawrence Island waren z. B. 1951 12 % der Hunde in einem Dorf mit E.
multilocularis infiziert. In einer Studie zwischen 1980 und 1982 waren hier 22-35 % der
gefangenen Méuse infiziert (SCHANTZ et al. 1995). In solchen Gegenden kommt es zu einer
hohen Durchseuchung der Umwelt mit den Eiern von E. multilocularis. Die Eier sind sehr
resistent gegeniiber niedrigen Temperaturen (ECKERT et al. 2001 c¢) und konnen den
gesamten Winter infektios bleiben. Von einer starken Privalenz von E. multilocularis in
Hunden wurde auch in China und der Schweiz berichtet (CRAIG et al. 1992; GOTTSTEIN
2000).
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Zyklen von Echinococcus multifoculars in Mitteleuropa
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Abb. 3: Zyklen von Echinococcus multilocularis in Mitteleuropa. Dunkle
Pfeile: Hauptwege der Ubertragung (aus: Veterindrmedizinische

Parasitologie, ROMMEL et al. 2000).

Geographische Verbreitung:

Die geographische Verbreitung von E. multilocularis ist abhéngig vom Vorhandensein seiner
natiirlichen End- und Zwischenwirte. Besonders die nordliche Hemisphére ist betroffen, mit
endemischen Gebieten in Zentraleuropa, groflen Teilen von Nord- und Zentraleurasien und

Teilen von Nordamerika (ECKERT et al. 2001 d).

Endwirte:

Der Polarfuchs (4lopex lagopus) bewohnt die eurasische und nordamerikanische
Tundrazone. In vielen Gegenden zdhlen hauptsidchlich Nager zu seinen Beutetieren
(besonders die Sumpfmaus - Microtus oeconomus, und Lemminge - Lemmus spp.,
Dicrostonyx spp.). Polarfiichse sind bekannt fiir die langen Strecken, die sie iiber das Eis

zuriicklegen konnen; diese erreichen manchmal sogar Tausende von Kilometern. Die Fiichse
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betreten normalerweise keine Dorfer, doch konnten sie z. B. durch Abfall angelockt werden
(ECKERT et al. 2001 c). Der Rotfuchs (Vulpes vulpes) hat eine weite geographische
Verbreitung in der nordlichen Hemisphére. Hierzu zéhlen auch Teile von Nordamerika,
Eurasien und Nordafrika. Im Norden tiberschneiden sich die Verteilungsgebiete von Rot- und
Polarfuchs und im Siiden wurde der Rotfuchs auch nach Australien eingefiihrt (GRZIMEK
1987; ECKERT et al. 2001 c).

Rotfiichse haben ein breites Nahrungsspektrum (Kleinsduger, Insekten, Wiirmer, Pflanzen),
welches es thnen ermoglicht, in einer groBen Anzahl von Habitaten zu tiberleben und eine
hohe Populationsdichte zu erreichen. Rotfiichse legen Entfernungen von 10-50 km innerhalb
ithres Territoriums zuriick (ECKERT et al. 2001 c). In bestimmten Regionen koénnen auch
noch andere Carnivoren in den Zyklus von E. multilocularis einbezogen sein. So zum
Beispiel der Steppenfuchs (nach GRZIMEK 1987: Alopex corsac, nach ECKERT et al. 2001
c: Vulpes corsac), der Kojote (Canis latrans), der Wolf (Canis lupus), der Marderhund
(Nyctereutes procyonoides) und die Wildkatze (Felis silvestris).

Auch Hunde (Canis lupus familiaris) und Katzen (Felis catus) konnen als Endwirte
auftreten. Sie infizieren sich durch die Aufnahme von Nagern, welche die Metazestoden
beherbergen. Die Bedeutung von Hunden und Katzen als Infektionsquellen, besonders in
Bezug auf den Menschen, ist abhingig von der lokalen Endemiesituation. In hoch
endemischen Gebieten (wie z. B. St. Lawrence Island, Alaska) sind Hunde die
Hauptinfektionsquelle fiir Menschen (ECKERT et al. 2001 c). In endemischen Gebieten mit
einem funktionierenden silvatischen Zyklus ist das Vorkommen von E. multilocularis in

Hunden und Katzen normalerweise niedrig.

Zwischenwirte:

Die Rolle der Verteilung der Zwischenwirte in Bezug auf die Ubertragungsdynamik von E.

multilocularis ist noch nicht genau gekldrt. Dies hat mit vielen variablen Faktoren wie den

unterschiedlichen Habitaten und der Populationsdynamik, unterschiedlichem Verhalten sowie
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unterschiedlicher saisonaler Verbreitung der Zwischenwirte zu tun. AuBlerdem koénnen in
endemischen Regionen mehrere Zwischenwirtspezies in Frage kommen, die wiederum auch
eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniiber E. multilocularis besitzen. Weiterhin
konnen Endwirte Vorlieben fiir bestimmte Zwischenwirte als Nahrungsquelle haben. Zu den
bedeutungsvollsten Zwischenwirten in Westalaska z&hlt zum Beispiel die Sumpfmaus
(Microtus oeconomus). Daneben werden zwar auch Infektionen bei der Polarrotelmaus
(Clethrionomys rutilus) festgestellt, aber diese Art hat eine eher geringe Signifikanz fiir den
Zyklus des Parasiten. In Nordalaska scheint der braune Lemming (nach GRZIMEK 1988b:
Lemmus trimucronatus, nach SCHANTZ et al. 1995: Lemmus sibiricus) die groBite Rolle in
der Ubertragung zu spielen. In Nordamerika sind es Hirschmaus (Peromyscus maniculatus)
und Wiesenmaus (Microtus pennsylvanicus), die vorherrschen. Jedoch gibt es auch hier
Infektionen bei anderen Nagern. In West- und Zentraleuropa wurde bei sieben Nagerspezies
eine Infektion nachgewiesen, am wichtigsten sind jedoch die Feldmaus (Microtus arvalis),
die Schermaus (Arvicola terrestris), die Hausmaus (Mus musculus) und die Bisamratte
(Ondrata zibethicus). Die Schermaus scheint jedoch kein optimaler Zwischenwirt zu sein, da
sich hier meist keine Protoskolizes ausbilden. (SCHANTZ et al. 1995; ECKERT 1996;
SCHMITT et al. 1997; ECKERT et al. 2001 c).

Seit 1989 wurde E. multilocularis in immer mehr europédischen Lédndern nachgewiesen. Die
Verbreitung in Europa betraf 1999/2000 schon 12 Lénder: Belgien, Ddnemark, Deutschland,
Frankreich, Lichtenstein, Luxemburg, Niederlande, Osterreich, Polen, Schweiz, Slowakische
Republik und die Tschechische Republik (ECKERT 1997; ECKERT u. DEPLAZES 1999;
KOLAROVA 1999; ROMIG et al. 1999 a; ROMIG et al. 1999 b; ECKERT et al. 2001 d).
Das Vorkommen von E. multilocularis in Rotfiichsen in den zentraleuropdischen Gebieten
variiert nach ECKERT et al. (2001 d) von weniger als 1 % bis tiber 60 %. In Deutschland ist
auBer in Hamburg, Bremen, Berlin und Sachsen in allen Bundeslindern von infizierten
Fiichsen berichtet worden (BALLEK et al. 1992; ENGE 1996; KIUPEL 1996; NEBEL 1996;
ROMIG et al. 1999 a; ROMIG et al. 1999 b; ECKERT et al. 2001 d). Das Vorkommen von E.
multilocularis in Rotfiichsen in Niedersachsen liegt bei bis zu 50 % (ECKERT 1997; ROMIG
et al. 1999 b). In Baden-Wiirttemberg wurde sogar eine Priavalenz von 75 % in 53 Fiichsen

festgestellt (ROMIG et al. 1999 a; ROMIG et al. 1999 c; ECKERT et al. 2001 d). Hunde
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(Canis familiaris) und Katzen (Felis catus) sind weniger haufig infiziert als Fiichse. In drei
Studien wurden zwischen 1988 und 1998 278 Katzen aus dem stark endemischen Gebiet
Baden-Wiirttemberg untersucht. Hiervon waren nur drei Tiere (1,1 %) infiziert (ECKERT et
al. 2001 d).

In Nordamerika sind besonders die Tundrazone von Alaska (USA), Kanada und weiter
siidlich die Nordzentralregion (Kanada: Alberta, Saskatchewan, Manitoba; USA: 13
benachbarte Bundesstaaten) betroffen. Die einzige endemische Region in Japan, von der
berichtet wird, ist Hokkaido. Zwischen 1989 und 1996 wurden infizierte Rotfiichse in Ost-,
West- und Zentralhokkaido gefunden. Es wird angenommen, dass E. multilocularis Japan
durch die Einfuhr von Rotfiichsen nach Rebun Island erreicht hat. Berichtet wird auch von
Féllen in der Tiirkei, im Iran, in Russland und China (SCHANTZ et al. 1995; ECKERT et
al. 2001 d).

Im Grunde sind alle Sdugetiere, einschlieBlich des Menschen, in denen sich Metazestoden
nach der Infektion mit den Eiern von E. multilocularis entwickeln kénnen, als Zwischenwirte
zu betrachten. Aus epidemiologischer Sicht ist es jedoch angebracht, zwischen wirklichen
Zwischenwirten, die eine wichtige Rolle im Verlauf des Lebenszyklus des Parasiten spielen,
und Fehlwirten, die eine "Sackgasse" fiir den Parasiten darstellen, zu unterscheiden.
Sackgasse ist deshalb der entsprechende Ausdruck, weil es zwar zum einen zur Ausbildung
der Metazestode kommt, diese jedoch keine Protoskolizes ausbildet (sterile Zysten), und zum
anderen diese Fehlwirte (z. B. Mensch) normalerweise nicht zum Nahrungsspektrum eines
Endwirtes gehoren (THOMPSON u. MCMANUS 2001). Der Lebenszyklus des Parasiten ist
somit unterbrochen. Zu den sogenannten Fehlwirten zdhlen zum Beispiel der Mensch (Homo
sapiens) und nichtmenschliche Primaten (Gorilla, Macaca spp., Lemur spp.), Haus- und
Wildschweine (Sus scrofa domesticus, Sus scrofa) aber auch Hunde (Canis lupus familiaris)
und Nutrias (Myocastor coypus) (ECKERT et al. 2001 a). Hunde kdnnen sowohl Endwirt als
auch Fehlwirt sein (ECKERT 1996; MEHLHORN u. PIEKARSKI 1998; ROMMEL et al.
2000; ECKERT et al. 2001 a; SCHUSTER et al. 2001; MATZ-RENSING et al. 2002). Sie
konnen sogar gleichzeitig mit intestinalen Stadien im Darm (Endwirt) und Metazestoden in

der Leber (Fehlwirt) befallen sein (ROMMEL et al. 2000; DEPLAZES u. ECKERT 2001).
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2.2.3 Klinik und Pathogenese

Die Infektion mit dem Metazestoden-Stadium von E. multilocularis betrifft ein breites
Spektrum an natiirlichen Zwischenwirten und Fehlwirten. Letztere spielen jedoch keine Rolle
in der Ubertragung und damit im Lebenszyklus des Parasiten. Dies schlieBt Mensch und
andere Sdugetiere mit ein (siche Kap. 2.2.2). Die Infektion von Zwischen- bzw. Fehlwirten
mit E. multilocularis kann eine ernsthafte und todliche Erkrankung, die alveoldre
Echinokokkose (AE), verursachen. Diese Erkrankung hat sowohl in der Human- als auch in
der Veterindrmedizin eine grofe Bedeutung. Neben Nagern und anderen Kleinsdugern
verschiedener Familien wird auch von Menschen, Affen und anderen Sédugetieren berichtet,
bei denen eine AE nachgewiesen wurde (BAHR 1981; AYDIN et al. 1986; WORBES et al.
1989; GEISEL et al. 1990; PFISTER et al. 1993; RIETSCHEL u. KIMMIG 1994; BRACK et
al. 1997; SCHMITT et al. 1997; SYDLER et al. 1998; BLANKENBURG et al. 2001;
ECKERT et al. 2001 a; PAWLOWSKI et al. 2001; BLANKENBURG et al. 2002;
REHMANN et al. 2003).

Die AE ist charakterisiert durch ein tumorartiges, infiltratives Wachstum der Metazestoden.
Nach oraler Infektion gelangen die Eier von E. multilocularis in den Magen-Darm-Trakt des
Zwischen- bzw. Fehlwirtes. Hier schliipfen die Onkosphédren und penetrieren die Darmwand.
So gelangen sie tiber die Blutbahn in verschiedene Organe. In der Regel ist zunéchst die
Leber betroffen, aber auch Lunge, Lymphknoten und Gehirn kénnen besiedelt werden. In den
befallenen Organen bildet sich nun die Metazestode, eine Art "Schlauchsystem", welche das
Organ durchzieht (AMMANN u. ECKERT 1996; KONDO et al. 1996; MEHLHORN u.
PIEKARSKI 1998; ECKERT et al. 2001 b). AusschlieBlich extrahepatisch vorkommende
Metazestoden ohne Beteilung der Leber sind sehr selten (AYDIN et al. 1986; ECKERT et al.
2001 b). Das Wachstum erfolgt an den soliden Enden der Schlduche, die im Durchmesser oft
nur 5-10 um erreichen. Die undifferenzierten Zellen der Keimschicht teilen sich stdndig und
verschmelzen mit dem Tegument. Dadurch kommt es zu einer stindigen Vergroferung der
Oberflache und zu einem infiltrativen Wachstum. Werden diese undifferenzierten Zellen
freigesetzt, kann es zur Ausbildung von Metastasen in anderen Organen oder Korperhohlen

kommen (MEHLHORN u. PIEKARSKI 1998; ECKERT et al. 2001 b).
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Die Symptome der AE sind abhédngig vom Stadium der Erkrankung und von der Art des
befallenen Organs. Im Anfangsstadium ist die alveoldre Echinokokkose in der Regel
symptomlos. Mit fortschreitender Gro3e des Metazestodengewebes ergeben sich dann je nach
befallenem Organ spezifische Symptome. Die Inkubationszeit und damit die
Wachstumsgeschwindigkeit des larvalen Zestodengewebes ldsst sich bei den meisten Fehl-
und Zwischenwirten schlecht feststellen, da der Infektionszeitpunkt meist nicht bekannt ist.
Jedoch scheint es, als sei die Inkubationszeit der durchschnittlichen Lebenserwartung des
betroffenen Fehl- oder Zwischenwirtes angepasst. Beim Menschen nimmt man an, dass die
Zeit zwischen Infektion und Auftreten erster Symptome ca. 10 Jahre dauert. Bei natiirlichen
Zwischenwirten ist die Wachstumsrate der Metazestoden viel groer und damit anscheinend
an die vergleichsweise kurze Lebensdauer dieser Tiere angepasst (BAHR 1981; AMMANN
u. ECKERT 1995; ECKERT et al. 2001 a; PAWLOWSKI et al. 2001).

AE bei natiirlichen Zwischenwirten:

Typisch fiir die Infektion von natiirlichen Zwischenwirten ist, dass es hier hauptsiachlich zur
Ausbildung von fertilen Zysten kommt. Das heif3t, es werden in der Regel Protoskolizes in
den Zysten nachgewiesen. Damit ist der Lebenszyklus des Parasiten gesichert, da sich nach
Aufnahme dieser Zysten durch den Endwirt die adulten Fuchsbandwiirmer entwickeln
konnen. Metazestoden wurden in einer groBen Anzahl Nagerspezies und anderen
Kleinsdugern nachgewiesen. Hierzu zidhlen zum Beispiel Angehorige der Familien Muridae
(echte Mduse), Cricetidae (Wiihler), Arvicolidae (Withlmduse; nach GRZIMEK 1988b
gehoren die Withlméuse jedoch als Unterfamilie - Arvicolinae zur Familie der Wiihler),
Dipodidae (Springméuse), Sciuridae (Hornchen), Ochotonidae (Pfeifhasen/Pikas), Soricidae
(Spitzmiuse) und Talpidae (Maulwiirfe) (SCHANTZ et al. 1995; ECKERT et al. 2001 a;
THOMPSON u. MCMANUS 2001). Sie unterscheiden sich jedoch in ihrer
epidemiologischen Signifikanz aufgrund ihrer unterschiedlichen Verbreitung (siehe auch
Kapitel 2.2.2.) und ihrer unterschiedlichen Empfindlichkeit gegeniiber einer Infektion. So
wurden nicht bei allen diesen Zwischenwirten Protoskolizes nachgewiesen (SCHANTZ et al.

1995; ECKERT et al. 2001 c).
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Bei den natiirlichen Zwischenwirten scheint die Inkubationszeit der kiirzeren Lebensdauer
dieser Tierarten angepasst zu sein. Hier schreitet die Erkrankung viel schneller voran als zum
Beispiel beim Menschen. Nach schon 2-3 Monaten post infectionem kann es zur Ausbildung
von Protoskolizes kommen, und schon nach fiinf Monaten kann der Tod eintreten. Zu den
klinischen Symptomen im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung zédhlen vor allem eine
Vergroflerung des Abdomens, eine Zunahme des totalen Korpergewichts und ein Verlust an
totaler Korpermasse. Aullerdem werden Schwiéche, Apathie, Anorexie, Aszites und eine
intensive zelluldre Infiltration mit Metazestoden-Material in Leber, Peritonealh6hle, anderen
Organen der Bauchhohle und selten auch der Lungen festgestellt. Darauf folgt meist der Tod.
(ECKERT et al. 2001 a).

AE bei Fehlwirten:

Metazestodenzysten sind beim Fehlwirt hauptsichlich steril. Es werden oft keine oder nur
sehr wenige Protoskolizes ausgebildet. Dies bedeutet fiir den Parasiten somit eine Sackgasse,
weil der Entwicklungszyklus unterbrochen ist und es nicht zur Entwicklung des adulten
Parasiten im Endwirt kommen kann. Dies macht jedoch keinen Unterschied fiir den
Krankheitsverlauf im Fehlwirt, denn es kommt, wie beim natiirlichen Zwischenwirt, zur
Bildung von Finnenbldschen, die infiltrativ in das betroffene Organ einwachsen. Der
Unterschied besteht nur im Fehlen der Protoskolizes in diesen Blidschen und hat somit nur fiir

den Parasiten Konsequenzen (ECKERT et al. 2001 a).

Berichtet wurde von Metazestoden in verschiedenen Sdugetierspezies. Eine AE wurde beim
Haushund (Canis lupus familiaris) (GEISEL et al. 1990; HALLER et al. 1998; SCHUSTER
et al. 2001; MATZ-RENSING et al. 2002), Hausschwein (Sus scrofa domesticus) (SYDLER
et al. 1998), Wildschwein (Sus scrofa) (PFISTER et al. 1993), Pferd (Equus caballus)
(MIYAUCHI et al. 1984), Nutria (Myocastor coypus) (WORBES et al. 1989), Mensch (Homo
sapiens) (BAHR 1981; AYDIN et al. 1986; PAMIR et al. 1991; THOMPSON u. LYMBERY
1995; AMMANN u. ECKERT 1996; ECKERT 1996; PAWLOWSKI et al. 2001) und
verschiedenen nichtmenschlichen Primaten der Genera Gorilla (KONDO et al. 1996;



32 LITERATURUBERSICHT

REHMANN et al. 2003), Macaca (RIETSCHEL u. KIMMIG 1994; BRACK et al. 1997;
BLANKENBURG et al. 2001, 2002), Lemur (KONDO et al. 1996) und Pongo (ECKERT et

al. 2001 a) nachgewiesen.

Untersuchungen haben ergeben, dass die Entwicklung der Metazestoden in Pferden, Haus-
und Wildschweinen anscheinend unterdriickt wird und es sogar zu einem Absterben der
Finnen kommen kann (PFISTER u. FRANK 1988; PFISTER et al. 1993; SYDLER et al.
1998; DEPLAZES u. ECKERT 2001; ECKERT et al. 2001 a). Dagegen ist der Verlauf der

Infektion bei anderen Spezies viel dynamischer.

Hund: Bei Hunden wird von starker VergroBerung von Abdomen und Leber, Aszites,
Hypergammaglobulindmie und anderen Symptomen berichtet (GEISEL et al. 1990; HALLER
et al. 1998; SCHUSTER et al. 2001; MATZ-RENSING et al. 2002). Im Bericht von GEISEL
et al. (1990) wurden die Tiere mit Verdacht auf Tumor oder Pyometra eingewiesen. Betroffen
waren hier zum Beispiel Leber, Lunge und Omentum. Protoskolizes wurden nachgewiesen.
SCHUSTER et al. (2001) berichten von Finnen in der Unterhaut eines Hundes. In der
Schweiz wurde das erste Mal eine gleichzeitige Infektion von Leber (Metazestodenstadium)

und Darm (adulter Fuchsbandwurm) bei Hunden festgestellt (DEPLAZES u. ECKERT 2001).

Mensch: Die AE beim Menschen ist charakterisiert durch einen meist chronischen Verlauf,
der Wochen, Monate oder Jahre dauern kann. Die Inkubationszeit verlduft asymptomatisch
und kann beim Menschen bis zu 15 Jahre dauern. Besonders geféhrdet sind Personen, die
direkt mit Endwirten zu tun haben oder mit von Kot verunreinigten Materialien dieser
Endwirte arbeiten. Personen, die in der Landwirtschaft tdtig sind, scheinen ein erhohtes
Infektionsrisiko zu haben (ECKERT et al. 2001 b). Hunde und Katzen, die sich durch
Aufnahme infizierter Zwischenwirte infizieren, stellen aufgrund ihrer intensiven Beziehung
zum Menschen eine wichtige Infektionsquelle fiir den Menschen dar (SCHANTZ et al. 1995;
ECKERT et al. 2001 c). Nach oraler Infektion mit den Eiern von E. multilocularis entwickeln
sich die Metazestoden fast ausschlieBlich in der Leber. Makroskopisch sind alveolére
Strukturen und viele unregelméBige Zysten zu beobachten. Die betroffenen Stellen in der

Leber variieren von einigen Millimetern GroBe bis hin zu ausgedehnten Gebieten von
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infiltriertem Lebergewebe (15-20 cm). Primédr extrahepatische Lokalisationen der
Metazestoden sind auch beim Menschen sehr rar, jedoch wird sekundires
Metazestodengewebe in anliegenden oder auch entfernteren Organen beobachtet. Dieses
entsteht durch Metastasierung aufgrund der Streuung von Keimzellen via Blut- oder
Lymphgefdllen. Metastasen konnen sich in Lunge, Gehirn, Knochen und anderen Organen
entwickeln (BAHR 1981; AYDIN et al. 1986; PAMIR et al. 1991; AMMANN u. ECKERT
1995; PAWLOWSKI et al. 2001). Brutkapseln und Protoskolizes werden nur selten gebildet,
was ein Zeichen dafiir sein konnte, dass Menschen keine optimalen Bedingungen fiir den

Parasiten bieten (AMMANN u. ECKERT 1995; PAWLOWSKI et al. 2001).

Nach der asymptomatischen Inkubationsphase kommt es meist zu einem chronischen Verlauf.
Die Mortalitdt ist in unbehandelten Fillen sehr hoch. Es wird angenommen, dass die
Wachstumsrate der Metazestoden beim Menschen relativ niedrig ist, weil 95 % der Patienten
mit AE tiber 20 Jahre alt sind. Bei Kindern ist die AE selten, jedoch existieren auch einige
Berichte von AE bei 5 bis 10 Jahre alten Kindern. Hier muss die Inkubationszeit unter 5 oder
10 Jahren gelegen haben. Normalerweise wird aber eine Inkubationszeit von 10 bis 15 Jahren
erwartet. Die meisten der Patienten mit AE liegen in einer Altersgruppe zwischen 50 und 70
Jahren, wobei der jlingste Patient 10 Jahre und der dlteste 89 Jahre alt war. Das Verhéltnis
zwischen ménnlichen und weiblichen Patienten ist ungefidhr gleich (AMMANN u. ECKERT
1995; PAWLOWSKI et al. 2001).

Das klinische Bild gleicht beim Menschen einer hypertrophen Leberzirrhose oder einem
Leberzellkarzinom. Der grofte Teil der Patienten bleibt zunéchst fieber- und schmerzfrei. Die
Patienten werden durch den immer stirker werdenden lkterus klinisch auffillig, der
weiterfiilhrende diagnostische MaBnahmen notig werden lisst (BAHR 1981). Zu den
Symptomen der AE beim Menschen zdhlen der zunehmende Ikterus (in einem Drittel der
Fille) und/oder epigastrische Schmerzen (im zweiten Drittel der Fille). Im letzten Drittel der
Patienten zeigen sich Miidigkeit, Gewichtsverlust, Hepatomegalie und abnorme Ergebnisse in
Routinelaboruntersuchungen (AMMANN u. ECKERT 1995; PAWLOWSKI et al. 2001).
Aber auch eine eingeschrinkte Zwerchfellbeweglichkeit und atemabhéngige Schmerzen

konnen auftreten, wenn die Zysten mit dem Zwerchfell verbunden sind. Weitere Symptome
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konnen sein: eine Magenausgangsstenose (duch Zysten im linken Leberlappen), eine portale
Hypertension mit Osophagusvarizen, Caput medusae und Aszites durch Druck auf die
Pfortader, sowie eine Ausbreitung der Verdnderungen in das Abdomen mit anaphylaktischem
Schock oder eine Perforation durch das Zwerchfell (BAHR 1981). Bei Lokalisation der
Zysten im Gehirn werden vor allem neurologische Symptome beobachtet, wie zum Beispiel
starke Kopfschmerzen, Lihmungserscheinungen und epileptische Anfille (AYDIN et al.
1986; PAMIR et al. 1991). Die Blutsenkung ist in den meisten Fillen erhoht. In
fortgeschrittenen Féllen ist auch eine Lymphopenie festzustellen, aber eine Eosinophilie ist
meist nicht vorhanden. Bei Patienten mit intrahepatischer Gallengangskompression oder
-obstruktion wird Cholestase mit oder ohne Ikterus beobachtet. Hypergammaglobulinimie
wird bei den meisten Patienten festgestellt und ist ein Zeichen fiir die Bildung spezifischer

polyklonaler Antikdrper (PAWLOWSKI et al. 2001).

Nichtmenschliche Primaten: Unter natiirlichen Bedingungen ist eine AE bei Affen nicht zu
erwarten, da das Vorkommen von E. multilocularis nicht mit den Verbreitungsgebieten von
nichthumanen Primaten iibereinstimmt (RIETSCHEL u. KIMMIG 1994). Jedoch liegen
Berichte aus verschiedenen Zoos und anderen Affenhaltungen vor. Berichtet wird von einer
AE bei Kattas (Lemur catta) (BAUMGARTNER 1990; KONDO et al. 1996), Javaneraffen
(M. fascicularis) (RIETSCHEL u. KIMMIG 1994), Rhesusaffen (M. mulatta) (BRACK et al.
1997), Gorillas (Gorilla gorilla) (KONDO et al. 1996; REHMANN et al. 2003), Orang-Utans
(Pongo pygmaeus) (ECKERT et al. 2001 a) und Bartaffen (M. silenus) (BLANKENBURG et
al. 2001, 2002). Bei allen zeigte sich eine immer stirker werdende Vergroferung des
Abdomens, die im Anfangsstadium leicht mit einer Trachtigkeit zu verwechseln war
(RIETSCHEL u. KIMMIG 1994; KONDO et al. 1996; BRACK et al. 1997, REHMANN et
al. 2003).

Im Fall des Kattas wurden neben der abdominalen VergroBerung keine weiteren Symptome
und Beeintrachtigungen des Allgemeinbefindens beobachtet. Zystische Verdnderungen
wurden hier in Leber und leber- und lungenassoziierten Lymphknoten festgestellt. Hier kam
es eine Woche nach Feststellung der abdominalen Umfangsvergroferung zu Tachypnoe und

am darauffolgenden Tag zum Tod (KONDO et al. 1996). Bei einem betroffenen Gorilla
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waren nicht nur die Leber und die Lymphknoten von zystischen Veridnderungen betroffen,
sondern auch Lunge und Gehirn. Entsprechend waren auch die Symptome: zerebrale
Ausfallserscheinungen mit mehreren Schwicheanfillen und rechtsseitiger Hemiparese. Nach
drei Monaten erholte sich das Tier wieder, aber einige Monate spiter wurden sogenannte
Jackson Anfille beobachtet (Epilepsie mit fokalen Anfillen). Der Gorilla wurde anorektisch
und zeigte im weiteren Krankheitsverlauf auch eine Fazialisparese (KONDO et al. 1996).
Auch REHMANN et al. (2003) berichten von zwei Gorillas mit AE. Die betroffenen Tiere
wurden aufféllig durch immer wiederkehrende Perioden mit Apathie, Anorexie, Schwéche
und fortschreitender VergroBerung des Abdomens. Bei einem Orang-Utan wurde von
Abmagerung, geringem Appetit und Ikterus berichtet (ECKERT et al. 2001 a). Bei einem Fall
eines Rhesusaffen wurde nach Feststellung der abdominalen Vergréferung und nach
Ausschluss einer Trachtigkeit eine Hepatomegalie und ein Aszites diagnostiziert. Das
Allgemeinbefinden verschlechterte sich immer mehr, so dass das Tier euthanasiert wurde.
Zystische Verdnderungen wurden in Leber, Lunge, Magenwand und Mesenteriallymphknoten
festgestellt (BRACK et al. 1997). Bei einem Javaneraffen kam es im Alter von 18 Monaten
zum Tode. Bei der Obduktion wurde eine stark vergréferte und tumorartig verdnderte Leber
festgestellt. Diese war mit Magen und Diinndarm verwachsen (RIETSCHEL u. KIMMIG

1994). Protoskolizes lieBen sich in allen Fallen nur vereinzelt finden.

2.2.4 Pathologie

Die makroskopischen Befunde der an AE erkrankten Lebewesen sind einander sehr dhnlich.
Die Leber ist das am hdufigsten betroffene Organ. Zu den Hauptbefunden zdhlt vor allem eine
Hepatomegalie. Meist sind neben der Leber auch andere Organe betroffen, wie zum Beispiel
die Unterhaut beim Hund (SCHUSTER. et al. 2001), das Gehirn bei Mensch und Gorilla
(AYDIN et al. 1986; PAMIR et al. 1991; KONDO et al. 1996) und hdufig auch die Lunge
(GEISEL et al. 1990; AMMANN u. ECKERT 1995; KONDO et al. 1996; BRACK et al.
1997; ECKERT et al. 2001 b). Die Leberlymphknoten sind meist vergroBert und zystisch
durchsetzt. Dies trifft auch oft auf die Mesenteriallymphknoten und Lungenlymphknoten zu

(GEISEL et al. 1990; KONDO et al. 1996; BRACK et al. 1997). Fille, in denen von
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ausschlieBlich extrahepatischen Lésionen berichtet wird, sind extrem selten (AYDIN et al.
1986; SCHUSTER et al. 2001). Primdres Manifestationsorgan scheint die Leber zu sein. Von
hier aus kommt es zur "Verstreuung" der Keimzellen iiber Blut- und Lymphgefdfle und damit
zur Metastasierung (AMMANN u. ECKERT 1995; ECKERT et al. 2001 a; PAWLOWSKI et
al. 2001). Die Leber ist meist vergrofert und mehr oder weniger mit zystischem Gewebe
durchsetzt. RIETSCHEL und KIMMIG (1994) berichten von einer stark vergréBerten und
tumorartig verdnderten Leber bei einem Javaneraffen, die mit Magen und Ditinndarm
verwachsen war. KONDO et al. (1996) fanden bei einem Gorilla einen grof3en blasenartigen
und nekrotischen Hohlraum mit gelblich weiler Fliissigkeit, der sich auf der viszeralen
Oberflache des rechten Leberlappens befand. Auch das Lungenparenchym war hier mit
miliaren weillen Knotchen durchsetzt, und das Gehirn zeigte neben einer 6dematdsen
Verdanderung auch eine Zyste von 3 cm Durchmesser in der linken Frontalregion.
REHMANN et al. (2003) berichten von zwei Gorillas. Bei einem Tier waren alle
abdominalen Organe iiberzogen mit einer dicken grau-weillen Fliissigkeit. Zwischen diesen
Organen wurden fibrinse Verklebungen beobachtet. Bei dem anderen Gorilla war
hauptsichlich die Leber betroffen. KONDO et al. (1996) berichten auch von einem Katta, bei
dem die alveoldren zystischen Massen sogar mehr als die Hélfte der Brust- und Bauchhohle
ausfiillten. Bei einem Rhesusaffen wurde eine generalisierte subakute Peritonitis festgestellt.
Auch hier wurde eine VergroBerung der Leber mit einer teilweise schon vollstindigen
fibrésen Transformation des Lebergewebes diagnostiziert. Die Zysten waren hier entweder
leer oder mit einer farblosen gelatineartigen Fliissigkeit gefiillt, und auch das Lungengewebe

war von miliaren knotigen Strukturen durchzogen (BRACK et al. 1997).

Bei einem Hund wurden neben einer geschwollenen und mit Zysten durchsetzten Leber sowie
einer mit Zysten durchsetzten Lunge auch eine fibroblastische Peritonitis im kranialen
Bereich der Bauchhohle und am Zwerchfell festgestellt. Ein anderer Hund zeigte ein
fuBballgrofles Gebilde im grofen Netz (GEISEL et al. 1990), und HALLER et al. (1998)
berichten von einer festen, 13-15 cm im Durchmesser gro3en Masse, ausgehend vom rechten
und linken Leberlappen eines Hundes. Oftmals zeigen die zystischen Verdnderungen in den
zentralen Bereichen nekrotische Verdnderungen und Verkalkungen (GEISEL et al. 1990;
AMMANN u. ECKERT 1995; AMMANN u. ECKERT 1996; ECKERT et al. 2001 b).
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MATZ-RENSING et al. (2002) beschreiben eine 2400 g schwere, von der Leber ausgehende,
blumenkohlartige Umfangsvermehrung, welche zentral eine grofflachige Nekrose mit
Hohlraumbildung aufwies. Dieser Hohlraum war mit einer trilben, kornigen Fliissigkeit

gefiillt.

Histologisch liegen in vielen Fiéllen gekammerte Strukturen, umrandet von
Entziindungsreaktionen, vor. Die Zysten sind oft eingelagert in nekrotisches mineralisiertes
Gewebe und bestehen aus einer dufleren Laminarschicht und einer inneren germinativen
Schicht (Keimschicht). Im Inneren sind teilweise Kalkkorperchen und Protoskolizes zu finden
(GEISEL et al. 1990; AMMANN u. ECKERT 1996; KONDO et al. 1996; BRACK et al.
1997; REHMANN et al. 2003). Die Entziindungszellreaktion ist charakterisiert durch
Fremdkorperriesenzellen. KONDO et al. (1996) berichten von zystischen Verdnderungen in
der Leber und den assoziierten Lymphknoten. Hierbei beobachteten sie, dass das
perizystische Gewebe innen aus Epitheloidzellen mit Fremdkdorperriesenzellen und auB3en aus
dichtem fibrosen Gewebe bestand. AuBerdem stellten sie eine schwere Infiltration von
Lymphozyten und Makrophagen im interzystischen Gewebe fest. Im Gehirn beobachteten sie
Astrozytosen und eine granulomatdse Reaktion, die nicht so stark ausfiel wie in der Leber.
Die zystischen Verdnderungen in der Unterhaut eines Hundes wiesen sowohl Protoskolizes
als auch lymphoide Zellaggregate auf (SCHUSTER et al. 2001). PAMIR et al. (1991)
berichten von fokal oder diffus nekrotischen Zysten im Hirngewebe von mehreren humanen
Patienten, die von hyalinem fibrotischen Gewebe oder Entziindungszellreaktionen mit
Fremdkorperriesenzellen umrandet sind. Protoskolizes beobachteten sie hier nicht. Das
Vorkommen von Protoskolizes in Fehlwirten ist unregelméBiger als bei natiirlichen

Zwischenwirten, jedoch sind sie auch hier vereinzelt zu finden.

2.2.5 Therapie

Die Therapie der AE ist schwierig, da Symptome meist erst im fortgeschrittenen Stadium der
Krankheit auftreten, und es deshalb oft erst spit zu einer Diagnose kommt. Zu diesem

Zeitpunkt ist die Krankheit hdufig schon sehr weit fortgeschritten. Eine spezifische klinische
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Erfahrung ist Voraussetzung fiir eine optimale Therapie, deshalb sollten sich an AE erkrankte
Menschen direkt an die nationalen/regionalen AE Referenzzentren wenden. Auch bei
infizierten Tieren ist die Kontaktierung des fir Echinokokken spezifischen
Referenzzentrums/Konsiliarlaboratoriums ~ anzuraten. In  Deutschland  ist  das
Konsiliarlaboratorium fiir Echinokokken des Institutes fiir Hygiene und Mikrobiologie der
Universitdt Wiirzburg erster Ansprechpartner. Fiir eine erfolgreiche Therapie ist eine frithe
Diagnose der AE von grofler Bedeutung, da die parasitiren Verdnderungen mit einem

malignen Tumor vergleichbar sind (PAWLOWSKI et al. 2001).

Grundsitzlich gibt es verschiedene Moglichkeiten zur Therapie. Bei menschlichen Patienten
gilt in operablen Fillen eine radikale chirurgische Resektion der parasitdren Verdanderung als
erste Wahl. Nach der chirurgischen Entfernung ist eine Chemotherapie fiir eine begrenzte Zeit
angezeigt (PAWLOWSKI et al. 2001). Eine weitere Mo6glichkeit ist in inoperablen Fillen
eine Langzeit-Chemotherapie. Dies gilt auch fiir Fille mit einer unvollstdndigen chirurgischen

Resektion oder aber nach Lebertransplantationen (PAWLOWSKI et al. 2001).

Bei an AE erkrankten Tieren bestehen die gleichen Therapiemdoglichkeiten, jedoch ist oft der
finanzielle Aspekt ein limitierender Faktor. Grundsétzlich aber sind Chirurgie und
Chemotherapie in den meisten Féllen genauso anwendbar wie beim Menschen, vorausgesetzt

die Erkrankung ist noch nicht so weit fortgeschritten.

Fiir die Chemotherapie der AE werden vorzugsweise die zwei Benzimidazole Albendazol
(Eskazole®, SmithKline Beecham Animal Health, GroBbritannien) und Mebendazol (Vermox
forte”, Janssen-Cilag, Belgien) benutzt. Dabei wird aber in der Regel nur eine Parasitostase
und keine Heilung erreicht (ECKERT 1996; ECKERT et al. 2001 a; PAWLOWSKI et al.
2001). Beim Menschen fiihrt diese jedoch in > 80 % der Fille zu einer klinischen Besserung
und einer signifikanten Lebensverldngerung (bei 70 behandelten Patienten 10-
Jahresiiberlebensrate 89 %, statt 6-25 % bei unbehandelten Patienten) (ECKERT 1996). Eine
Ubersicht iiber Moglichkeiten einer Chemotherapie gibt Tabelle 1. Nach HEYD et al. (2000)
sollte mit der medikamentosen Therapie bei humanen Patienten 4 Wochen vor dem

chirurgischen Eingriff begonnen werden, um eine intraoperative parasitire Aussaat zu
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vermeiden. Bei einer Lebertransplantation betrdgt die Dosierung von Mebendazol 4-4,5 g pro
Tag. Die Therapie mit Mebendazol soll nach HEYD et al. (2000) bei einer kompletten
chirurgischen Resektion solange weitergefiihrt werden, bis eine serologische Normalisierung
eingetreten ist. Bei unvollstindiger Resektion muss eine jahrelange Therapie angestrebt
werden. Gleichzeitig miissen regelmiflige radiologische und serologische Kontrollen
durchgefiihrt werden. Nach KERN et al. (1994) sollte bereits 10 Wochen vor der geplanten
Operation mit einer medikamentdsen Vorbehandlung begonnen werden. Albendazol sollte in
regelmiBigen Zyklen von 28 Tagen in einer Dosierung von 10-15 mg/kg Korpergewicht zu
fettreichen Mahlzeiten, verteilt auf eine morgendliche und eine abendliche Dosis, verabreicht
werden. Danach sollte eine 14tigige Pause gemacht werden. Diese Therapie sollte {iber Jahre
fortgesetzt werden (KERN et al. 1994; REUTER et al. 1998). Mebendazol wird nach KERN
et al. (1994) und REUTER et al. (1998) in einer Dosierung von 40-50 mg/kg Koérpergewicht
zu fettreichen Mahlzeiten, verteilt auf drei tdgliche Dosen, verabreicht. Dies wird
kontinuierlich durchgefiihrt. Die regelmifBige Bestimmung des Medikamentenspiegels ist bei

Mebendazol hilfreich.

Fiir die serologischen Untersuchungen zur Diagnose und Uberwachung wurde der Em2P"s
ELISA entwickelt und kommerzialisiert. Dieser Test basiert auf einer Kombination von Em2-
und I1/3-10 Antigenen. Er scheint ein diagnostischer Test mit einer hohen Sensitivitét (97 %)
zu sein und erlaubt auch eine Unterscheidung zwischen AE und CE (zystische Echinokokkose

verursacht durch E. granulosus) (GOTTSTEIN et al. 1993).

Auch bei Tieren zeigten die Anthelmintika der Benzimidazolgruppe die besten Ergebnisse. Es
gibt jedoch keine Routinebehandlung, da die Applikation von Benzimidazolen in effektiven
Dosierungen bei Tieren oft zu teuer ist. Uber die Therapie von Tieren mit Benzimidazolen
existieren nicht viele Berichte. HALLER et al. (1998) beschreibt eine Chemotherapie mit
Albendazol (Valbazen®, SmithKline Beecham Animal Health, GroBSbritannien) nach radikaler
chirurgischer Resektion der parasitiren Verdnderungen bei einem Hund. 10 mg/kg
Korpergewicht wurden tiglich mit dem Futter verabreicht. Diese Behandlung wurde in
wechselnden Zyklen von 4 Wochen gefolgt von 2 Wochen ohne Medikation durchgefiihrt.

Gleichzeitig wurde der Hund mit Praziquantel (Droncit®, Bayer AG, Leverkusen,
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Deutschland) (10 mg/kg Korpergewicht) behandelt, um eine eventuell gleichzeitige Infektion
mit den intestinalen Stadien von E. multilocularis auszuschlieBen. Diese Behandlung wurde
einmal nach zwei Wochen wiederholt. Gleichzeitig wurde ein intensives
Uberwachungsprogramm durchgefiihrt. Alle drei Monate wurde ein groBes Blutbild erstellt,
die chemischen Blutwerte bestimmt, eine Serumelektrophorese sowie eine
Ultraschalluntersuchung der Leber und serologische Tests auf E. multilocularis durchgefiihrt.
Fiir Letzteres wurden vor und nach der chirurgischen Behandlung ELISA - Tests mit fiir E.
multilocularis hoch spezifischen Antigenen (EmG11, Em2™™ und 11/3-10) durchgefiihrt. Der
Antikorperspiegel im Serum des Hundes war 46 Tage nach dem chirurgischen Eingriff in
allen drei serologischen Tests weniger stark positiv. Nach 109 Tagen zeigte nur noch der I1/3-
10 ELISA schwach spezifische Reaktionen, welche sich aber am 221. und 326. Tag nach der
Resektion zu einem negativen Wert verdnderten. Der Hund wurde wihrend einer Periode von
21 Monaten mit 15 chemotherapeutischen Zyklen behandelt. Nach fast zwei Jahren zeigte er

keine Anzeichen fiir ein Wiederauftreten der Erkrankung.

Auch DEPLAZES und ECKERT (2001) berichten von der Therapie der AE bei Hunden mit
Albendazol fiir fiinf Monate bis zwei Jahre. Ausgedehnte Studien mit Benzimidazolen wurden
auch bei Nagern durchgefiihrt, die mit Metazestoden von E. multilocularis infiziert waren. Es
wurden Langzeitbehandlungen mit Albendazol (60 Tage), Fenbendazol (60-200 Tage),
Flubendazol (60-200 Tage) und Mebendazol (60-300 Tage) bei einer Dosierung von 30-50
mg/kg Korpergewicht durchgefiihrt. Es kam zu einer Reduktion des Metazestodengewichtes
von bis zu 99 % im Vergleich zu unbehandelten Féllen. Trotz allem blieben die Metazestoden
aber in den meisten Fillen lebensfihig, ganz im Gegensatz zu den Ergebnissen, die bei E.
granulosus mit derselben Dosierung in einer kiirzeren Zeit erreicht wurden. Hier kam es zur
Zerstorung oder sogar zur Abtotung von E. granulosus (ECKERT et al. 2001 a). Auch
Praziquantel wurde auf seinen Effekt auf AE bei Nagern getestet. Hier konnte keine
signifikante Hemmung der Metazestodenproliferation bei E. multilocularis festgestellt werden
(30-50 mg/kg Korpergewicht fiir bis zu 60 Tage). Nur eine ausgepridgt hohe Dosierung von
500 mg/kg Korpergewicht fiir 180 Tage hemmte die Proliferation des Parasiten bei Nagern
um 84 %, was immer noch unter der Wirkung von Mebendazol und Albendazol liegt. Deshalb

scheint es keinen experimentellen Beweis dafiir zu geben, dass Praziquantel in realistischen
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Dosierungen einen erfolgreichen chemotherapeutischen Effekt auf die AE hat (AMMANN u.
ECKERT 1995; ECKERT et al. 2001 a).

Tabelle 1: Ubersicht iiber Therapiemodglichkeiten

Therapie in

Beginn der Zyklen Zyklen Dosierung  Dauer der
Therapie ja/mein dauer Pause mg/kg KG Therapie
M h
ense Mebendazol 10 Wo vor OP* nein 50 iber Jahre
Albendazol 10 Wo vor OP* ja 28 Tage 14 Tage 10 iiber Jahre
Hund Albendazol postoperativ ja 4 Wo 2 Wo 10 tiber Jahre
Praziquantel zweimalig, 10 zweimal
(bei adulten  gleichzeitig mit ja einmalig 2 Wo  (Wdh. nach innerhalb von
Darmparasiten)  Albendazol 2 Wo) 2 Wo

*)nach HEYD et al. (2000) 4 Wochen

2.3 Der Haupthistokompatibilititskomplex (major histocompatibility complex, MHC)

Als Haupthistokompatibiltdtskomplex (MHC) bezeichnet man einen Chromosomenabschnitt,
auf dem u. a. Antigen prasentierende Proteine kodiert werden, die eine wichtige Rolle im
Immunsystem der Vertebraten spielen. Diese Proteine sind wichtig bei der Unterscheidung
des Korpers zwischen "Selbst" und "Fremd" und bei der Entwicklung der humoralen und
zellvermittelten Immunantwort. Die Gene des MHC kodieren u. a. fiir Proteine, die Antigene
prasentieren. Beim Menschen befindet sich der MHC auf dem kurzen Arm des Chromosom 6
und wird als HLA bezeichnet JANEWAY u. TRAVERS 1997; BONTROP et al. 1999). Beim
Rhesusaffen (M. mulatta), bei dem der MHC mit Mamu bezeichnet wird, werden die
Chromosomen 2 (GARVER et al. 1980) und 5 (HIRAI et al. 1991) diskutiert. Der MHC
besteht insgesamt aus ca. 200 Genen und erstreckt sich beim Menschen auf ca. 4 x 10°

Basenpaare (JANEWAY u. TRAVERS 1997).

Von einigen Krankheiten ist bekannt, dass sie mit bestimmten Allelen des MHC assoziiert
sind, z. B. Autoimmunerkrankungen und Allergien. Es wurden auch Assoziationen mit der

Suszeptibilitdt, bzw. Resistenz gegen einige bakterielle und virale Erkrankungen festgestellt.
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Hierzu gehoren z. B. auch HIV - Infektionen (HILL 1998).

2.3.1 Struktur und Funktion der MHC-Molekiile

Der humane MHC-Genkomplex ist in drei Regionen (I - III) untergliedert. Diese kodieren fiir
unterschiedliche Klassen von MHC-Molekiilen.

Die Molekiile der Region III sind in Struktur und Funktion sehr unterschiedlich und nicht mit
den MHC-Klasse-I- und II-Molekiilen verwandt. Zu ihnen gehéren z. B. I6sliche
Serumproteine, Komponenten des Komplementsystems und Tumor-Nekrose-Faktoren, die
hier nicht weiter besprochen werden sollen. Die Antigen priasentierenden Molekiile der
Regionen I und II sind membrangebundene Heterodimere mit extrazelluldr gelegenen

Doménen, welche auf die Bindung von Peptiden spezialisiert sind.

MHC-Klasse-I-Molekiile:

Die Antigen présentierenden MHC-Klasse-I-Molekiile sind membrangebundene
Glykoproteine, die sich auf fast allen kernhaltigen Zellen befinden. Sie prasentieren Peptide
auf der Zelloberflidche, die von Proteinen aus dem Zytosol stammen. Diese Proteine stammen
von Viren oder Bakterien, die sich im Zytosol der Zelle vermehren (JANEWAY u.
TRAVERS 1997). Die zytosolischen Proteine werden von einem multikatalytischen
Proteasekomplex (Proteasom) im Zytosol abgebaut. Anschlieend werden die Peptide in das
Endoplasmatische Retikulum transportiert. Hier binden sie an die MHC-Klasse-I-Molekiile
und werden dann auf der Zelloberfldche prasentiert. Das présentierte Peptid wird, wenn es
korperfremd ist, von CD8-T-Zellen erkannt. Die Erkennung fiihrt nun zur Aktivierung und
Differenzierung der CD8-T-Zellen in zytotoxische T-Zellen. Diese eliminieren die infizierten
Antigen prédsentierenden Zellen und verhindern so die Verbreitung einer Infektion

(JANEWAY u. TRAVERS 1997).
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Die MHC-Klasse-I-Molekiile bestehen aus zwei Polypeptidketten, einer U- oder schweren
Kette und einer kleineren Kette, dem U,-Mikroglobulin (Abb. 4). Die U-Kette ist im MHC-
Genkomplex kodiert, wihrend das U,-Mikroglobulin nicht im MHC-Genkomplex kodiert ist.
Das Molekiil besteht aus vier Doménen, drei davon bildet die U-Kette (U;.3) und eine das [,-
Mikroglobulin. Nur die U-Kette durchdringt die Zellmembran. Die Doménen U} und U, bilden
ein Paar und schaffen so einen Spalt an der Oberfliche des Molekiils. Dieser Spalt ist die
Peptidbindungsregion (PBR) (JANEWAY u. TRAVERS 1997). Die Struktur der PBR wurde
durch die Untersuchung der Kristallstruktur der MHC-Molekiile aufgeklart (BJIORKMAN et
al. 1987 a; BIORKMAN et al. 1987 b; SAPER et al. 1991; BROWN et al. 1993; STERN et
al. 1994; GARBOCZI et al. 1996). Die PBR gleicht einer Art Grube, deren Boden durch [-
Faltblatt-Strukturen gebildet wird. Die Rénder werden von zwei [-Helices gebildet. Im
Bereich der Grube befinden sich verschiedene Seitenreste, die in die Grube hineinragen und
sich auch auf der Oberflache der -Helices befinden. Die Peptidbindung in der Grube erfolgt
tiber Aminoséurenreste, die in Taschen der PBR des MHC-Molekiils hineinragen. Die MHC-
Klasse-I-Molekiile kénnen in dieser PBR Peptide mit einer Linge von 8-10 Aminoséuren
binden (ROTZSCHKE et al. 1990; JARDETSKY et al. 1991; MADDEN et al. 1991;
FREMONT et al. 1992). Ein Teil der Aminosduren des gebundenen Peptids ragt aus der
Bindungsgrube heraus und kann durch diese exponierte Lage in direkten Kontakt mit dem T-

Zellrezeptor treten.

MHC-Klasse-II-Molekiile:

Die Antigen prédsentierenden MHC-Klasse-1I-Molekiile werden durch die MHC-Klasse-II-
Region kodiert. Diese Molekiile sind membrangebundene Glykoproteine, die sich
hauptsédchlich auf Zellen des Immunsystems befinden (z. B. Makrophagen, B- und T-
Lymphozyten). Diese Zellen présentieren den CD4-T-Zellen mit Hilfe der MHC-Klasse-II-
Molekiile Antigenpeptide. MHC-Klasse-II-Molekiile prisentieren Peptide, die aus
extrazelluldren Krankheitserregern und Proteinen stammen, sowie Peptide von Erregern, die

sich in intrazelluldren Vesikeln vermehren, wie z. B. Leishmania-Arten und Mycobakterien

(JANEWAY u. TRAVERS 1997). Durch Endozytose werden die Proteine der extrazelluldren
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Pathogene in das vesikuldre System der Zelle aufgenommen. Wihrend sich die Vesikel
(Endosomen) in Richtung auf das Zellinnere bewegen, werden sie zunehmend saurer. Durch
diesen steigend sauren pH-Wert werden die Proteasen der Vesikel aktiviert und spalten die
Proteine zu Peptidfragmenten. Spéter gelangen neu synthetisierte MHC-Klasse-1I-Molekiile
in solche angesduerten Vesikel, binden die Peptidfragmente der Pathogene und transportieren
sie an die Zelloberfldche. Haben die CD4-T-Zellen das fremde Peptid auf Makrophagen oder
B-Zellen erkannt, werden sie aktiviert, schiitten Zytokine aus und aktivieren die humorale und
zellvermittelte Immunantwort. Die aktivierten Makrophagen téten die intravesikuldren
Erreger in ithrem Inneren. Die aktivierten B-Zellen beginnen mit der Produktion von l6slichen

Antikorpern JANEWAY u. TRAVERS 1997).

Die MHC-Klasse-1I-Molekiile bestehen aus zwei Peptidketten (U- und U-Kette) (Abb. 4).
Beide Ketten durchdringen, im Gegensatz zu den MHC-Klasse-I-Molekiilen, die Membran.
Beide Ketten werden von Genen der MHC-II-Region kodiert. [- und [-Kette bestehen aus
zwei extrazelluliren Doménen, einer Transmembranregion und einer zytoplasmatischen
Region. Die extrazelluliren Doménen [J; und [; bilden die PBR, die im Gegensatz zu den
MHC-Klasse-I-Molekiilen an den Enden weiter geoftnet ist (BROWN et al. 1993; STERN et
al. 1994; JANEWAY u. TRAVERS 1997). Dadurch kénnen hier langere Antigene von 13-24
Aminosduren gebunden werden, weil die Enden tiber die PBR hinausragen (RUDENSKY et
al. 1991; HUNT et al. 1992; BROWN et al. 1993). Diese Enden werden nicht gebunden und
spielen bei der Antigenerkennung keine Rolle. Die PBR hat sonst einen dhnlichen Aufbau wie
die PBR der MHC-Klasse-I-Molekiile. Der Boden besteht aus [-Faltblattstrangen und die
Rénder werden von zwei U-Helices gebildet. Die Bindung erfolgt iiber Peptidseitengruppen,

die in Taschen der PBR hineinragen.
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Abb. 4: Struktur der MHC-Klasse-I-Molekiile (A) und der MHC-Klasse-1I-Molekiile (B),
(nach JANEWAY u. TRAVERS 1997)

2.3.2 Die Gene der MHC-Molekiile

Werden die Antigene den T-Zellen présentiert, folgen verschiedene Mechanismen, die fiir den
Erreger meist fatale Folgen haben (siehe Kap. 2.3.1). Deshalb wirkt hier ein starker selektiver
Druck, der die Pathogene begilinstigt, die ihre Gene so mutieren konnen, dass sie der
Prasentation durch das MHC-Molekiil entgehen (z. B. HIV, Malaria). Da vom Immunsystem
die unterschiedlichsten Pathogene erkannt werden, miissen die MHC-Molekiile die Fahigkeit
haben, viele verschiedene Peptidantigene zu binden. Diese Féhigkeit wird durch zwei
verschiedenen Mechanismen erreicht: der MHC ist sowohl polygen als auch polymorph.
Polygen bedeutet, dass es mehrere MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-I1I-Gene gibt, die MHC-

Molekiile mit verschiedenen Peptidbindungsspezifititen kodieren. Polymorph bedeutet, dass
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es fiir fast jedes Gen eine Anzahl verschiedener Varianten (Allele) gibt. Die MHC-Gene
werden auflerdem codominant exprimiert, d. h. die Produkte beider Allele werden in
derselben Zelle exprimiert und prédsentieren beide den T-Zellen Antigene. Durch diese
aufgefiihrten Mechanismen kommt es zu einer hohen Variabilitit der MHC-Molekiile
innerhalb einer Spezies (JANEWAY u. TRAVERS 1997). Besonders die Bereiche, die an der
Bindung des Antigens beteiligt sind, zeigen eine hohe Variabilitit, so z. B. die U;-und [,-

Dominen der MHC-Klasse-I-Molekiile.

Zum Autbau des MHC bei Bartaffen (M. silenus) ist nichts bekannt. Dagegen ist der
Rhesusaffe (M. mulatta) der Vertreter der Altweltaffen, dessen MHC schon relativ gut
untersucht wurde (SLIERENDREGT et al. 1994; WATKINS 1994, WATKINS 1995;
BOYSON et al. 1996 a, b; SAUERMANN 1998; BONTROP et al. 1999; KHAZAND et al.
1999; DZURIS et al. 2000; SAUERMANN et al. 2000). Abbildung 5 gibt einen Uberblick

iber die genetische Organisation des MHC beim Menschen und beim Rhesusaffen.

Der MHC Klasse I:

Der Mensch besitzt drei U-Ketten-Gene fiir die klassischen MHC-Klasse-I-Proteine. Diese
werden HLA-A, -B und -C genannt. AuBBerdem gibt es noch die nicht-klassischen Gene. Dies
sind meist Gene, die Proteine mit hoch spezialisierten Aufgaben kodieren, aber auch
Pseudogene. HLA-E und -G sind z. B. an der Erkennung von natiirlichen Killerzellen beteiligt
(CALLAGHAN u. BELL 1998). Der Mensch hat pro Haplotyp jeweils ein A-, B- und C-Gen.
Der MHC Klasse I besitzt einen hohen Grad an Polymorphismus. Beim Menschen wurden bis
jetzt 274 A-Allele, 519 B-Allele und 133 C-Allele gefunden (IMGT/HLA Sequence Database;
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/).

Die MHC-Klasse-I-Region ist beim Rhesusaffen (M. mulatta) komplizierter aufgebaut als
beim Menschen. Im Gegensatz zum Menschen wurde bei dieser Spezies eine multiple Anzahl
von A- und B-Genen sowie andere Gene, die nicht beim Menschen gefunden wurden,

nachgewiesen. Ein HLA-C Homolog wurde weder bei Rhesusaffen (BOYSON et al. 1996 a,
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b) noch bei Gibbons oder Orang-Utans (CHEN et al. 1992) gefunden. Dagegen ist dieser
Locus aber bei Gorillas und Schimpansen nachgewiesen worden. Dies zeigt die engere

Verwandtschaft dieser Spezies zum Menschen.

Der MHC Klasse 1I:

Die klassischen MHC-Klasse-II-Molekiile sind Transmembran—Heterodimere, die aus einer
U- und einer [-Kette bestehen (sieche Kap. 2.3.1) und von den A- bzw. B-Genen kodiert
werden. Die MHC-Klasse-II-Region des Menschen umfasst mindestens 700 000 Basenpaare.
Sie unterteilt sich in HLA-DR, -DQ und —DP-Regionen. Jede Region weist mehrere 4- oder

B-Loci auf, die aber nicht alle exprimiert werden.

In der MHC-Klasse-II-Region wurden beim Menschen bisher 53 DOBI- und 24 DQAI-Allele
verdffentlicht. Beim Rhesusaffen wurden dagegen 40 DQBI- und 20 DQAI-Allele
identifiziert. Bei den DP-Genen wurden beim Menschen 20 DPAI- und 103 DPBI-Allele,
beim Rhesusaffen ein monomorphes DPA/-Gen und 16 DPBI-Allele gefunden. Bei den DR-
Genen wurde sowohl beim Menschen als auch beim Rhesusaffen ein monomorphes DRA4-Gen

nachgewiesen (SLIERENDREGT et al. 1994).

Dagegen zeichnet die DRB-Gene ein hoher Grad an Polymorphismus aus. Beim Menschen
gibt es 5 Haplotypen der DRB—Gene mit hohem Polymorphismus. Es wurden bisher schon
404 Sequenzen nachgewiesen, die mit HLA-DRBI bis -DRBY9 benannt wurden. Das
auffallendste Merkmal der DRB-Region beim Rhesusaffen ist die hohe Zahl der Haplotypen.
Beim Rhesusaffen wurden bislang 31 Haplotypen nachgewiesen. Innerhalb einer bestimmten
Konfiguration ist der Polymorphismus auf der Allelebene jedoch begrenzt (KHAZAND et al.
1999; DOXIADIS et al. 2003). Beim Rhesusaffen sind bisher 126 DRB-Sequenzen publiziert.
Diese sich stindig erh6hende Zahl an Allelen zeigt die besondere Stellung der DR-Gene fiir
das Immunsystem. Viele Allele der Rhesusaffen gehoren zu bereits bekannten Linien oder

Loci, die es auch beim Menschen oder Menschenaffen gibt (BONTROP et al. 1999).
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Abb. 5: Genetische Organisation des MHC des Menschen und des Rhesusaffen

(die Anordnung beim Rhesusaffen ist noch hypothetisch)
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3 Tiere, Material und Methoden
3.1 Tiere und Material

3.1.1 Tiere

Die Bartaffen (M. silenus), die in diese Studie einbezogen wurden, gehoéren zur Kolonie des
Deutschen Primatenzentrums Géttingen (DPZ) und werden hier in einer Kombination aus
Innen- und AuBlengehege in einer Gruppe gehalten. In Tabelle 2 sind die am DPZ gehaltenen
Bartaffen aufgefiihrt. Das Tier mit der Nummer 9485 ist im Zeitraum dieser Studie
verstorben. Die Tiere mit den Nummern 5229 und 7194 wurden im Verlauf dieser Studie in
eine andere Einrichtung verbracht. Einige Tiere wurden im DPZ Géttingen geboren, andere
wurden im Laufe ihres Lebens nach Gottingen verbracht. Genauere Angaben iiber alle Tiere

dieser Studie sind Tabelle 2 zu entnehmen.

Die Bartaffen werden mit einer ausgewogenen und abwechslungsreichen Diét erndhrt. Die
Didt besteht aus pelletiertem Primatenalleinfutter, Kornermischungen, Zwieback, Obst,
Gemiise, Quarkbrei, einmal pro Woche Feigen, Datteln, Rosinen, Mehlwiirmern, Hiittenkése,
gekochtem Huhn, gekochtem Ei, gekochten Nudeln und gekochtem Reis sowie zweimal pro
Woche gekochten Haferflocken. Einmal im Jahr werden alle Tiere im DPZ einer griindlichen
klinischen Allgemeinuntersuchung unterzogen. Hierbei werden auch Blut- und Spermaproben
genommen sowie Impfungen und TB-Tests durchgefiihrt. Seit 1999 gehort auch die
Ultraschalluntersuchung, speziell der Leber, mit zu den Routineuntersuchungen in der

Gruppe.

Nahezu alle Tiere der DPZ-Bartaffenkolonie wurden in die genetischen, serologischen und
ultrasonographischen Untersuchungen dieser Studie mit einbezogen. Die Tiere 11175 und
11439 wurden erst wihrend dieser Studie geboren und standen somit noch nicht fiir die
genetischen Untersuchungen zur Verfligung. Das Tier mit der Nummer 9485 verstarb
wiéhrend dieser Studie. Deshalb standen fiir die serologischen Untersuchungen dieses Tieres
nur asservierte Serumproben zur Verfiigung. Die Tiere 7194 und 5229 wurden wihrend dieser

Studie in eine andere Institution verbracht; deshalb wurden auch hier fiir die serologischen
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Untersuchungen asservierte Proben verwendet. Weiterhin wurde von nahezu allen Tieren aus

Tabelle 2 ein Differentialblutbild angefertigt.

Tabelle 2: Bartaffenkolonie des DPZ

Name m/w | Tier-Nr]Geburtstag |Transfer [nach Bemerkungen |US1{ US [DBB| S | GU| PU [ RU
Geburtsort 2
Marina |w  [1252 16.05.1987 [18.05.1987|Gottingen X X X X X
Wuppertal
Krishna [m 5229  ]09.12.1986 ]05.09.1988(Budapest [wihrend Studie | x X X
Magdeburg (1989 J. Hop an Zoo Koln
1989 Szegedi |abgegeben
14.06.1989|Gdéttingen
Pelle m |7194 23.07.1994 wihrend Studie X X X
Gottingen an Zoo Koéln
abgegeben
Michel |m |[8295 30.07.1996 X X X X X
Goéttingen
Jette w |8113 28.03.1996 X X X X X
Gottingen
Nadak m  |9837 30.01.1986 [07.02.1992|Erfurt X X X X X
Stuttgart 07.07.1999|Gottingen
Ronja w  |6433 10.01.1993 X X X X X
Goéttingen
Mahi w  |9485 17.06.1998 |28.10.1998|Géttingen |wihrend Studie X X X
Leipzig an Folgen einer
Bissverletzung
verstorben
Trixi w |9838 18.12.1974 107.07.1999|Géttingen X X X X X
Erfurt
Stina w |11175 [29.08.2001 wihrend Studie X X X
Gottingen oeboren
Skrolan |m 11439 ]03.02.2002 wihrend Studie X X X
Gottingen geboren
Hanna ([w |5006 06.09.1988 06.09.1988|Géttingen |an X X
Wuppertal Echinokokkose
erkrankt,
Todesdatum:
19.04.1999
Ida w5092 26.07.1988 [13.01.1989(Géttingen |an X X X
Berlin Echinokokkose
erkrankt,
Todesdatum:
12.08.1999
Heinrich |m |6434 11.01.1993 [10.06.1997|Rostock  |an X X
Géttingen Echinokokkose
erkrankt,
Todesdatum:
08.11.1999

US-Ultraschalluntersuchung; DBB-Differentialblutbild; S-Serologie; GU-genetische Untersuchung;
PU-Pathomorphologische Untersuchung; RU-Réntgenologische Untersuchung
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Bei den an Echinokokkose erkrankten Tieren (Tab. 2) wurden folgende Methoden
angewendet: Umfangreiche pathomorphologische Untersuchungen wurden an allen drei
Bartaffen durchgefiihrt. Tier 6434 war im Gegensatz zu den Tieren 5006 und 5092 das
einzige Tier, das zum Zeitpunkt der ersten Anzeichen einer Erkrankung nicht mehr am DPZ
war. In die genetischen Analysen konnte nur das Tier mit der Nummer 6434 einbezogen
werden, da von den anderen beiden kein fiir diese Untersuchung erforderliches
Probenmaterial zur Verfiigung stand. Die Tiere 5006 und 5092 konnten serologisch getestet

werden.

3.1.2 Probenmaterial

Die Tiere wurden im Rahmen der jéhrlichen klinischen Routineuntersuchungen mit Hilfe
eines Blasrohres (Dan inject Blasrohr, Modell Blow 125) sediert. Hierfiir wurde Ketamin in
einer Dosierung von 8-10 mgkg KGW genutzt, welches mit Hilfe des Blasrohres
intramuskuldr verabreicht wurde. Zusitzlich zu den diagnostischen Blutproben im Rahmen
der Jahresuntersuchung wurde Blut zur hdmatologischen, serologischen und genetischen

Analyse gewonnen.

Das Material fiir die pathomorphologischen Untersuchungen wurde wihrend der
diagnostischen Sektionen entnommen. Es wurden Proben aus Gehirn, Niere, Milz, Leber,
Lunge, Herz, Magen, Oesophagus, Diinndarm, Dickdarm, Tonsillen, Lymphknoten,
Speicheldriise, Nebenniere, Muskulatur, Pankreas, Blase und Ovar bzw. Hoden entnommen
und in 10%igem Formalin (siche Kap. 9.1) fixiert. Die zugeschnittenen Gewebeblocke
wurden danach routinemiBig in Paraffin eingebettet (siehe Kap. 3.2.3.1). AuBlerdem wurden
Proben von Leber, Niere, Milz und Lunge sowie von Echinokokkengewebe bei —80° C

eingefroren.
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3.1.3 Losungen und Puffer

Die verwendeten Losungen und Puffer sind einschlieBlich ihrer Zusammensetzungen im

Anhang aufgefiihrt (siche Kap. 9.1).

3.1.4 Primer

Die verwendeten Primer sind in der im Anhang aufgefiihrten Tabelle einzusehen (siche Kap.

9.2).

3.2 Methoden

3.2.1 Bildgebende Verfahren

Im Rahmen der jihrlichen Allgemeinuntersuchung wurden alle zur Kolonie gehoérenden
Bartaffen (Tab. 2) unter Sedation (siehe Kap. 3.1.2) ultrasonographisch untersucht. Hierbei
wurde der Untersuchung der Leber besondere Beachtung geschenkt. Zum Einsatz kam das
Ultraschallgerat OCULUS CS 9100 (Fa. Physia) mit einem 5 MHz Schallkopf. Im Laufe
dieser Studie wurden bei den Tieren der Kolonie, bis auf wenige Ausnahmen, zwei
Ultraschalluntersuchungen durchgefiihrt (Tab. 2). Das Tier mit der Nummer 5092 wurde zur
Diagnostik auch rontgenologisch untersucht. Die Rontgenuntersuchung wurde am
Tierdrztlichen Institut der Universitdt Gottingen mit dem Rontgengerdit ERGOPHOS 4 (Fa.
Siemens) durchgefiihrt (Tab. 2).



TIERE, MATERIAL UND METHODEN 53

3.2.2 Blutuntersuchung

Zur Blutuntersuchung wurde, nach Einsetzen der oben beschriebenen Narkose, Blut aus der

Vena femoralis in der Schenkelbeuge entnommen.

3.2.2.1 Hamatologische Untersuchungen

Nahezu alle Tiere aus Tabelle 2 (auler die Tiere 9485, 7194 und 5229) wurden untersucht.
Als Antikoagulanz diente Kalzium-Ethylendiamintetraazetat (Ca-EDTA). Die Proben wurden
am selben Tag aufgearbeitet. Fiir jede Probe wurde ein Differentialblutbild mittels einer

Neubauer-Zihlkammer erstellt.

3.2.2.2 Serologische Untersuchungen

Soweit moglich wurden alle Tiere serologisch untersucht (Tab. 2). Die Untersuchungen
wurden in Zusammenarbeit mit dem Konsiliarlaboratorium fiir Echinokokken des Institutes
fiir Hygiene und Mikrobiologie der Universitdt Wiirzburg durchgefiihrt. Zur Anwendung kam
ein ELISA, mit dem ein spezieller Echinokokken-Test fiir Altweltaffen etabliert wurde
(TAPPE et al. 2003 a, b). Dazu wurden Seren von drei Altweltaffenspezies (M. silenus, M.
fascicularis, M. mulatta) tuberpriift, die klinische Symptome einer AE aufwiesen. Seren von
gesunden Makaken wurden als Negativkontrollen genutzt. Zum Vergleich wurden Seren von
bestdtigten humanen Fillen einer AE und von gesunden Freiwilligen verwendet. Spéter
wurden alle anderen Tiere der DPZ Kolonien (M. silenus, M. fascicularis, M. mulatta, Papio

hamadryas) tiberpriift.

Der ELISA beruht auf dem Prinzip von HELBIG et al. (1993) und JENSEN et al. (2001).
Dieser sog. "Gesamtlarven-ELISA" (crude antigen ELISA) ist zur Zeit eine der sichersten

Methoden. Der Test hat eine hohe Sensitivitét (ca. 95 %), jedoch eine geringe Spezifitdt (d. h.
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er reagiert in etwa gleicher Weise sowohl bei E. granulosus-Infektionen, wie auch bei E.
multilocularis-Infektionen). Auch Kreuzreaktionen mit Taenia solium-Infektionen sind nicht
auszuschlieBen, jedoch verbunden mit bildgebenden Verfahren ist eine sichere

Differentialdiagnose moglich (Brehm 2003, pers. Mitteilung).

Zunichst wurde eine Antigen-Losung von homogenisiertem Metazestodenmaterial vorberei-
tet, das aus mongolischen Rennméiusen (Meriones unguiculatus) stammte. 30 pl der fertigen
Antigen-Losung wurde auf Mikrotiterplatten iiber Nacht inkubiert. Die Platten wurden ausge-
schlagen, mit Magermilch fiir 30 min abgeséttigt und dreimal mit PBS gewaschen. Das zu
untersuchende Serum wurde 1:300 in 2 % Magermilch verdiinnt. Davon wurden 30 pl in das
Mikrotiterwell pipettiert und fiir 60 min bei RT inkubiert. Danach wurde wieder dreimal mit
PBS gewaschen. Die Visualisierung von Serumantikérpern, die an die Antigene gebunden
waren, erfolgte tber Peroxidase-markierte Sekundirantikorper (Peroxidase-Antihuman-
Immunglobulin; 60 min Inkubation bei RT). Nach dreimaligem Waschen mit PBS kam ABTS
(30 pl) als chromogenes Substrat zum Einsatz. Die resultierende Farbreaktion wurde als
Extinktion nach 30 min bei 414 nm im Microtitre-Reader (Dynatec) gemessen. Einen

Uberblick iiber den durchgefiihrten ELISA gibt Abbildung 6.
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Abb. 6: ELISA zum Nachweis von Anti-Echinococcus-Antikdrpern
im Serum (modifiziert nach TAPPE et al. 2003 a)
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3.2.3 Pathomorphologische Untersuchungen

3.2.3.1 Paraffineinbettung

Die Organproben der obduzierten Tiere wurden direkt nach der Entnahme in 10%igem neutral
gepufferten Formalin fiir 24 Stunden fixiert. Am darauf folgenden Tag wurden sie
zugeschnitten und in Einbettkassetten gelegt. Die Paraffineinbettung wurde in einem
Einbettautomaten (Hypercenter XP, Fa. Shandon, Frankfurt am Main, Deutschland)
durchgefiihrt. Im Einbettautomaten wurden die Proben zundchst fiir 2 Stunden mit
entmineralisiertem Wasser bei RT gewéssert. AnschlieBend durchliefen sie eine aufsteigende
Alkoholreihe (50%iges, 70%iges, 80%iges, 96%iges, 96%iges, 100%iges, 100%iges Ethanol
fir jeweils 45 min bei 35° C) zur Entwisserung. Die Proben kamen dann zweimal fiir 1,5
bzw. 1 Stunde bei RT und unter Vakuum in das Intermedium Chloroform. Zum Schlufl

wurden sie zweimal fiir jeweils 1,5 Stunden bei 60° C unter Vakuum in Paraffin tiberfiihrt.

3.2.3.2 Anfertigung von Gewebeschnittpriparaten

Die Gewebeschnitte wurden an einem Schlittenmikrotom (Mikrotom HM 400R, Fa. Microm,
Walldorf, Deutschland) angefertigt. Die ca. 3 um dicken Schnitte wurden mit Hilfe eines in
einem Eisbad angefeuchteten Durchschlagpapierstreifens vom Paraffinblock abgenommen
und in ein 40° C warmes Wasserbad tiberfiihrt. Die Schnitte wurden dann auf einen normalen
unbehandelten Objekttrager aufgezogen. AnschlieBend wurden die Objektrager iiber Nacht
bei 37° C im Warmeschrank getrocknet und bei RT aufbewahrt.

3.2.3.3 Firbungen fiir die histopathologische Untersuchung

Die Fiarbungen erfolgten im Féarbeautomat (Varistain Gemini, Fa. Shandon, Frankfurt am

Main, Deutschland) nach dem im Anhang angegebenen Protokoll. Es wurden Hamalaun-
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Eosin-Firbungen (H.-E.) durchgefiihrt, um eine Ubersicht zur Morphologie des
Gewebestlickes zu erhalten. AuBerdem wurden weitere Spezialfirbungen durchgefiihrt.
Hierzu gehoren die Giemsa-Féarbung, die Trichrom-Farbung nach Goldner zur Darstellung
von Bindegewebsstrukturen, die Kongorot-Farbung zum Nachweis von Amyloid sowie eine

PAS-Reaktion zur Darstellung von neutralen Mukopolysacchariden.

3.2.3.4 Immunhistochemische Untersuchungen

Um einen Eindruck von der Echinokokken-Antigenbelastung im Lebergewebe zu bekommen,
wurden immunhistochemische Auswertungen an Paraffinschnitten vorgenommen. Zur
Anwendung kam die SABC-Methode (Streptavidin-Biotin-Complex). Diese wurde in zwei
verschiedenen Techniken durchgefiihrt. Die manuelle Methode erfolgte unter Anwendung
von Peroxidase und DAB (Diaminobenzidin) als chromogenes Substrat. Die andere Technik
wurde maschinell unter Verwendung von alkalischer Phosphatase und Fast Red (chromogenes
Substrat) durchgefiihrt. Als Primérantikorper wurde ein rabbit Anti-E. multilocularis
Antikorper in einer Verdiinnung von 1 : 200 bei der manuellen Methode und 1 : 300 bei der
maschinellen Methode verwendet. Dieser wurde uns dankenswerterweise von Herrn Prof.
Gottstein, Institut fiir Parasitologie der Universitdt Bern, Schweiz, zur Verfiigung gestellt. Der
Sekundérantikorper wurde jeweils nach Angaben des Herstellers (manuell: DAKO Duett-Kit,
Maus/Kaninchen, = Hamburg;  maschinel: = VENTANA  Enhanced  Biotinylierter
Sekundirantikodrper) eingesetzt. Die Protokolle der beiden Techniken sind im Anhang (Kap.
9.4) angegeben.

3.2.3.5 Elektronenmikroskopische Priparation

Fir die Darstellung von Metazestodengewebe im Elektronenmikroskop wurde das Material
nach 24-stiindiger Fixation in 2,5%iger gepufferter Glutaraldehydlosung in Epon eingebettet.
Die Einbettung in einem Epon-Gemisch nach LUFT (1961, siche Anhang) erfolgte im Lynx-
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Einbettautomaten (Fa. Leica, Bensheim, Deutschland) nach dem im Anhang angegebenen
Protokoll. Die Proben wurden in Einbettungsformen aus Silikongummi eingebettet. Danach
schloss sich eine 24-stiindige Polymerisation des Epoxidharzes bei 60° C an. Die
auspolymerisierten Epon-Blockchen wurden mit einer Friase (Reichert, Ultracut S, Fa. Leica,
Bensheim, Deutschland) zugetrimmt. Dann wurden von diesen zugetrimmten Blocken am
Ultramikrotom (Reichert, Ultracut S, Fa. Leica, Bensheim, Deutschland) unter Verwendung
von Histodiamantmessern (Fa. Diatome, Bienne, Schweiz) 0,5 um dicke Semidiinnschnitte
angefertigt, nach RICHARDSON et al. (1960, siche Anhang) geféarbt und nach dem Trocknen
mit Eukitt eingedeckt. Die Semidiinnschnitte wurden zur Vororientierung lichtmikroskopisch
ausgewertet. Nach weiterem Zutrimmen der Blocke per Hand wurden, unter Verwendung
eines Diamantmessers (Fa. Diatome, Bienne, Schweiz), 50-80 nm dicke Ultradiinnschnitte
hergestellt und auf Lochblenden (single slot 1 x 2, Fa. Plano, Marburg, Deutschland)

aufgezogen. Diese wurden dann mit Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert.

3.2.3.6 Auswertung und Dokumentation

Fir die lichtmikroskopische Auswertung und photographische Dokumentation der
Gewebepriparate wurde das Mikroskop Axiophot (Fa. Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
sowie das Computerprogramm analySIS auto (Soft Imaging System GmbH, Miinster,
Deutschland) und das Filmaterial Ektachrome 160T Professional (Fa. Kodak, England) sowie
AGFAPAN APX 25 (Fa. Agfa-Gevaert AG, Leverkusen, Deutschland) verwendet. Fiir die
elektonenmikroskopische Analyse wurde das ZEISS-Elektronenmikroskop (EM 10 C, Fa.
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) genutzt. Zur Photodokumentation wurde Planfilmmaterial

und Photopapier (Fa. Agfa, Leverkusen, Deutschland) verwendet.
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3.2.4 Genetische Untersuchungen

3.2.4.1 DNA-Isolierung

Isolierung von DNA aus eingefrorenem Vollblut:

Um DNA zu isolieren, wurde bei -20° C eingefrorenes Vollblut (Ausgangsmenge 4,5 ml)
zundchst unter leichtem Schwenken aufgetaut. Danach wurde das Blut mit der 9fachen Menge
an Lysispuffer versetzt und fiir 15 min auf Eis unter mehrmaligem Schwenken im -4° C Raum
inkubiert. AnschlieBend wurde es 16 min bei 3200 rpm und 8° C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde ziigig abgegossen und das Pellet wurde je nach Grofe in einem 3 ml-, 5 ml- oder 10
ml- Verdauansatz resuspendiert. Hierfiir wurde das Pellet zunichst in H,O + STE-Puffer
gelost. Danach wurde unter Schwenken SDS (10 %) und Proteinase K (20 mg/ml)

dazugegeben. Die entsprechenden Mengen konnen aus Tabelle 3 entnommen werden.

Tabelle 3: Verdauansatz fiir unterschiedliche Endvolumina

3 ml Endvolumen 5 ml Endvolumen 10 ml Endvolumen

H,O+STE 2,05 ml 4,675 ml 9,350 ml
SDS (10 %) 150 pl 250 pl 500 pl
Proteinase K/TE 25 ul 50 ul 100 pl

Die Proben wurden tiber Nacht bei 56° C in einem Wasserbad und unter méBigem Schwenken
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Proben zunichst fiir 15 min auf Eis im
Kiihlraum gehalten und anschliefend mit einem Drittel des Ansatzvolumens mit 6 M NaCl-
Losung versetzt. Nach weiteren 15 min auf Eis im Kiihlraum wurden die Proben bei 4000 rpm
und 4° C fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 96%igem Ethanol (-20° C) auf, je
nach Verdauvolumen, 15 ml, 25 ml oder 50 ml aufgefiillt. Die prizipitierte DNA wurde mit
einer Pasteurpipette herausgeangelt und dann dreimal mit 80%igem und danach einmal mit
96%igem Ethanol gewaschen und abzentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde die
DNA 30 min bei Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen getrocknet und dann in TE-

Puffer gelost.
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Isolierung von DNA aus gefrorenem Gewebe:

Um DNA auch von den schon verstorbenen Tieren zu gewinnen, wurde auf eingefrorenes
Milzgewebe zuriickgegriffen. Mit einem sterilen Skalpell wurde ein etwa 20 mg schweres
Gewebestiick abgetrennt. Dieses Stiick wurde dann in 885 pl HyO44 und 50 pl 20 x STE-
Puffer gegeben und mit einem Pistill (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) homogenisiert.
Danach wurden 50 pl einer 10%igen SDS-Losung und 30 pl Proteinase K (20 mg/ml)
zugegeben. Der Ansatz wurde bei 56° C im Wasserbad {iiber Nacht inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurden 330 pul 6M NaCl-Losung zugegeben und der Ansatz bei 4000
rpm fiir 10 min zentrifugiert. Die sedimentierte DNA wurde nun je einmal mit Isopropanol
und 80%igem Ethanol gewaschen. Nach jedem dieser Waschgénge wurde die Probe bei 8000
rpm fiir 10 min zentrifugiert. Die isolierte DNA wurde dann 30 min bei RT und unter sterilen

Bedingungen getrocknet und dann in TE-Puffer aufgenommen.

3.2.4.2 Bestimmung der optischen Dichte

Um die Konzentration der DNA in Losung zu bestimmen, wurde die optische Dichte (OD)
gemessen. Dies wurde in einem Photometer (GeneQuant II, Amersham Pharmacia, Uppsala,
Schweden) bei 260 nm durchgefiihrt. Eine Extinktion von ODye = 1 entspricht einer DNA-
Konzentration von 40 pg/ml. Weitgehend reine DNA-Losungen haben ein ODjgo/280-

Verhiltnis zwischen 1,8 und 2,0 (SAMBROOK et al. 1989).

3.2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die PCR ist eine Methode um definierte DNA-Abschnitte in groBer Menge zu amplifizieren.
Die gesuchten DNA-Abschnitte miissen hierbei zwischen bekannten DNA-Sequenzen liegen.
Fir die Amplifikation benutzt man Oligonukleotidprimer, die zu den bekannten DNA-

Sequenzen komplementér sind. Weiterhin benétigt man Desoxynukleotidtriphosphate (ANTP)
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sowie ein geeignetes Puffer-/ DNA-Polymerase-System. Durch eine Temperaturerhohung auf
tiber 90° C wird die DNA denaturiert. An den DNA-Einzelstrdngen lagern sich die Primer an
die komplementidren Templatesequenzen an (Annealing). Hierfiir wird eine fiir den Primer
spezifische Temperatur gewéhlt, die in der Regel 5-10° C unter dem Schmelzpunkt der Primer
liegt (siche Kap. 9.2). Die DNA-Polymerase verldngert nun die Primer entlang der
Einzelstringe (Elongation). So entstehen wieder DNA-Doppelstringe. In einer weiteren
Syntheserunde (Zyklus) werden diese Doppelstrange wieder aufgetrennt, und durch
Anlagerung von Primern beginnt die erneute Synthese von DNA. Theoretisch entsteht bei

jedem Synthesezyklus die doppelte Menge DNA.

Alle PCR-Ansétze sind unter streng sterilen Bedingungen hergestellt worden, da die PCR eine
hohe Sensitivitit besitzt und sehr anfillig fiir Kontaminationen ist. So wurde die DNA-
Isolierung, das Ansetzen der Proben und der PCR-Reaktion sowie die Amplifikation rdumlich
getrennt durchgefiihrt. Alle Arbeiten wurden an Sterilarbeitspldtzen durchgefiihrt, und es

wurden grundsétzlich nur sterile Losungen und Einwegartikel benutzt.

Amplifizierung von MHC-Klasse-1I-DRB-Sequenzen:

Um fiir die Charakterisierung der DRB-Sequenzen ausreichend Material zu erhalten, mussten
diese durch Amplifizierung vervielfacht werden. Fiir die PCR-Reaktionsansédtze wurden
jeweils Volumina von 100 pl angesetzt. Verwendet wurden 50-120 ng DNA, jeweils 50 pmol
Primer (5'MDRB und 3'MDRBR+GC) (siehe Kap. 9.2), 200 uM dNTPs, 1x PCR-Puffer, 1x
Q-Solution und 5 U Taq Polymerase (Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Ansdtze wurden
anschlieend mit Paraffindl {iberschichtet. Die Amplifizierung erfolgte in 31 Zyklen in UNO
II PCR-Thermocyclern (Fa. Biometra, Gottingen, Deutschland). Die DNA wurde zuerst bei
94° C fiur 3 min denaturiert. Darauf folgten 31 Zyklen mit 94° C fir 30 Sekunden
(Denaturierung), 60° C fiir 30 Sekunden (Annealing) und 72° C fiir 36 Sekunden
(Elongation). Zum Schluf3 folgte noch ein weiterer Elongationsschritt bei 72° C fiir 2 min. Die
Proben wurden in einer Agarosegelelektrophorese (siche Kap. 3.2.4.4) analysiert und konnten

nun fiir die DGGE genutzt werden (siehe Kap. 3.2.4.5).
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Sequenzierungs-PCR:

Um Proben fiir die Sequenzierung herzustellen, wurden PCR-Reaktionsansédtze mit einem
Volumen von jeweils 50 pl angesetzt. Hierbei wurden 5 pl des bei der DGGE gewonnenen
Eluats (siehe 3.2.4.5), je 12,5 pmol Primer (5'MDR-M13 und 3'MDR-rev.) (siche Kap. 9.2),
200 pM dNTPs, 1x PCR-Puffer und 1 U Taq Polymerase (Biometra Dynazyme, Gottingen,
Deutschland) verwendet. Die Ansdtze wurden mit Paraffindl {iberschichtet. Die initiale
Denaturierung erfolgte fiir 3 min bei 94° C. Die DNA-Amplifizierung erfolgte tiber 30 Zyklen
bei 94° C fiir 20 Sekunden (Denaturierung), 60° C fiir 30 Sekunden (Primeranlagerung) und
72° C fiir 36 Sekunden (Elongation), gefolgt von einem abschliefenden Elongationsschritt bei
72° C fiir 2 min. AnschlieBend wurde jede Probe in einer Agarosegelelektrophorese analysiert
und gereinigt (siche Kap. 3.2.4.6). Zur Sequenzierung wurden jeweils 250 ng PCR-Produkt
mit 10 pmol M13-forw. bzw. -rev.-Primer (siche Kap. 9.2) versetzt und an die Fa. Seqlab
(Gottingen, Deutschland) verschickt.

PCR mit sequenzspezifischen Primern (PCR-SSP):

Zum Nachweis einzelner DRB-Sequenzen wurden allelspezifische Primer konstruiert. Als
Positivkontrolle wurde jeweils DNA von einem Tier verwendet, bei dem das entsprechende
Allel durch DNA-Sequenzierung bereits nachgewiesen war. Die PCR-Ansédtze hatten ein
Volumen von jeweils 25 pl und enthielten 50-120 ng DNA, 200 pM dNTPs, 1x PCR-Puffer,
2 pmol 3'Aktin, 2 pmol 5'Aktin, 2,5 U taq Polymerase (Qiagen, Hilden, Deutschland) und je
20 pmol Primer (DRB-sequenzspezifisch). Die Primer sind im Anhang (siehe Kap. 9.2)
aufgefiihrt. Die Ansdtze wurden mit Paraffinol tiberschichtet. Die Amplifizierung erfolgte
wieder in einem UNO II PCR-Thermocycler (Biometra, Gottingen, Deutschland) bei 94° C
fir 3 min und 37 Zyklen mit 94° C fiir 30 Sekunden, 58°-60° C (siche Kap. 9.2) fiir 30
Sekunden und 72° C fiir 36 Sekunden, gefolgt von einem abschlieBenden Elongationsschritt
fiir 2 min bei 72° C. Danach wurden die DNA-Sequenzen in einer Agarosegelelektrophorese

analysiert.
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3.2.4.4 Agarosegelelektrophorese

Um die amplifizierten DNA-Fragmente zu trennen und zu identifizieren, wurden die PCR-
Produkte auf horizontale Agarosegele aufgetragen und eine Elektrophorese durchgefiihrt. Die
Agarosegele enthielten 1 % Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland) in TBE-Puffer
und zur Anfirbung der DNA wurden 5 pl Ethidiumbromidlosung (0,1 % pro 100 ml
Gelvolumen) hinzugegeben. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit 1/5 ihres
Volumens Probenpuffer versetzt. Als Langenstandard wurde 1 pg 1 kb-Leiter (GibcoBRL,
Gaitersburg, USA) in Probenpuffer verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 130 V in einer Horizontalelektrophoresekammer (Renner,
Dannstadt, Deutschland). Als Laufpuffer wurde 1x TBE benutzt. Nach der Elektrophorese
wurden die DNA-Fragmente unter einer UV-Lampe (Saur, Reutlingen, Deutschland) bei 254
nm sichtbar gemacht. Mit einem Bildverarbeitungssystem (EagleEye, Stratagene, La Jolla,

USA) wurden die Ergebnisse dokumentiert.

3.2.4.5 Denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE)

Die in der PCR amplifizierten DRB-Sequenzen (2. Exon) wurden in einer denaturierenden
Gradientengelelektrophorese (DGGE) aufgetrennt, um eine Unterscheidung von individuellen
Allelen zu gewidhrleisten. Die DGGE ist eine elektrophoretische Methode, um
Polymorphismen innerhalb genomischer DNA nachzuweisen. Jedes Allel eines bestimmten
Locus ist ungefihr gleich lang und durch eine Langenauftrennung nicht zu unterscheiden. Bei
der DGGE dagegen werden die Allele aufgrund von Unterschieden in ihren Sequenzen
getrennt. Durch die Sequenzunterschiede haben die DNA-Fragmente unterschiedliche
Schmelztemperaturen (MULHARDT 2000). Wihrend des Gellaufs in einem denaturierenden
Gradienten wird die doppelstrangige DNA partiell aufgeschmolzen. Die teilgeschmolzenen
DNA-Fragmente zeigen dann bei der FElektrophorese eine unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeit im Gel. Die DNA wird dadurch in Fragmente gleicher Liange,

aber unterschiedlicher Sequenz aufgetrennt. Eine verbesserte Auftrennung wird dadurch
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erreicht, dass man einen Bereich mit einer deutlich héheren Schmelztemperatur kiinstlich
anfligt, da dieser Bereich beide DNA-Stringe zusammenhélt, wéhrend andere Bereiche
gerade schmelzen. Dies wurde mit einer sogenannten GC-Klammer erreicht, einer G- und C-

reichen Region, die an einen der beiden PCR-Primer am 5'-Ende angefiigt ist.

Die DGGE wurde in dieser Studie nach einem von KNAPP et al. (1997) und KHAZAND et
al. (1999) beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente
erfolgte in einem Polyacrylamidgel mit einem linearen Gradienten an denaturierenden
Reagenzien (Formamid und Harnstoff). Zusétzlich wird das Gel bei einer konstant erhohten
Temperatur gefahren, was die Denaturierung erleichtert. Fiir die DGGE wurde das DC-Code

System (Biorad, Miinchen, Deutschland) verwendet.

Es wurden Gele mit 9 % Acrylamidanteil (37,5:1 Acrylamid:Bis-Acrylamid) und einem
Gradienten von 40-55 % denaturierender Reagenzien (100 % denaturierende Reagenzien: 7 M
Harnstoff und 40 % Formamid) verwendet. Das Volumen der Probe pro Geltasche war je
nach Ausgangsmaterial verschieden. Bevor die Proben aufgetragen wurden, wurden sie mit
DGGE-Puffer im Verhéltnis 1:1 gemischt. Der Gellauf erfolgte {iber 9 h bei 130 V und 60° C
mit 1x TAE als Laufpuffer. Die getrennten DNA-Fragmente wurden mit der SYBR™-Green-
Firbung sichtbar gemacht. Der Farbstoff SYBR™-Green wurde anstelle von Ethidiumbromid
verwendet, da er eine hohere Empfindlichkeit besitzt. Das Gel wurde zur Fiarbung in einer
1:10000 SYBR™-Green-/1x TAE-Puffer-Losung fiir 30 min inkubiert. Die DNA-Fragmente
wurden mit einer UV-Lampe (Saur, Reutlingen, Deutschland) bei 312 nm sichtbar gemacht.
Die Ergebnisse wurden mit dem Bildverarbeitungssystem (EagleEye, Stratagene, La Jolla,
USA) dokumentiert, und anschlieBend wurden die Banden mit einem sterilen Skalpell

ausgeschnitten und in 50 pl H,O tiber Nacht bei RT eluiert.

3.2.4.6 Reinigung von PCR-Produkten

Nach der Sequenzierungs-PCR (siche Kap. 3.2.4.3) wurden die DNA-Fragmente gereinigt.
Hierfir wurden Microcon-Zentrifugen-Filtereinheiten der Firma Millipore (Bedford, USA)
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verwendet. Die Reinigung wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Reinheit
und die Menge der gewonnenen DNA wurde mit einer weiteren Agarosegelelektrophorese

analysiert.

3.2.4.7 Sequenzierung, Auswertung und Registrierung der DNA-Sequenzen

Die gereinigten DNA-Fragmente wurden von der Firma Seqlab (Goéttingen, Deutschland)
sequenziert. Die DNA-Sequenzen wurden dann mit in der GenBank verdffentlichten
Sequenzen mittels Blastsearch verglichen (NCBI; Bethesda, USA;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Die Sequenzen wurden mit den Programmen Dnasis
(Hitachi Software, Olivet Cedex, Frankreich), Bioedit (Tom Hall, Dep. of Microbiol. North
Carolina State University; http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) und Treepuzzle

5.0 (www.tree-puzzle.de) untereinander verglichen und ausgewertet.

Alle Allele wurden im MHC Primate Register registriert. Weiterhin wurden alle Allele in die
Genbank aufgenommen (NCBI; Bethesda, USA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Die

"Accession"-Nummern sind in Tabelle 7 aufgelistet.
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4 Ergebnisse

Die drei an Echinokokkose erkrankten Bartaffen der DPZ-Kolonie zeigten im klinischen Bild
keine besonderen Auffilligkeiten. Das einzige (auffillige) Merkmal war in allen drei Féllen
eine Umfangsvermehrung des Abdomens, die bei Tier 5006 mit einer Trachtigkeit
verwechselt wurde. Dieses Tier zeigte bis auf eine Inkontinenz keine weiteren auffilligen
Symptome und wurde zur Durchfiithrung eines Kaiserschnittes sediert. Hierbei kam es zur
Diagnose der AE. Die AE wurde bei Tier 5092 als Zufallsbefund wihrend einer
ultrasonographischen Untersuchung diagnostiziert. Bei Tier 6434 wurde die AE ebenfalls
zufillig durch Palpation wihrend der Kastration und anschlieend ultrasonographisch
festgestellt. Das Tier wurde daraufhin genauer beobachtet und zeigte trotz der faustgroBen
Umfangsvermehrung im Bauchbereich keine weiteren Symptome. Drei Monate spiter waren
die Zysten stark gewachsen, das Tier stark abgemagert und es befanden sich
Wasseransammlungen in Hoden und Beinen. Die Tiere wurden aufgrund einer infausten
Prognose euthanasiert und ausfiihrlichen pathomorphologischen Untersuchungen unterzogen.
Im Folgenden erfolgt eine Darstellung der verschiedenen diagnostischen Verfahren, die im

Rahmen der Untersuchungen in der Kolonie durchgefiihrt wurden.

4.1 Bildgebende Verfahren

4.1.1 Rontgen

Nur bei einem Tier (5092) war eine Rontgenuntersuchung zum Zeitpunkt der Erkrankung
moglich. Dabei stellte sich die abdominale, kindskopfgroBe Umfangsvermehrung als
auffilliges, optisch dichtes Gewebe dar. Dieser erstaunliche Befund wies auf kalzifizierende
Strukturen im Bereich der Leber hin. Obwohl punktuell unterschiedliche Aufhellungen zu

erkennen waren, zeigten sich keine zystischen Formationen (Abb. 7).
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Abb. 7: Laterolaterale Rontgenaufnahme von Tier 5092

4.1.2 Ultraschall

Alle Tiere der Bartaffenkolonie des DPZ wurden einmal oder mehrmals ultrasonographisch
untersucht (Tab. 2). Mit besonderer Aufmerksamkeit wurde nach zystenartigen Strukturen
gesucht. Trotz intensiver Suche lieBen sich derartige pathologische Verédnderungen in keinem
Fall beobachten. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass von den untersuchten Tieren keines
klinisch an einer AE erkrankt war. Auch bei Tier 1252, das serologisch Antikorper gegen E.

multilocularis aufwies (Kap. 4.2.2), zeigten sich keine Abweichungen von der Norm.

4.2 Blutuntersuchung

Nahezu alle Tiere der Bartaffen-Kolonie wurden im Zuge der jahrlichen Gesamtuntersuchung
auch einer Blutuntersuchung unterzogen. Hierbei wurde ein Differentialblutbild angefertigt

sowie eine serologische Untersuchung durchgefiihrt.
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4.2.1 Héamatologische Untersuchungen

Im Differentialblutbild (Tab. 4) =zeigten sich keine Zusammenhidnge zwischen den
Blutparametern und einer Echinokokkeninfektion. Da nur bei einem serologisch positiven
Tier (Kap. 4.2.2) ein Differentialblutbild angefertigt wurde und in diesem keine besonderen
Veridnderungen der Blutparameter festgestellt werden konnten, konnte somit keine Aussage
tiber typische hamatologische Merkmale bei AE-positiven Bartaffen gemacht werden. Bei den
AE-negativen Tieren entsprachen die Differentialblutbilder der Norm. Die segmentkernigen
Granulozyten waren bei einigen Tieren (1252, 8113) leicht erhoht. Bei dem serologisch
positiven Tier mit der Nummer 1252 lagen die Werte fiir eosinophile Granulozyten im

Normalbereich.

Tabelle 4: Differentialblutbild der Bartaffenkolonie des DPZ

Name  Tier-Nr. Eryt. Leukoz./ Stab. Seg. Eosin. Mono. Lymph. HK Hb MCH MCV

10°%un Ml o) ) () () () (%) (g/d) (pg) (um’)
Marina 1252 4,9 6050 84 1 15 40 133 27,1 816
Ronja 6433 5.2 6150 60 2 38 38 10,7 20,5 73
Jette 8113 5375 11200 2 88 10 42 106 19,7 782
Michel ~ 8295 525 9250 1 79 2 18 40 11,9 22,7 76,2
Trixi 9838 747 9800 2 73 3 22 36 10,9 14,6 482
Nadak 9837 6,15 6550 77 23 42 12,5 203 683
Stina 11175 6,95 9400 51 1 48 40 12,5 20 579
Skrolan 11439 6,5 7700 49 51 40 11,1 17,1 61,5

4.2.2  Serologische Untersuchungen

Bei den serologischen Untersuchungen traten folgende Verdnderungen auf: Die nachweislich
an AE erkrankten und verstorbenen Tiere mit den Nummern 5006 und 5092 (Tab. 2) zeigten
bei der serologischen Untersuchung ein positives Ergebnis und konnten somit als
Positivkontrolle verwendet werden. Von den anderen lebenden Bartaffen der DPZ-Kolonie
(Tab. 2) konnten nur bei Tier Nr. 1252 Antikorper gegen E. multilocularis nachgewiesen

werden. Alle anderen zeigten ein negatives Ergebnis (siehe Tab. 5). Von dem dritten an einer
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AE erkrankten und verstorbenen Tier (Heinrich, 6434) war keine Blutuntersuchung

einschlieBlich Serologie moglich.

Tabelle 5: Ergebnisse der serologischen Untersuchung

Name Tier-Nr. positiv negativ Bemerkungen

Marina 1252 X am 28.02.2004 ohne klin. Hinweise auf AE
Ronja 6433 x  am28.02.2004 ohne klin. Hinweise auf AE
Jette 8113 X am 28.02.2004 ohne klin. Hinweise auf AE
Michel 8295 X am 28.02.2004 ohne klin. Hinweise auf AE
Nadak 9837 X am 28.02.2004 ohne klin. Hinweise auf AE
Trixi 9838 X am 28.02.2004 ohne klin. Hinweise auf AE
Stina 11175 X am 28.02.2004 ohne klin. Hinweise auf AE
Skrolan 11439 X am 28.02.2004 ohne klin. Hinweise auf AE
Pelle 7194 x  wihrend der Studie abgegeben

Krishna 5229 x  wihrend der Studie abgegeben

Mahi 9485 x  verstorben an Bissverletzung, keine AE
Ida 5092 X an Echinokokkose erkrankt und verstorben
Hanna 5006 X an Echinokokkose erkrankt und verstorben
Heinrich 6434 an Echinokokkose erkrankt und verstorben

4.3 Pathologie

4.3.1 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen Untersuchungen

Die Tiere mit den Nummern 5006, 5092 und 6434 (Tab. 2) wurden euthanasiert und danach

einer ausfiihrlichen pathomorphologischen Untersuchung unterzogen.

Bei Tier 5006 wurde eine 23 x 19 x 17 cm grof3e speckig-graue, gelbliche, zystische Masse in
der Bauchhohle gefunden. Diese war mit dem rechten Leberlappen verbunden. Der linke
Leberlappen stellte sich als eine 8 x 9 x 5 cm groBle, speckige, multizystische Struktur dar.
Die restlichen Teile der Leber zeigten sich durchzogen mit multiplen, linsenkopfgrof3en, z. T.
konfluierenden  Echinokokkenzysten. —Die Ileocaecal-, Pankreas-, Aorten- und

Nierenlymphknoten waren hochgradig vergroBert und speckig. Das gesamte Netz war
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durchsetzt mit linsen- bis erbsenkopfgroflen, gelblich-speckigen tumordhnlichen Gebilden.
Die zystischen Gebilde enthielten z. T. honigartiges, gelierendes Material, an anderen Stellen

aber auch wasserklare Fliissigkeit.

Das Tier 5092 zeigte bei der Sektion im Bereich der Bauchhohle ein von der Leber
ausgehendes, rundes Zystengebilde mit einem Gewicht von 1900 g (Abb.8/A). Diese
Zystenbildung betraf hauptsdchlich den linken Leberlappen. Das Leberparenchym zeigte sich
hochgradig druckatrophisch und die Gallenblase war gestaut. Die Zystenwand bestand aus
ausgeprédgten Bindegewebeanteilen. Miliare Knotchen- und Blasenbildungen gingen von der
Zystenwand aus. Der Zysteninhalt war fliissig und mit Hydatidensand durchsetzt. Die
benachbarten Lymphknoten (Ln. hepaticus, Ln. pancreaticus) waren hyperplastisch. In der
Bauchhohle wurde eine geringgradige serdse Peritonitis diagnostiziert. Die Echinokokkose

hatte in diesem Fall zu einer fast vollstdndigen Atrophie des linken Leberlappens gefiihrt.

Tier 6434 zeigte eine hochgradige Odematisierung der Unterhaut. Die Haut im Bereich des
Abdomens war in der Umgebung der von aullen deutlich sichtbaren Umfangsvermehrung der
Bauchhohle fibrotisch und mit der Bauchdecke verwachsen. Nach Eréffnung der Brusthohle
zeigte sich ein milchig-wéssriger Pleuraerguss sowie Verwachsungen und Verklebungen
zwischen Sternum, Pleura pulmonalis und einer ca. 6 cm im Durchmesser messenden
Umfangsvermehrung. Diese ging vom Mediastinum aus, hatte eine gekammerte Struktur und
komprimierte den rechten Hauptlappen der Lunge. Auf der Schnittfliche stellte sie sich
kleinzystisch dar. Die Lunge zeigte ein mittelgradiges alveolires Odem, ein mittelgradiges
alveoldres Emphysem sowie eine Druckatelektase des rechten Hauptlappens. Nach Er6ffnung
der Bauchhohle wurde eine ausgepridgte serdse Peritonitis festgestellt. AuBBerdem wurden
multiple Zystenbildungen besonders im Bereich der gesamten Leber diagnostiziert. Diese
bestanden aus multiplen, viel- und kleinblasigen, infiltrativ in das Lebergewebe
einwachsenden Zystenstrukturen unterschiedlicher Grofe. Diese Zystenstrukturen bildeten
eine Art Schlauchsystem im Leberparenchym (Abb. 8/B). Vom Leberhilus ging eine gut
abgegrenzte, 20 cm im Durchmesser messende Echinokokkenzyste aus, die ein Gewicht von
1100 g hatte und von einer dicken Zystenwand umgeben war. Von dieser Zystenwand gingen

miliare Knoétchen und Blasen aus. Der Inhalt der Zysten war fliissig und mit Hydatidensand
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durchsetzt. Es wurde eine eigene Gefillversorgung nachgewiesen. Das Leberparenchym war
druckatrophisch und die Leber war auf der ganzen Flache unlosbar mit dem Zwerchfell
verwachsen. Die benachbarten Lymphknoten sowie alle anderen Lymphknoten im
Bauchbereich waren hyperplastisch und 6dematisiert. Ein weiteres Echinokokkengranulom
wurde im Bereich des groen Netzes nachgewiesen. Dieses war mit Ileum- und
Caecumanteilen verwachsen und verklebt. Auch in diesem Fall konnte eine Echinokokkose
mit systemischer Ausbreitung festgestellt werden. Die Echinokokkose hatte die gesamte
Leber diffus durchwachsen und zur vollstindigen Atrophie des linken Leberlappens und
groBer Teile des Hauptlappens gefiihrt. Uber Abklatschmetastasen im Bereich des
Zwerchfells auf der Lungenseite hatte sich die Echinokokkose auch in die Brusthohle

ausgedehnt.
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Abb. 8:

A: Hochgradiger Umbau der Leber im Rahmen einer Echinokokkose (Tier Nr. 5092).
B: Bei stirkerer VergroBerung zeigen die Zysten die fiir E. multilocularis typische
Schlauchstruktur (Pfeile); (Tier Nr. 6434).
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Die pathologischen Befunde deuteten auf eine alveoldre Echinokokkose in allen drei Fillen
hin. In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Zoologie der Universitit Hohenheim wurde zur
Diagnosesicherung eine Echinococcus multilocularis-spezifische nested PCR durchgefiihrt
(DINKEL 1998). Diese bestitigte die Diagnose der alveoldren Echinokokkose bei allen drei
Tieren. Abbildung 9 zeigt das Ergebnis dieser PCR.

Abb. 9: Spur 1: Tier 5006; Spur 2: Tier 5092; Spur 3: Tier 6434;

nK: negative Kontrolle; pK: positive Kontrolle

4.3.2 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

Bei allen drei Tieren wurde ein breites Organspektrum histologisch ausgewertet. Dabei
fanden sich vergleichbare Verdnderungen bei allen drei Tieren. Unterschiede zeigten sich im

Grad der Ausdehnung der Verdanderungen und der Organmanifestation (Tabelle 6).

Typisches Metazestodengewebe fand sich bei Tier 5006 in Leber und
Mesenteriallymphknoten. Es bestand besonders im Bereich der Leber aus unterschiedlich
groflen Zystenstrukturen, die von einer lamellaren Zystenwand umsdumt wurden. Kleine
Zystenanteile erschienen leer, grofere Zystenstrukturen wiesen dagegen im Inneren

Zelldetritus, groBflachige Nekrosenbezirke und Verkalkungen auf. Ausschlieflich in der
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Leber wurden lebensfihige Protoskolizes nachgewiesen, die teilweise von Brutkapseln
umgeben waren. Alle anderen Zysten waren steril. Im Randbereich der Zysten konnten eine
hochgradige Fibrose und Granulationsgewebebildung vom Fremdkorpertyp mit Beteiligung
von multinukledren Riesenzellen nachgewiesen werden (Abb. 10/A u. B, 11/B). Grof3e Teile
der Leber wiesen eine totale Fibrose auf. Im Bereich der Zysten lielen sich teilweise starke
Verkalkungen sowie Kalkkorperchen beobachten (Abb. 11/B). Die Zystenstrukturen im
Bereich der Mesenteriallymphknoten wiesen eine hochgradige gemischtzellige
Entziindungszellreaktion mit starker Beteiligung von Fremdkdorperriesenzellen auf. Die
Hauptbefunde bei diesem Tier sprechen fiir eine alveoldre Echinokokkose im Bereich der

Leber und der angrenzenden Lymphknoten.

Tier 5092 wies in der Leber und in den regiondren Lymphknoten (Ln. hepaticus, Ln.
pancreaticus) typisches Metazestodengewebe auf. Das Leberparenchym war im Bereich der
Zystenstrukturen grofflachig zerstort (Abb. 11/A). Weiterhin wurden multifokal ein
hochgradiges periportales gemischtzelliges Entziindungszellinfiltrat sowie diffuse
Einzelzellnekrosen beobachtet (Abb. 12/B). In der Zystenperipherie konnte infiltratives
Wachstum in das angrenzende Leberparenchym dargestellt werden. Das an die Zysten
angrenzende Gewebe zeigte eine Granulationsgewebereaktion, charakterisiert durch die
Ausbildung einer Fibrose und begleitet von einer gemischtzelligen Entziindungszellreaktion
mit Beteiligung von Fremdkorperriesenzellen. Fibrose hyaline Membranen grenzten die
Zystenrdume ab. Die Mehrzahl der Zysten war leer oder kollabiert, in anderen wurden
zahlreiche Protoskolizes nachgewiesen. Bei den Leberlymphknoten wurden eine
ausgeprigte follikuldre und parakortikale Hyperplasie sowie fokal sterile Echinokokkenzysten
im Markbereich diagnostiziert. Im Randgebiet dieser Zystenstrukturen konnten ebenfalls die
Ausbildung einer hochgradigen Fibrose mit Entziindungszellreaktionen unter Beteiligung von
Fremdkorperriesenzellen sowie mehrere Verkalkungszonen nachgewiesen werden. Weiterhin
wurde ein abgegrenzt wachsendes, solitires Metazestodengewebe festgestellt, welches im
Inneren einen multizystisch gekammerten, stark septierten Aufbau zeigte. GroBflachige
Nekroseareale und Verkalkungszonen wurden in nahezu allen zystisch verdnderten Bereichen
nachgewiesen (Abb. 11/A). Die histologischen Befunde bei Tier 5092 entsprechen dem Bild

einer alveoldren Echinokokkose im Bereich der Leber und der regiondren Lymphknoten.
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Metazestodengewebe fand sich bei Tier 6434 im Bereich von Leber und Mesenterium, aber
auch im Bereich von Mediastinum, Herz und Lunge. GroBe Teile der Leber wiesen
hochgradige Hdmorrhagien und Nekrosen auf. In diesen Bereichen war das Lebergewebe so
stark transformiert, dass nur noch vereinzelt Leberzellen zu erkennen waren. In anderen
Bereichen  der Leber lieBen  sich  multifokal  periportale  gemischtzellige
Entziindungszellinfiltrate ~ nachweisen. = Beobachtet =~ wurden  weiterhin  diffuse
Einzelzellnekrosen. Die Leberzellen in der Nihe des Metazestodengewebes waren
komprimiert und grenzten an das die Parasitenstruktur umgebende Bindegewebe (Abb. 12/A).
In diesen Bereichen kam es auch zur Ausbildung eines chronischen Granulationsgewebes mit
Entziindungszellinfiltrationen unter Beteiligung von Fremdkorperriesenzellen. Zusitzlich
lagen Sprossungen der germinativen Schicht vor (Abb. 13/A). Auch im Bereich des
Perikards lieB sich fokal Granulationsgewebe darstellen. Hier konnten auch vereinzelt
Echinokokkenzystenanteile nachgewiesen werden. Weiterhin wurden multiple, abgegrenzt
wachsende, solitdre Metazestodenstrukturen im Bereich von Leber, Mesenteriallymphknoten
und Lunge beobachtet. Diese zeigten im Inneren eine multizystisch gekammerte und stark
septierte Struktur (Abb. 13/A u. B). GroBflachige Nekroseareale und Verkalkungszonen
sowie fibrose hyaline Membranen, die die Zystenrdume abgrenzten, wurden nachgewiesen
und stellten sich durch eine PAS-Reaktion besonders gut dar (Abb. 13/A u. B). Die Mehrzahl
der Zysten war leer oder kollabiert, in einzelnen wurden zahlreiche Protoskolizes und
Brutkapseln nachgewiesen (Abb. 12/A, 13/A u. B, 14/A-D, 15/B). Weiterhin wurden in vielen
Zysten Kalkkorperchen beobachtet (Abb. 12/A). In der Lunge wurde neben einem
ausgeprigten alveoldren Odem auch ein alveoldres Randemphysem sowie diffuse Hyperimien
und fokale Blutungen festgestellt. Fokale perivaskuldre lymphohistiozytire Zellinfiltrate
waren ebenfalls im Lungenparenchym darstellbar. Die Mesenteriallymphknoten zeigten im
Follikelzentrum multifokal einzelne mehrkernige Riesenzellen sowie diffuse Hyperdmien.
Die histologischen Befunde ergaben im Fall von Tier 6434 eine hochgradige AE. Leber,

Mesenterium und Lunge waren hier am massivsten betroffen.

Durch die PAS-Reaktion lieen sich die Laminarschichten der Zystenwinde besonders gut
darstellen (Abb. 13/A u. B), was auf den hohen Gehalt an neutralen Mukopolysacchariden in

diesem Bereich zuriickzufiihren ist. Unter Kongorotfirbung wurden in den Zystenwédnden
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vereinzelt rotgefarbte Strukturen erkennbar, die im Polarisationsmikroskop eine leichte
Doppelbrechung aufwiesen. Die iiberwiegenden Teile der Préparate waren jedoch negativ und
lieBen somit keine Schlussfolgerungen auf verstiarkte Amyloidablagerungen im Zystenbereich

ZUu.

Tabelle 6: Organverteilung der pathologischen Verdanderungen

Lokalisation Tier Nr. 5006 Tier Nr. 5092 Tier Nr. 6434
Leber X X X
Mesenterium X X X
Mediastinum X
Lunge X

Herz X

Lnn. hepatici X X X

Lnn. mesenteriales X X X

Lnn. pancreatici X

Lnn. pulmonales X

4.3.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

Mit Hilfe der Immunhistochemie lie3 sich die parasitdre Antigenbelastung einer alveoldren
Echinokokkose spezifisch nachweisen (Abb. 15/A u. B). Positive Reaktionen lieBen sich
besonders im Bereich der germinativen Schicht und der Protoskolizes beobachten. In der
manuell durchgefithrten Methode, unter Verwendung von Peroxidase und DAB, stellten sich
die positiven Bereiche braun dar. In der automatisch durchgefiihrten Technik, mit Hilfe der
Alkalischen Phosphatase und Fast Red, waren die positiven Bereiche rot angefidrbt (Abb.
15/A u. B). Mit Hilfe der Immunhistochemie lieBen sich frithe Infiltrationen parasitdrer
Strukturen in das umliegende Gewebe lichtmikroskopisch eindeutig nachweisen (Abb. 15/A),
so dass diese Technik besonders geeignet ist, in sehr frithen Stadien eine Infektion mit

Echinokokken zu detektieren.
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Abb. 10:

A: Lichtmikroskopisch werden die Zysten von einer germinativen (unterbrochener
Pfeil) und einer Laminarschicht (durchgehender Pfeil) ausgekleidet (Tier Nr. 5006, H.-
E. Farbung, Vergr. 376x).

B: Weiterhin finden sich in der Umgebung der Zysten verschiedene
Entziindungszellen einschlieBlich Fremdkorperriesenzellen (Pfeile); (Tier Nr. 5006,
H.-E. Farbung, Vergr. 188x).
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Abb. 11:

A: Verkalkende Protoskolizes (Pfeile) innerhalb von Zystenstrukturen der Leber (Tier
Nr. 5092, H.-E. Farbung, Vergr. 94x).

B: Fremdkorperriesenzellen (kleine Pfeile) und Verkalkungen (groBe Pfeile) im
Bereich einer Zyste; das angrenzende Gewebe zeigt eine starke Fibrose (Tier Nr. 5006,
H.-E. Farbung, Vergr. 94x).
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Abb. 12:

A: Zyste mit Protoskolex, Kalkkorperchen (Pfeile) und untergehendem Lebergewebe
(Tier Nr. 6434, H.-E. Farbung, Vergr. 188x).

B: Im angrenzenden Lebergewebe zeigen sich verschiedene Verdnderungen. Dazu
gehoren auch periportale gemischtzellige Entziindungszellinfiltrationen (Tier Nr.
5092, H.-E. Farbung, Vergr. 188x).
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Abb. 13:

PAS-positive Reaktion der Laminarschicht. In den stark gekammerten Strukturen des
Zystengewebes sind Protoskolizes zu erkennen (fertile Zysten). Die Pfeile in
Abbildung A zeigen neue Sprossungen in das angrenzende Gewebe (Tier Nr. 6434,
PAS-Reaktion, Vergr. 94x).
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Abb. 14:

A: Protoskolizes in einer Brutkapsel (Pfeil); (Tier Nr. 6434, H.-E. Farbung, Vergr. 376x).

B: Protoskolizes in unterschiedlichen Entwicklungsstadien: ein Protoskolex stiilpt sich gerade
aus (Pfeil), eine Anhdufung von Zellen deutet darauf hin, dass sich hier ein neuer Protoskolex
bildet (unterbrochener Pfeil); (Tier Nr. 6434, H.-E. Farbung, Vergr. 376x).

C: Protoskolizes im Nativpréparat (Tier Nr. 6434, Vergr. 376x).

D: Bei stirkerer Vergroferung sind die Hékchen des Hakenkranzes zu erkennen (Pfeile);
(Tier Nr. 6434, Vergr. 938x).
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Abb. 15:

A: Immunhistochemische Darstellung von Echinokokken-Antigen im Zystengewebe
der Leber. Bei den positiven (roten) Bereichen handelt es sich um die germinative
Schicht der Zysten (Pfeile); (Tier Nr. 6434, SABC Methode, Himalaun, Vergr. 188x).

B: Weiterhin stellen sich die Protoskolizes positiv dar (Pfeile); (Tier Nr. 6434, SABC
Methode, Hamalaun, Vergr. 188x).
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4.3.4 Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchungen

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung in dieser Studie wurde den Protoskolizes
sowie der germinativen Schicht besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Abbildung 16 zeigt
lichtmikroskopische Aufnahmen von Semidiinnschnitten. Die elektronenmikroskopisch

untersuchten Bereiche wurden hier markiert.

Die Abbildungen 17 bis 22 zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Ultradiinnschnitten durch eine Zyste von Tier 6434. In Abbildung 17 ist die Wand einer Zyste
dargestellt. Sie ldsst eine &uflere Laminarschicht und eine innere germinative Schicht
erkennen. Die Laminarschicht stellt sich als eine dicke Schicht dar, die die Zyste umrandet,
und besteht aus einer amorphen Substanz, die wéhrend des Zystenwachstums zunehmend

homogener wird.

Die germinative Schicht (Keimschicht) umfasst das Tegument und die undifferenzierten
Zellen. Sie ragt mit zahlreichen Mikrovilli in die Laminarschicht hinein (Abb. 17). Weiterhin
besteht die germinative Schicht aus Ansammlungen verschiedenster Zellen. Hierzu gehoren
sowohl undifferenzierte Zellen, aber auch Glykogenspeicherzellen, retikuldre Zellen und
Muskelzellen. Glykogenspeicherzellen der germinativen Schicht sind durch diffus im
Zytoplasma verteilte Glykogengranula charakterisiert, wéhrend retikuldre Zellen lange
retikuldre Ausliufer zeigen (Abb.17, 18). Die Muskelzellen der germinativen Schicht besitzen
lange Fortsdtze mit Myofibrillen und Glykogenpartikeln (Abb. 17). Die undifferenzierten
Zellen sind charakterisiert durch einen elektronenhellen Kern und einen elektronendichten
Nukleolus. Sie konnen kleine Mitochondrien und Polysomen enthalten und zeigen oft aktive
Mitosen. Einige undifferenzierte Zellen bleiben briickenartig mit dem Tegument verbunden,
andere formen durch wiederholte Teilungen Zellaggregate oder transformieren sich zu
Muskelzellen. Die Zellaggregate dienen der Bildung der Brutkapseln. Spéter entwickeln sich
durch Anhdufung von undifferenzierten Zellen an einigen Stellen der Brutkapsel die

Protoskolizes.



ERGEBNISSE 83

Die Tegumentstruktur der Protoskolizes ist in den Abbildungen 19 bis 21 dargestellt.
Auffillig sind die unterschiedlichen Formen der Mikrotrichen an ein und demselben
Protoskolex. Wiahrend im vorderen Bereich stachelartige Mikrotrichen zu erkennen sind
(Abb. 19, 20, 21/A, C u. D), ist der hintere Bereich des Protoskolex mit eher stumpfen
Mikrotrichen besetzt (Abb. 21/B). Die stachelartigen Mikrotrichen befinden sich im Bereich
des spdteren Rostellum und der Saugndpfe und sind unterteilt in einen apikalen
elektronendichten Teil und einen basalen Teil. Apikaler und basaler Teil werden durch eine
schmale elektronenhelle Zone voneinander separiert. Diese Zone ist durch ein oder zwei
elektronendichte Transversallinien zwei- oder dreigeteilt (Abb. 21/C u. D). Die stumpfen
Mikrotrichen am hinteren Teil des Protoskolex haben einen elektonendichten Kranzbereich
(Abb. 21/B). Das distale Zytoplasma grenzt an die Basis der Mikrotrichen an und besitzt
zahlreiche Vesikel (Abb. 19). Im Inneren der Zellen finden sich neben anderen Zellorganellen
teilweise Mitochondrien. Glykogen liegt in Granulaform vor. Angrenzend an die
Plasmamembran des distalen Zytoplasmas befindet sich eine Basalmembran (Abb. 19). Das
fibrose Interstitium liegt im Zwischenraum zwischen den Zellen des Protoskolex und der
Basalmembran und besteht aus losen retikuldren Filamenten. Unterhalb dieser fibrosen Zone
sind langgezogene Biindel von myofibrillaren Fortsdtzen der Muskelzellen erkennbar (Abb.
20). Muskelzellen sind auch besonders im Bereich der spéteren Saugnédpfe (Vorderende des

Protoskolex) darstellbar (Abb. 19, 20).

Der Hakenkranz der Protoskolizes besteht aus amorphem Material und longitudinalen Fasern
und ist umgeben von einer diinnen elektronendichten Schicht. Im Inneren der einzelnen
Hiakchen liegt die Markhohle, die mit feingranuldrem Material gefiillt ist und von

Hakenkranzanteilen unregelméfig durchzogen wird (Abb. 22).
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Abb. 16:

Lichtmikroskopische Darstellung der Lokalisationen, die fiir ultrastrukturelle
Untersuchungen ausgewéhlt wurden: Elektronenmikroskopische Darstellungen (siche
Abb. 17 bis 22) erfolgten von germinativer Schicht (1), vom Tegument des
Protoskolex (2) und vom Hakenkranz (3); (Semidiinnschnitte, Tier Nr. 6434,
Methylenblaufirbung, Vergr. A: 376x, B: 188x).
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Abb. 17:

Elektronenmikroskopische Aufnahme der Zystenwand mit myofibrillairen Auslédufern einer
Muskelzelle (1), in die Laminarschicht hineinragende Mikrovilli der germinativen Schicht (2),
retikuldren Zellen (3), distalem Zytoplasma (4) und glykogenspeichernden Zellen (5); (TEM,
Tier Nr. 6434, Vergr. 9450x).
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Abb. 18:

Glykogenspeicherzelle der germinativen  Schicht, die durch elektronendichte

Glykogengranula im Zytoplasma charakterisiert ist (Nu = Nukleus); (TEM, Tier Nr. 6434,
Vergr. 18900x).
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Abb. 19: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Teguments eines Protoskolex im Bereich
von Rostellum und Saugnidpfen mit Muskelzellausldufern (1), Basalmembran (2) und
Anteilen des distalen Zytoplasmas (3); (TEM, Tier Nr. 6434, Vergr. 18900x).
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Abb. 20:

Elektronenmikroskopische ~Aufnahme des Protoskolexteguments mit Biindeln von
myofibrilldren Fortsdtzen der Muskelzellen (Pfeile); (TEM, Tier Nr. 6434, Vergr. 30000x).
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Abb. 21:

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der unterschiedlichen Mikrotrichenformen der
Protoskolizes (TEM, Tier Nr. 6434).

A: Stachelartige Mikrotrichen im Bereich von Rostellum und Saugnépfen des Protoskolex
(Vergr. 18900x).

B: Stumpfe Mikrotrichen im hinteren Bereich des Protoskolex (Vergr. 9450x).

C + D: Stachelartige Mikrotrichen; basaler und apikaler Teil der Mikrotrichen werden durch
eine elektronenhelle Zone voneinander separiert (Pfeile); (Vergr. 30000x).
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Abb. 22:

Elektronenmikroskopische Aufnahme von einzelnen Hikchen des Hakenkranzes eines
Protoskolex, die in ithrem Inneren eine Markhohle (Pfeile) aufweisen (TEM, Tier Nr. 6434,
Vergr. 12000x).
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4.4 Genetische Untersuchungen

AuBler vom Rhesusaffen (M. mulatta), fiir den mehr als 100 MHC-DRB-Sequenzen
veroffentlicht wurden, ist nur wenig liber die DRB-Loci von anderen Altweltaffenspezies
bekannt (sieche IPD Nonhuman Primate MHC database: http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/nhp)
(ROBINSON et al. 2003). Der Grund fiir die Untersuchung der MHC-Region von Bartaffen
liegt darin, einen Genombereich ndher zu charakterisieren, der fiir den Verlauf von
Infektionskrankheiten eine groBe Rolle spielt. Weiterhin koénnen immungenetische
Untersuchungen der Bartaffen eine wichtige Basis fiir ein effektiveres Zuchtprogramm der in

Menschenhand befindlichen Zuchtpopulationen bilden.

4.4.1 Identifizierung von Masi MHC-Klasse-II-Allelen

Wiéhrend dieser Studie wurden 9 verschiedene DRB-Sequenzen bei zehn untersuchten
Bartaffen des DPZ nachgewiesen (Tab. 7). Die Abbildung 23 stellt das Ergebnis einer DGGE
dar. Eine Auftrennung der eingesetzten PCR-Produkte ist an den Banden in den
entsprechenden Spuren zu erkennen. Zur Identifizierung der PCR-Produkte wurden die
Banden ausgeschnitten und eluiert. Ein Teil des Eluats wurde reamplifiziert und sequenziert.
Bei nicht eindeutigen DNA-Sequenzen wurde ein Teil der Probe fiir eine weitere DGGE-PCR
eingesetzt und erneut auf ein DGGE-Gel aufgetragen, um doch noch eine Auftrennung der

Allele zu erreichen.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 23: Parallele Masi-DRB-DGGE

(Spur 1: Tier 9838; Spur 2: Tier 8295; Spur 3: Tier 9837; Spur 4: Tier 8113;
Spur 5: Tier 5229; Spur 6: Tier 7194; Spur 7: Tier 9485; Spur 8: Tier 6434;
Spur 9: Tier 6433; Spur 10: Tier 1252)

Die Sequenzen eindeutiger Proben wurden mit Hilfe des Blast-Programmes (NCBI; Bethesda,
USA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mit Sequenzen in der Genbank verglichen.

Neue Allele wurden in beiden Richtungen sequenziert, um die Sequenzen zu bestétigen.

Zur Kontrolle wurden zusidtzliche PCRs mit sequenzspezifischen Primern (PCR-SSP)
durchgefiihrt (Kap. 3.2.4.3). Bei Tier 9838 (Abb. 23, Spur 1) wurden 3 Banden nachgewiesen,
die sich z.T. nicht eindeutig sequenzieren lieBen. In der PCR-SSP wurden dann jedoch 5
Allele eindeutig nachgewiesen (Tab. 7). Die in der PCR-SSP verwendeten Primersequenzen
sind in Abbildung 24 farblich gekennzeichnet. Die Anzahl der insgesamt gefundenen DRB-
Allele pro Tier variiert zwischen 1 und 5 (Tab. 7).

Die Sequenzen wurden im MHC Primate Register registriert. Masi-DRB-Sequenzen, die den
humanen Aquivalenten #hnlich sind, haben auch die entsprechenden Bezeichnungen (Masi-

DRB1*0301, Masi-DRB1*0401 und Masi-DRB4*0101). Allellinien, die beim Menschen nicht

vorkommen, wurden entsprechend der gidngigen, in der Literatur dokumentierten Praxis mit
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einem W gekennzeichnet (KLEIN et al. 1990; BONTROP et al. 1999). Dies trifft auf die

restlichen sechs Allele der untersuchten Tiere zu.

Tabelle 7: Masi-DRB Allele von zehn Bartaffen

GenBank .
. Tiernummern

accession
Allel numbers 5229 1252 7194 8295 8113 6433 9837 9485 9838 6434
Masi-DRB1*0301  AY172137 X
Masi-DRB1*0401  AY 172138 X X X X X X X
Masi-DRB4*0101  AY172139 X X X X X X
Masi-DRB*W101 AY172140 X
Masi-DRB*W201 AY172141 X
Masi-DRB*W301 AY172142 X X
Masi-DRB*W3501 AY172143 X X
Masi-DRB*W401 AY172144 X X X X
Masi-DRB*W402 AY172145 X X X X X

In Abbildung 24 sind die 9 gefundenen DRB-Sequenzen aufgelistet. Die meisten dieser
Sequenzen gehoren zu unterschiedlichen Allellinien. Dies zeigt trotz der geringen absoluten
Zahl der gefundenen Allele doch eine beachtliche Diversitat. Auffillig ist, dass das an AE
erkrankte Tier (6434) dieselben Sequenzen aufweist wie das Tier (1252) bei dem Antikorper

gegen E. multilocularis nachgewiesen wurden (Tab. 7).

Die Allele der Bartaffen gehoren zu Linien, die auch in anderen Primatenspezies vorkommen
(siehe IPD Nonhuman Primate MHC database: http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/nhp). Von den
9 DRB Allelen, die in dieser Studie gefunden wurden, gehoren 8 zu verschiedenen Allellinien.
AuBer Masi-DRB*W3501 gehoren die anderen acht zu Allellinien, die auch bei Rhesusaffen
vorkommen. Abbildung 25 zeigt einen phylogenetischen Baum von MHC-DRB-Allelen bei
Makaken einschlieBlich der DRB-Allele der Bartaffen. Hierfiir wurde die neighbour-joining-
Methode angewendet. Es ist erkennbar, dass die DNA-Sequenzen einer Allellinie dhnlicher
sind als alle Sequenzen innerhalb einer Art. Die Allellinien miissen daher schon vor der

Entstehung der Makakenarten vorhanden gewesen sein.
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Zumindest kann aufgrund der genetischen Untersuchungen davon ausgegangen werden, dass
ein hoher Grad an Diversitdt beziiglich der Zahl der DRB-Allellinien vorliegt. Ein
Zusammenhang mit einer AE konnte in der vorliegenden Untersuchung noch nicht gefunden

werden.

4.4.2 Stammbaumdarstellungen der Bartaffenkolonie

Um Zusammenhinge zwischen dem Auftreten einer AE und bestimmten genetischen
Eigenschaften bei Bartaffen untersuchen zu konnen, wurden von den Tieren der
Bartaffenkolonie des Deutschen Primatenzentrums Stammbdume angefertigt. Diese
Stammbdume sind im Anhang (Kap. 9.6) aufgefiihrt. Die an AE erkrankten Tiere (5006,
5092, 6434) sowie das serologisch positive Tier (1252) haben gemeinsame Vorfahren. Diese
Vorfahren sind die Tiere mit den Zuchtbuchnummern 884 und 591, die in den Stammbidumen
farblich gekennzeichnet sind. Weiterhin gehoren die Tiere 884 und 591 auch zu den
Vorfahren von 6 weiteren Tieren der Bartaffenkolonie: Ronja (6433), Pelle (7194), Michel
(8295), Jette (8113), Stina (11175) und Skrolan (11439) sind daher mit den an AE
verstorbenen Tieren verwandt. Durch den Vergleich der verwandschaftlichen Verhiltnisse der
Bartaffen, die an AE erkrankt bzw. serologisch positiv sind, kénnen somit zumindest

Vermutungen gemacht werden, was eine eventuelle Empfénglichkeit fiir eine AE betrifft.
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10 20 30 40 50
Masi-DRBI*0301 1 [TTGGAGTACT CTACAITCTGA GTGTCACTTC TTCAACGGGA CGGAGCGGGT 50
Masi-DRB1*0401 1)..... C.GG T..A.CA... .......... ..... P 50
Masi-DRB4*0101 1 ...... C.GG ...AG..... ...... A 50
Masi-DRB*W101 1A ... g..AG.T C..Tu.. ..., P 50
Masi-DRB*W201 1[..... TC.GG T..AG.A... ...... Tove onn.. P 50
Masi-DRB*W301 1[..... C.GG ...A.CG... ...... T.o.. ..... P 50
Masi-DRB*W3501 1...... C.GG ... AG..... .ocuucunes q...... ... 50
Masi-DRB*I401 1[...d..c.e. T..AaGC.... ...... Tt et e 50
Masi-DRB*W402 1|..... C.GT..AG..... ...... Tt e e 50
60 70 80 90 100
Masi-DRBI*0301 51 GCGGTACCTG GACAGATACT TCTATAACCA GGAGGAGAAC CTGCGCTTCG 100
Masi-DRB1*0401 51 ..... T et et e e T.. Guvvvrnnnn 100
Masi-DRB4*0101 51 [L......... AT....c..3 C..... Ao GC........ 100
Masi-DRB*IW101 51 ..T.A..... AT....ooit i b N T.. G...... a 100
Masi-DRB*W201 51 ..... TG... .G Cove et e TTA GC........ 100
Masi-DRB*IW301 51 ..... Tt e e e T.. Govvvnnn 100
Masi-DRB*W3501 51 ..... Tt et e e T.. Gu'vvvrnnnn 100
Masi-DRB*I1401 L B o A 100
Masi-DRB*W402 51 ..... T.. e PP 100
110 120 130 140 150
Masi-DRBI*0301 101 ACAGCGACGT GGGGGAGTAC CGGGCGGTGT CGGAGCTGGG GCGGCCTGAC 150
Masi-DRB1*0401 101 o otiie it i e A il o G.AG 150
Masi-DRB4#*0101 5 P Ao e 150
Masi-DRB*W101 101 .......... Coveee e e B o 150
Masi-DRB*IW201 3 T ettt e a 150
Masi-DRB*W301 3 b S A i e G.AG 150
Masi-DRB*W3501 3 b Ao e 150
Masi-DRB*I401 101 oottt e e e e a 150
Masi-DRB*I402 5 P Ao e 150
160 170 180 190 200
Masi-DRBI*0301 151 GCCGAGTACT TCAACAGCCA GAAGGACATC CTGGAGCAGA AGCGGGCCCG 200
Masi-DRB1*0401 151 ..G....... GG.ovv vt e Too venn.. G... G....... GC 200
Masi-DRB4#*0101 151 .......... GG...G.... ....... Coo viiinnn G.. G....... GA 200
Masi-DRB*W101 151 ...A...... GG...G.... ....... Cov v [ GA 200
Masi-DRB*I201 151 ...... A... .G....CT.G ....... Cov e G.GC....... GC 200
Masi-DRB*W301 151 ..G....... GG. .ot e .t ......... G C....H..cc 200
Masi-DRB*W3501 151 .....n.. .. GG vt e e AG.CG C....... GC 200
Masi-DRB*I401 151 ...C...C.. GG........ ...... T ... Gove e GC 200
Masi-DRB*W402 151 ...... N G e L 200
210 220 230 240 250
Masi-DRB1*0301 201 [GGTGGACAAT TACTGCAGAC ACAACTACCG GGTTGGTGAG AGCTTC 250
Masi-DRB1*0401 201 i e e G. ..... ce... ...... 250
Masi-DRB4*0101 201 ........ CAGIG....... ........ . o 250
Masi-DRB*W101 201 ........ CCGTG....... ....... [-.. .. Toooo o 250
Masi-DRB*W201 201 ........ CCGTG....... .coonn.. G. .A...[T6... .....] 250
Masi-DRB*IW301 201 ......... C et e G. ...... Covv oot 250
Masi-DRB*W3501 201 ........ CC ... ... ... ....... . ...... Cove e 250
Masi-DRB*I401 201 ........ CC ittt et e e 250
Masi-DRB*W402 201 [......... (< PO PP 250

Abb. 24: Masi-DRB-Allele der Bartaffenkolonie des DPZ. Die PCR-SSP Primer wurden

farbig gekennzeichnet (grau-vorwérts Primer, gelb-riickwérts Primer).
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Abb. 25: Phylogenetischer Baum von einigen MHC-II-DRB-Allelen bei einigen Primaten

(Aona - Aotus nancymaae, Maar - M. arctoides, Mamu - M. mulatta, Masi - M. silenus).
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5 Diskussion

Die Untersuchung der Auswirkungen einer alveoldren Echinokokkose auf den Organismus
von nichtmenschlichen Primaten war ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit. Die betroffenen
Tiere waren Bartaffen - Vertreter der Makaken -, die zu den stark bedrohten Arten der Welt
gehoren. Den Verdnderungen, die sowohl pri- als auch postmortal zu beobachten waren,

wurde besondere Beachtung geschenkt.

Ausgehend von Uberlegungen zur denkbaren besonderen Empfinglichkeit von Bartaffen war
ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Charakterisierung des MHC Klasse II. Dies wurde mit
dieser Arbeit erstmalig bei dieser Spezies durchgefithrt und stellt den Anfang von

immungenetischen Studien bei Bartaffen dar.

5.1 Uberlegungen zur Infektion

Die Bartaffen der DPZ Kolonie leben seit dem 11.06.1997 in einer Kombination aus Innen-
und AuBlengehege. Vor diesem Zeitpunkt lebten die Bartaffen in einem anderen Gehege,
welches ebenfalls aus einem AufBlen- und Innengehege bestand. Das jetzige und das friithere
AuBengehege grenzen an einen Bereich, der stark mit Striuchern, Biumen und Gras
bewachsen ist, und in dem nachweislich Fiichse und Feldhamster leben. Es sind also sowohl
typische Endwirte als auch typische Zwischenwirte vorhanden, die fiir den Lebenszyklus von
E. multilocularis notwendig sind. Im Rahmen von stichprobenartigen Kontrollen sind
tatsdchlich auch Infektionen mit E. multilocularis bei Hamster und Fuchs nachgewiesen
worden. Weiterhin traten vereinzelt Fille von AE nicht nur bei den Bartaffen des DPZ auf,
sondern auch in der Rhesusaffenkolonie (M. mulatta) (BRACK et al. 1997) und unter den
Javaneraffen (M. fascicularis). Dies spricht fiir das endemische Vorkommen des
Fuchsbandwurmes in diesem Gebiet. Nach ECKERT (1997) und ROMIG et al. (1999 b) liegt

die Befallsrate von Fiichsen in Niedersachsen bei bis zu 50 %.



98 DISKUSSION

Die betroffenen Bartaffen - Hanna (5006), Ida (5092) und Heinrich (6434) - lebten viele Jahre
in der Kolonie des DPZ. Die AE wurde bei allen Tieren in einem Zeitraum von ca. einem Jahr
diagnostiziert. Hanna lebte seit 1988 am DPZ, Ida seit 1989 und Heinrich wurde 1993 im
DPZ geboren und wurde am 10.06.1997 (also einen Tag vor dem Umzug der Tiere in ein
neues Innen-/Auflengehege) in den Zoo Rostock verbracht. Da das Auftreten der ersten
Symptome bei allen drei Tieren innerhalb eines Jahres geschah, 14sst dies vermuten, dass auch
die Infektionszeitpunkte der drei Tiere nahe beieinander lagen. Es ist wahrscheinlich, dass
sich Heinrich, bei dem Symptome erst auftraten als er schon in Rostock war, wie die anderen
Tiere wihrend seiner Zeit am DPZ infiziert hat. Zur Infektionsart gibt es verschiedene
Moglichkeiten: Der Fuchs konnte in der direkten Ndhe des Gehegezaunes Kot abgesetzt
haben, oder der Wind hat die Eier von E. multilocularis in das Gehege getrieben. Die
wahrscheinlichste Infektionsursache ist aber, dass die Bartaffen die Eier von E. multilocularis
aufgenommen haben, als sie mit Beeren und Zweigen von Johannisbeerstrauchern gefiittert
wurden, die von auflerhalb des Geheges stammten. Dies wurde auch schon praktiziert, als die
Bartaffenkolonie noch in dem alten Gehege untergebracht war, also vor dem 11.06.1997. Da
Heinrich auch an AE erkrankt ist, obwohl er nie in dem neuen Innen-/Auflengehege lebte,
lasst dies darauf schlieBen, dass der Infektionszeitpunkt wiahrend der Zeit vor dem 11.06.1997
liegen muss. Demnach betrigt die Inkubationszeit in den vorliegenden Féllen mindestens ca.
3 Jahre (Heinrich wurde 1997 nach Rostock verbracht und erkrankte 1999) und héchstens ca.
11 Jahre (Hanna war seit 1988 am DPZ und erkrankte 1999). Beim Menschen, der wie der
Bartaffe als Fehlwirt infiziert werden kann, liegt die Inkubationszeit bei ca. 15 Jahren. Bei
den typischen Zwischenwirten scheint die Inkubationszeit der kiirzeren Lebensdauer dieser
Tiere angepasst zu sein. Ubertrigt man dieses Prinzip auf den Bartaffen, miisste die
Inkubationszeit zwischen der des Menschen und der von Nagern liegen, da die
durchschnittliche Lebensdauer der Bartaffen auch zwischen der des Menschen und der von

Nagern liegt.



DISKUSSION 99

5.2 Klinische Verinderungen

Im Grunde ist die AE der Bartaffen vergleichbar mit der AE des Menschen. Symptome
ergaben sich erst in sehr fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung und beschrénkten sich bei
den drei Bartaffen fast ausschlieBlich auf eine Umfangsvermehrung im abdominalen Bereich.
Bei Ida (5092) und Heinrich (6434) wurde die AE zufillig wéhrend -einer
Routineuntersuchung bzw. wihrend der Vorbereitungen einer Kastration festgestellt. Bei
Hanna (5006) war die Umfangsvermehrung so stark, dass sie mit einer Trichtigkeit
verwechselt wurde. Das Allgemeinbefinden war jedoch bei keinem der Tiere gestort. Erst bei
Heinrich zeigte sich zwei Monate nach Diagnose der AE eine starke Abmagerung. Das lédsst
darauf schlie3en, dass erst in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung auch bei den Bartaffen
Storungen des Allgemeinbefindens auftreten wiirden. Auch andere Primaten mit einer AE
zeigten Symptome, wie z. B. die von REHMANN et al. (2003) beschriebene Apathie,
Anorexie, Schwiche und Abmagerung bei einem betroffenen Gorilla. Diese Symptome traten
bei den hier untersuchten Bartaffen wahrscheinlich deshalb nicht auf, weil die Tiere schon
vorher euthanasiert wurden. Auch beim Menschen wird eine asymptomatische
Inkubationsphase von 5 - 15 Jahren beobachtet, der dann ein chronischer Krankheitsverlauf
folgt und in unbehandelten Fillen zum Tod fiihrt. Zu den Symptomen beim Menschen zihlen

v. a. Hepatomegalie, Gewichtsverlust und Ikterus (PAWLOWSKI et al. 2001).

Pathomorphologische Verdnderungen in den Ausmaf3en, wie sie bei Hanna, Ida und Heinrich
beschrieben wurden (BLANKENBURG et al. 2001, 2002), sind mittels bildgebender
Verfahren wie Ultraschall und Rontgen sehr gut darzustellen. Allerdings sind frithere Stadien
der AE, wie auch beim Menschen, viel schwerer auszumachen. Daher ist es notwendig,
andere Methoden zur frithen und rechtzeitigen Diagnosestellung zu etablieren, um gleichzeitig
entsprechende Therapiemallnahmen einleiten zu konnen. Die Chancen einer erfolgreichen
Behandlung hidngen sehr stark vom Stadium der Erkrankung ab. Die Serologie hat sich in den
letzten Jahren zu einer Methode entwickelt, die mit immer hoherer Sensitivitidt und Spezifitét
eine Moglichkeit bietet, schon in frithen Erkrankungsstadien eine AE festzustellen. So
berichten GOTTSTEIN et al. (1993) vom Em2P™-ELISA, in dem zwei E. multilocularis-

Antigene (Em2 und II/3-10) kombiniert werden, und der eine Sensitivitdt von 97 % besitzt.
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Durch Kombination mit einem E. granulosus-Antigen-ELISA kann eine optimale Spezifitit
erreicht werden, um die AE von der CE zu unterscheiden. Trotzdem kommen AE-Patienten
vor, die keine Antikorper gegen diese Antigene produzieren. Deshalb kann die Nutzung von
verschiedenen Antigenen eine Serodiagnose der AE verbessern. FROSCH et al. (1993)
beschreiben ein Echinokokken-Antigen (Em13), welches eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit

fiir die serologische Diagnose einer AE besitzt.

In der vorliegenden Studie wurde die gesamte Bartaffenkolonie serologisch auf AE getestet.
AuBlerdem wurden im Zuge dieser Untersuchungen auch die Rhesusaffen (M. mulatta),
Javaneraffen (M. fascicularis) und die Paviane (Papio hamadryas) des DPZ untersucht. Die
Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit dem Konsiliarlaboratorium fiir
Echinokokken des Institutes fiir Hygiene und Mikrobiologie der Universitit Wiirzburg
durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass aus der Bartaffenkolonie ein weiteres Tier (Marina,
1252) und bei den Javaneraffen 7 Tiere serologisch positiv sind. Paviane und Rhesusaffen
waren alle negativ, obwohl diese Tiere den gleichen Haltungsbedingungen unterworfen waren
und im selben AuBenbereich lebten. Dies lieB die Frage nach einer besonderen

Empfinglichkeit von Bartaffen und Javaneraffen aufkommen.

Weiterhin macht das Beispiel von Marina deutlich, dass bildgebende Verfahren nicht immer
mit Sicherheit eine AE erkennen lassen, da bei allen Ultraschalluntersuchungen im Bereich
der Leber keine Auffilligkeiten erkennbar waren. Die Serologie war bei ihr dagegen positiv.
Es ist deshalb wichtig, gerade dieses Tier besonders zu beobachten, um erste Anzeichen zu

erkennen und dann entsprechend zu handeln.

Das Differentialblutbild war in Bezug auf die AE wenig aussagekriftig. Eosinophilie ist bei
Patienten mit AE normalerweise nicht zu beobachten. Dies war auch bei Marina nicht der
Fall. In sehr fortgeschrittenen Fillen ist beim Menschen oft eine Lymphopenie festzustellen

(PAWLOWSKI et al. 2001), was in diesem Fall nicht zu beobachten war.
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5.3 Pathomorphologische Verinderungen

5.3.1 Pathologisch-anatomische Merkmale

Das Hauptmanifestationsorgan der pathomorphologischen Verdnderungen bei den drei
Bartaffen war die Leber. Dies ist typisch fiir die alveoldre Echinokokkose und in der Literatur
am hiufigsten beschrieben (AYDIN et al. 1986; RIETSCHEL u. KIMMIG 1994; KONDO et
al. 1996; BRACK et al. 1997; BLANKENBURG et al. 2001, 2002; MATZ-RENSING et al.
2002; REHMANN et al. 2003). Bei Heinrich (Tier 6434) war nicht nur die Bauchhohle,
sondern auch die Brusthohle betroffen. Hier hatte sich die Echinokokkose {iiber
Abklatschmetastasen im Zwerchfellbereich ausgedehnt. Auch bei den anderen beiden Tieren
zeigte sich die Infektion nicht beschriankt auf die Leber (Tab. 6). Das Mesenterium war in
allen drei Fillen betroffen. Die benachbarten Lymphknoten erschienen bei allen drei Tieren

hyperplastisch, und eine Peritonitis wurde ebenfalls in allen drei Féllen nachgewiesen.

Trotz der hochgradigen pathologischen Verdnderungen bei den Tieren 5006 und 5092 wurden
noch keine Verdnderungen des Allgemeinbefindens der betroffenen Tiere festgestellt. Erst bei
Tier 6434, bei dem die pathologischen Verdnderungen stirker ausgepragt waren, kam es zu
Auffilligkeiten. Die in spéteren Stadien der Erkrankung aufgetretene Abmagerung ldsst sich
zurtickfiihren auf die starke Ausdehnung der Zystengebilde im Abdomen. Eine der in diesem
Fall nachgewiesenen Metazestodenstrukturen befand sich im Bereich des Netzes und war mit
Ileum- und Caecumanteilen verwachsen. Dies kann die Verdauungsfunktionen beeintrachtigt
haben, was dann zur Abmagerung gefiihrt hat. Auch RIETSCHEL und KIMMIG (1994)
beschreiben einen Fall von einem Javaneraffen (M. fascicularis), bei dem die von der Leber
ausgehenden Zystenstrukturen mit Magen und Diinndarm verwachsen waren. REHMANN et
al. (2003) beschreiben im Fall eines Gorillas eine fibrinése Adhdsion zwischen allen
abdominalen Organen. Bei Tier 6434 hatte sich die Echinokokkose im Gegensatz zu den
anderen beiden Tieren auch in die Brusthohle ausgedehnt. Hierdurch kam es wahrscheinlich
zur Beeintrichtigung der Funktionen von Herz und Lunge, wodurch die Odematisierung der
Unterhaut zu erkldaren wire. Fille, in denen die Lunge betroffen ist, werden auch von

KONDO et al. (1996) und BRACK et al. (1997) beschrieben. In den anderen beiden Fillen
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dieser Studie war die AE noch nicht so weit fortgeschritten. Hatten die Tiere noch einige
Monate ldnger gelebt, wire es moglicherweise zu einer weiteren Ausbreitung und
Vergroflerung der Metazestoden gekommen. Neben den Metazestodenstrukturen wurde bei
allen drei Bartaffen eine Peritonitis festgestellt, wie sie auch von anderen Autoren beschrieben

wurde (BRACK et al. 1997; REHMANN et al. 2003).

Im Wesentlichen ist das makroskopische Bild der AE bei Affen vergleichbar mit dem beim
Menschen. Typisch ist vor allem das infiltrative Wachstum der Zysten in das umliegende
Gewebe, wodurch sich die AE von der CE unterscheiden ldsst, bei der es in der Regel zur
Abkapselung kommt. Hauptsdchlich betroffenes Organ ist beim Menschen die Leber, es wird
jedoch auch von Fillen im Bereich von Lunge und Gehirn berichtet (AYDIN et al. 1986;
BAHR 1981). Von Fillen einer AE im Bereich des Gehirns existieren auch Berichte bei
nichtmenschlichen Primaten (KONDO et al. 1996).

5.3.2 Histologische Merkmale

Die histologischen Verdnderungen der AE in dieser Studie zeigen die typischen Merkmale,
die auch schon von anderen Autoren beschrieben wurden (ECKERT et al. 1983; RIETSCHEL
u. KIMMIG 1994; KONDO et al. 1996; BRACK et al. 1997; MATZ-RENSING et al. 2002;
REHMANN et al. 2003). Typisch sind vor allem die PAS-positiven lamellenartigen
Membranen, die die Zystenrdume abgrenzen, sowie eine schwere Entziindungszellreaktion
mit Beteiligung von Fremdkorperriesenzellen. Das umliegende Gewebe ist meist fibrotisch
verdndert. Protoskolizes konnten in den hier untersuchten drei Fillen in geringem Malle
nachgewiesen werden. Dieser "Mangel" an Protoskolizes scheint mit den Beobachtungen
anderer Autoren bei nichtmenschlichen Primaten iibereinzustimmen und ist auch beim
Menschen typisch (AYDIN et al. 1986; RIETSCHEL u. KIMMIG 1994; BRACK et al. 1997,
REHMANN et al. 2003). Im Vergleich dazu ist die Bildung von Protoskolizes bei typischen
Zwischenwirten viel hdufiger (ECKERT et al. 2001 b). Amyloidablagerungen sind bei einer
AE nach Literaturangaben immer wieder zu beobachten (ALI-KHAN u. RAUSCH 1987;
ALKARMI et al. 1994; BACCIARINI et al. 2003). ALKARMI et al. (1994) zeigen in ihrer
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Studie, dass die Parasitenantigene von E. multilocularis amyloidbildend sind, dies jedoch
unabhéngig ist von Infektionsweg und Infektionsdosis. BACCIARINI et al. (2003) konnten
Amyloid in einem mit AE infizierten Javaneraffen (M. fascicularis) nachweisen und ALI-
KHAN und RAUSCH (1987) berichten von Amyloidablagerungen beim Menschen in Leber
und Niere. In dieser Studie wurde versucht, mit Hilfe der Kongorot-Farbung Amyloid
nachzuweisen. Es wurden an vereinzelten Stellen in den Leberpréparaten Bereiche
festgestellt, die leicht rot erschienen und im Polarisationsmikroskop eine sehr schwache
Doppelbrechung aufwiesen. Somit lieB sich in dieser Arbeit, im Gegensatz zu den

Ergebnissen anderer Autoren, eine Amyloidbildung nicht mit Bestimmtheit nachweisen.

5.3.3 Ultrastrukturelle Merkmale

Die Ultrastruktur von Echinokokkus-Metazestoden bei verschiedenen Zwischen- und
Fehlwirten wurde schon von einigen Autoren beschrieben (MORSETH 1967, SAKAMOTO
u. SUGIMURA 1969, 1970; LASCANO et al. 1975; MARCHIONDO u. ANDERSEN 1983;
MEHLHORN et al. 1983; LEDUCQ u. GABRION 1992; MEHLHORN u. PIEKARSKI
1998). Die elektonenmikroskopischen Befunde dieser Studie sind mit den Beobachtungen der

vorgenannten Autoren im Wesentlichen vergleichbar.

Laminarschicht:

Die Laminarschicht stellt sich meist als eine dicke Schicht dar, die die Zyste umrandet. Nach
MEHLHORN et al. (1983) besteht diese aus einer amorphen Substanz, die wihrend des
Zystenwachstums immer homogener werden soll. SAKAMOTO und SUGIMURA (1969)
beschreiben die Laminarschicht bestehend aus feinem, extrazelluldren und fibrésen Material,
welches gleichmidBig verteilt ist. Auch in dieser Studie stellte sich die Laminarschicht als
feine und gleichméBige Substanz dar. Der Ursprung der Laminarschicht ist noch unklar. Es
wird vermutet, dass die Laminarschicht aus degenerierenden eosinophilen Granulozyten des
Wirtes und aus den aus dem Tegument sezernierten Glykanen gebildet wird (MEHLHORN u.
PIEKARSKI 1998). MEHLHORN et al. (1983) fanden Parallelen zwischen der Degeneration
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von Zellen des Wirtsabwehrsystems und der Bildung der amorphen Substanz der
Laminarschicht. Die Moglichkeit kann nicht ausgeschlossen werden, dass Wirtsmaterial an

der Bildung der Laminarschicht beteiligt ist.

Germinative Schicht:

Die germinative Schicht umfasst nach VOGEL (1978) das Tegument und die
undifferenzierten Zellen. Nach SAKAMOTO und SUGIMURA (1969) ist die dufere
Oberflache der germinativen Schicht {iberzogen mit einem distalen, synzytialen Zytoplasma
(tegumentales Zytoplasma), welches durch Mikrovilli an der Laminarschicht befestigt ist.
Dies konnte auch in dieser Studie beobachtet werden. MEHLHORN et al. (1983) bezeichnen
diese Mikrovilli auch als Mikrotrichen. In dieser Studie wird jedoch der Begriff Mikrovilli
beibehalten, da es nicht zu Verwechslungen mit den Mikrotrichen der Protoskolizes kommen
soll. Nach SAKAMOTO u. SUGIMURA (1969, 1970) wird das distale, synzytiale
Zytoplasma je nach Entwicklungsstadium der Zyste von verschiedenen Zelltypen gebildet.
Aus unreifen synzytialen Zellen und hellen undifferenzierten Zellen entwickeln sich spéter
dunkle undifferenzierte Zellen und synzytiale Zellen, aus denen in noch fortgeschritteneren
Stadien sogenannte asteroide Transformationszellen, Muskelzellen, Glykogenspeicherzellen
und retikulére, interstitielle Zellen entstehen. Die Glykogenspeicherzellen, Muskelzellen und
retikuldren Zellen waren ebenfalls in dieser Arbeit darstellbar. Nach MEHLHORN et al.
(1983) bleiben einige der undifferenzierten Zellen briickenartig mit dem Tegument
verbunden, andere formen durch wiederholte Teilungen Zellaggregate, die spéter der Bildung
von Brutkapseln dienen. Die nach VOGEL (1978) und ECKERT et al. (1983) beschriebenen
Sprossungen der germinativen Schicht entstehen nach MEHLHORN et al. (1983) durch die
kontinuierlichen Teilungen der undifferenzierten Zellen. Dadurch kommt es zu dem fiir die
AE typischen infiltrativen Wachstum der Zysten in das umliegende Gewebe. Weiterhin fiihrt
die Ablosung einiger dieser Zellen und deren Weitertransport iiber Blut- und Lymphgefifie
zur Bildung von Metastasen in anderen Bereichen des Wirtes (MEHLHORN et al. 1983).
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Protoskolex:

Nach LEDUCQ und GABRION (1992) werden Protoskolizes in unterschiedliche
Entwicklungsstadien unterteilt, in denen sie ultrastrukturelle und biochemische
Veranderungen durchmachen. Die jungen Protoskolizes sind knospendhnlich und weisen nur
sparlich Mikrovilli auf. Spater werden die Mikrovilli im Basisbereich des Protoskolex von
stumpfen Mikrotrichen ersetzt. Im Spitzenbereich entstehen zahlreiche Vorspriinge, wéhrend
stumpfe Mikrotrichen nur auf die Falten von drei kleinen Einziehungen beschréinkt bleiben,
aus denen sich spéter das Rostellum entwickelt. In spiteren Entwicklungsstadien unterteilt
man den Protoskolex in Rostellum, Saugnédpfe und Soma. Im Bereich des Somas werden die
Mikrotrichen durch stumpfe Erhebungen ersetzt, was auch in dieser Arbeit erkennbar war.
Auch stachelartige Mikrotrichen, die sich im Bereich der spdteren Saugnipfe und des
zukiinftigen Rostellums befinden, waren darstellbar (LEDUCQ u. GABRION 1992).
SAKAMOTO und SUGIMURA (1969) unterteilen die Protoskolizes in ein Vorderende
(einschlieBlich Rostellum und Saugnipfe) mit stachelartigen Mikrotrichen und in ein
Hinterende mit "beulenartigen" oder stumpfen Mikrotrichen. Die stachelartigen Mikrotrichen
sind unterteilt in einen apikalen, elektronendichten Teil und einen basalen Teil. Apikaler und
basaler Teil der stachelartigen Mikrotrichen werden durch eine schmale, elektronenhelle Zone
voneinander separiert. Diese Zone ist durch ein oder zwei elektronendichte Transversallinien
zwei - oder dreigeteilt. Diese Beobachtungen konnten in dieser Studie bestétigt werden.
Angrenzend an die Basis der Mikrotrichen befindet sich das distale Zytoplasma, in dem sich
zahlreiche Vesikel befinden, die auch in dieser Arbeit darstellbar waren. SAKAMOTO und
SUGIMURA (1969) bezeichnen dieses distale Zytoplasma als tegumentales Zytoplasma,
welches mit den Tegumentzellen (Perikaria oder dem perinukledren Zytoplasma) in

Verbindung steht.

5.4 Genetische Untersuchungen

Der MHC hat durch seine wichtige Stellung im Ablauf der Immunreaktion des Organismus
eine zentrale Bedeutung fiir die Forschung im Bereich der Infektionskrankheiten. Eine

Grundlage fiir immunologische Studien von Infektionskrankheiten sollte es daher sein, den
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MHC von verschiedenen Spezies moglichst vollstdndig zu charakterisieren. Dies war einer
der Gedanken, die am Anfang dieses Teils der Arbeit standen. Um weitergehende
Untersuchungen in Bezug auf die alveoldre Echinokokkose bei Bartaffen durchfiihren zu
konnen, miissen Grundlagen geschaffen werden. Ziel dieser Studie war es deshalb, neben den
schon beschriebenen morphologischen Untersuchungen zur AE, Teile des MHCs von

Bartaffen genetisch zu charakterisieren.

5.4.1 Zusammenhinge zwischen MHC und alveoldrer Echinokokkose

EIERMANN et al. (1998) untersuchten den MHC des Menschen in Bezug auf die alveoldre
Echinokokkose. Sie vermuteten, dass ein MHC-Polymorphismus die Resistenz des Wirtes
gegeniiber einer AE, sowie den Krankheitsverlauf beeinflusst. Die Ergebnisse wiesen darauf
hin, dass HLA-DRB1*11 einen Schutz vor einer Infektion mit E. multilocularis liefert,
wihrend HLA-DQB1*02 wahrscheinlich ein Risikofaktor fiir eine progressiv fortschreitende
AE ist. Untersuchungen dieser Art konnten in dieser Studie noch nicht durchgefiihrt werden,
da hierfiir Daten in nicht ausreichender Zahl erhoben werden konnten. Es wurden insgesamt
10 Bartaffen untersucht, einschlieB3lich eines der Tiere, das an AE verstorben war. Daher war
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der AE und bestimmten MHC-Merkmalen nicht
zu bestimmen. Es ist deshalb wichtig, die Untersuchungen zum MHC bei Bartaffen

weiterzufiithren.

Auffillig ist jedoch, dass bei Tier 6434 (eines der an AE verstorbenen Tiere) dieselben Allele
gefunden wurden, wie bei dem serologisch positiven Tier (1252) aus der derzeitigen DPZ-
Bartaffenkolonie. Dies ldsst vermuten, dass ein oder mehrere dieser drei Allele fiir eine
erhohte Empfinglichkeit gegeniiber E. multilocularis verantwortlich sein konnten. Das
serologisch positive Tier (1252) ist die Schwester von Tier 5006, welches eines der drei an
AE verstorbenen Tiere ist. Diese beiden Tiere teilen mit groer Wahrscheinlichkeit ein
bestimmtes Allel, welches die Empfinglichkeit gegeniiber der AE erhoht. Leider konnte Tier
5006 nicht in die genetischen Untersuchungen einbezogen werden, da keine entsprechenden

Proben zur Verfligung standen.
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Durch ndhere Betrachtung der verwandtschaftlichen Beziehungen innerhalb der DPZ-
Bartaffen-Kolonie konnen Vermutungen angestellt werden, was die Empfinglichkeit
gegeniiber einer AE betrifft. Die im Anhang aufgelisteten Stammbdume der Bartaffen (Kap.
9.6) geben einen Uberblick iiber diese verwandtschaftlichen Verhiltnisse. Auffillig ist, dass
die drei an AE verstorbenen Bartaffen Hanna (5006), Ida (5092) und Heinrich (6434) sowie
das serologisch positive Tier der jetzigen Bartaffenkolonie (Marina, 1252) zwei gemeinsame
Vorfahren haben — die Tiere mit den Zuchtbuchnummern 591 und 884. Hanna und Marina
sind Schwestern. Das Tier mit der Zuchtbuchnummer 591 ist der ,,Grof3vater” von Hanna, Ida,
Marina und Heinrich. Tier 884 ist die ,,GroBmutter” von Ida und die ,,Urgromutter* von
Hanna, Marina und Heinrich. Bringt man diese verwandschaftlichen Verhéltnisse in

Zusammenhang mit der AE, konnen zumindest Vermutungen gemacht werden:

Die Tiere der DPZ-Bartaffen-Kolonie, die an AE erkrankt sind bzw. serologisch positiv sind,
haben gemeinsame Vorfahren. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die Empfinglichkeit
gegeniiber einer Infektion mit E. multilocularis genetisch bedingt ist. Die Bedeutung der
MHC-Gene fiir die Empfénglichkeit gegeniiber einer AE ist im Moment jedoch nicht
einzuschitzen. Marina (das serologisch positive Tier) und Heinrich (das an AE verstorbene
Tier) haben zwar die gleiche MHC-DRB-Gen-Kombination (Tab. 7), fiir eine genaue Aussage
ist die Tierzahl in dieser Studie aber zu gering. Weiterhin kdnnte man vermuten, dass alle
Tiere, bei denen die Tiere 591 und 884 zu den Vorfahren gehoren, gefihrdet sein konnten.
Dies trifft auf 6 weitere Tiere der DPZ-Bartaffen-Kolonie zu: Ronja (6433), Pelle (7194),
Michel (8295), Jette (8113), Stina (11175) und Skrolan (11439). Sie sind alle mit den an AE
verstorbenen Bartaffen verwandt. Diese Tiere, einschlieflich Marina (1252), sollten

veterindrmedizinisch sorgfiltig tiberwacht werden.
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5.4.2 Identifizierung von Masi MHC-Klasse-II-Allelen

Die in dieser Studie nachgewiesenen MHC-DRB-Allele der Bartaffen gehoren zu Linien, die
auch in anderen Primatenspezies vorkommen (siche IPD Nonhuman Primate MHC database:
http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/nhp). Von den neun DRB Allelen, die in dieser Studie gefunden
wurden, gehoren acht zu verschiedenen Allellinien. AuBer Masi-DRB*W3501 gehoren die
anderen zu Allellinien, die auch in Rhesusaffen vorkommen (BLANKENBURG et al. 2003).
Der in Abbildung 25 dargestellte phylogenetische Baum der MHC-DRB-Allele der
untersuchten Bartaffen und anderer Makaken lédsst erkennen, dass die DNA-Sequenzen einer
Allellinie dhnlicher sind als alle Sequenzen innerhalb einer Art. Dies ldsst darauf schlie3en,
dass die Allellinien schon vor der Entstehung der Makakenarten existierten (Transspezies-
Theorie der MHC-Evolution) (KLEIN 1987). Das Fehlen einer Konservierung von DRB-
Haplotypen scheint ein Zeichen fiir eine hidufige Reorganisation der DRB-Region zu sein,

welche fiir alle Makaken charakteristisch sein konnte.

Bei den in dieser Studie untersuchten Bartaffen wurde, trotz der Ahnlichkeiten der Allele,
kein Beweis fiir eine Transspezieskonservierung von DRB-Haplotypen festgestellt. So ist zum
Beispiel beim Rhesusaffen Mamu-DRB*W401 gekoppelt mit Mamu-DRB*W303
(KHAZAND et al. 1999; DOXIADIS et al. 2000). Bei den Bartaffen wurden zwar dhnliche
Allele festgestellt, diese befanden sich jedoch nicht zusammen in denselben Tieren. Obwohl
nur eine begrenzte Zahl von DRB-Sequenzen bei den Bartaffen gefunden wurde, scheint es
aufgrund der Zugehorigkeit zu vielen verschiedenen Allellinien doch eine beachtliche
Diversitdt zu geben. Dies kann die funktionelle Diversitdt erhohen, auch wenn die

Nukleotidvariation im gesamten Genom niedrig ist (DEINARD u. SMITH 2001).

Weitere Studien sind ndétig unter Einbeziehung einer grofleren Anzahl an Tieren sowie
verwandter Gruppen, um zu untersuchen, ob Bartaffen tatséchlich eine hohe Diversitét auf der
Allellinienebene zeigen (trotz der niedrigen genetischen Diversitit im gesamten Genom), und
ob die DRB-Region von Bartaffen dhnlich organisiert ist wie bei den Rhesusaffen. AuBBerdem
konnte die Erforschung des MHC niitzlich sein, um funktionelle immunologische Studien zu

unterstiitzen und somit zur Sicherung der gefahrdeten Spezies beizutragen.
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6 Zusammenfassung

Anja Blankenburg (2004)

Untersuchungen zur alveoliren Echinokokkose bei Bartaffen (Macaca silenus).

Die alveoldre Echinokokkose (AE) ist eine Erkrankung, die vom Larvenstadium des
Fuchsbandwurmes (E. multilocularis) ausgelost wird und bei Zwischen- und Fehlwirten
auftritt. Zu diesen Fehlwirten zéhlen neben dem Menschen auch nichtmenschliche Primaten.
In der Bartaffenkolonie des Deutschen Primatenzentrums (DPZ), Goéttingen traten drei Félle
einer AE auf, die aufgrund einer infausten Prognose euthanasiert wurden. Dies wurde zum
Anlass genommen, die Bartaffenkolonie des DPZ (aktuelle Grosse: 11 Tiere) hinsichtlich
moglicher weiterer Infektionen mit E. multilocularis zu untersuchen und die Verdnderungen

der drei betroffenen Tiere umfassend pathomorphologisch zu charakterisieren.

Als morphologische Methoden kamen neben der Sektion umfassende lichtmikroskopische
Untersuchungen einschlieflich Immunhistochemie und transmissionselektronenmikrosko-
pische Analysen zur Anwendung. Weiterhin wurden klinische Untersuchungen (Serologie,
Hématologie, Ultrasonographie) bei den lebenden Bartaffen der Kolonie durchgefiihrt.

Folgende Ergebnisse lassen sich festhalten:

1. Die AE =zeigt bei Bartaffen ein dhnliches Bild wie bei anderen nichtmenschlichen
Primaten und beim Menschen. Unterschiede fanden sich im Grad der Ausbreitung der
Metazestodenstrukturen. Bei der Rontgenuntersuchung eines der an AE erkrankten Tiere
konnten die parasitdren Verdnderungen gut dargestellt werden. Bei den drei betroffenen
Bartaffen dieser Studie war das Hauptmanifestationsorgan die Leber. Bei einem Tier hatte
sich der Prozess auch auf Lunge und Mediastinum ausgedehnt. Histologisch war ein
schwerer mit umfangreichen entziindlichen Verdnderungen einhergehender Umbau der
Leber mit charakteristischen parasitdren Zystenstrukturen feststellbar. In den Zysten
wurden Protoskolizes nachgewiesen. Immunhistochemisch konnten Echinokokken-

Antigene besonders im Gebiet der germinativen Schicht und der Protoskolizes
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nachgewiesen werden.

Ultrastrukturell lieBen sich im Bereich der germinativen Schicht Muskelzellen,
Glykogenspeicherzellen, retikuldre Zellen sowie undifferenzierte Zellen darstellen. Bei
den Protoskolizes wurden Mikrotrichen festgestellt, die im Gebiet des zukiinftigen
Rostellums stachelartig waren. Im hinteren Bereich der Protoskolizes lieen sich stumpfe
Mikrotrichen nachweisen. Im Inneren der Protoskolizes konnten Muskelzellen und
Glykogengranula dargestellt werden.

Bei den  klinischen  Untersuchungen ergaben sich nur  eingeschriankte
Aussagemoglichkeiten. Bei einem Tier konnten serologisch Antikorper gegen E.
multilocularis festgestellt werden. Die ultrasonographischen Untersuchungen waren bei

den lebenden Tieren wenig aussagekriftig.

Ausgehend von einem erhohten Infektionsrisiko bei Bartaffen wurden weiterhin genetische

Untersuchungen der MHC-Region initiiert, um denkbare Zusammenhidnge mit der

Echinokokkose weiter verfolgen zu konnen. Ein weiterer Aspekt dieser Studie war deshalb

die Charakterisierung des MHC Klasse II von Bartaffen, die in der vorliegenden Arbeit

erstmalig bei dieser Spezies durchgefiihrt wurde. Es wurden die DRB-Gene von insgesamt 10

Bartaffen untersucht. Davon war ein Tier an AE verstorben und ein weiteres war serologisch

positiv. Folgende Ergebnisse wurden bei den genetischen Untersuchungen erzielt:

1.

Es wurden neun verschiedene DRB-Sequenzen bei zehn untersuchten Bartaffen
nachgewiesen, von denen acht zu verschiedenen Allellinien gehoren.

Die nachgewiesenen Allele der Bartaffen gehdéren zu Linien, die auch in anderen
Primatenspezies vorkommen.

Zusammenhédnge zwischen bestimmten MHC-DRB  Eigenschaften wund der
Empfianglichkeit gegeniiber einer AE konnten nicht festgestellt werden. Auffillig war
aber, dass das an AE verstorbene und das serologisch positive, noch lebende Tier
dieselben Allele hatten. Stammbaumdarstellungen zeigten weiterhin, dass eine genetische

Pradisposition gegeniiber der Empfianglichkeit flir eine AE sehr wahrscheinlich ist.
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Eine weitere Beobachtung der Bartaffenkolonie des DPZ und ndhere Untersuchungen zum
MHC bei Bartaffen unter Einbeziehung der Verwandschaftsverhiltnisse ist nach den

vorliegenden Ergebnissen anzuraten.
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7 Summary

Anja Blankenburg (2004)

Investigations on alveolar echinococcosis in lion-tailed macaques (Macaca silenus).

Alveolar echinococcosis (AE) is a disease which is caused by larval stages of the fox
tapeworm (E. multilocularis) and occurs in intermediate and aberrant hosts. Aberrant hosts
are humans but also nonhuman primates. Three cases of AE were observed in the colony of
lion-tailed macaques of the German Primate Center (GPC), Gottingen. These animals were
euthanized because of poor prognosis. This gave reason to examine the whole lion-tailed
macaque colony of the GPC (current size: 11 individuals) for further infections with E.
multilocularis and to characterize the alterations of the three infected animals

pathomorphologically.

Morphological methods comprised necropsies and comprehensive light microscopic
examinations including immunohistochemistry and transmission electron microscopy.
Furthermore clinical investigations (serology, haematology, ultrasonics) of living lion-tailed

macaques of the colony were carried out. The following results could be established:

1. AE shows a similiar pattern in lion-tailed macaques, other nonhuman primates and
humans. There is a difference in the degree of spreading of the cystical structures. X-ray
examination of one animal infected with E. multilocularis revealed definite parasitic
alterations. The liver of the three infected lion-tailed macaques was the main
manifestation organ. In one of them the disease had also spread into the lungs and the
mediastinum. Histologically a severe transformation of liver tissue with extensive
inflammation and typical parasitic cystic structures was observed. Protoscolices could be
detected in the cysts. Immunohistochemically echinococcal antigens were located
predominantly within the germinal layer and the protoscolices.

2. Ultrastructural examination revealed muscle cells, glycogen-storing cells, reticular cells

and undifferentiated cells within the germinal layer. Microtriches with different shapes
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were observed in the protoscolices: in the region of the future rostellum and suckers the
microtriches showed a spine-like structure and appeared knob-like in the posterior part of
the protoscolex. Muscle cells and glycogen granules could be detected inside the
protoscolices.

3. Clinical examinations did not provide significant data. Antibodies against E.
multilocularis were detected in one animal of the colony. The ultrasonic investigations

also showed no significant results.

Assuming a higher risk of infection in lion-tailed macaques genetic investigations of the
MHC region were initiated to pursue possible connections with echinococcosis. For this
reason the characterization of the MHC class II of lion-tailed macaques was an additional
aspect of this study and was carried out in this species for the first time. DRB genes of 10
lion-tailed macaques in all were investigated. One of these animals died of AE and another

animal developed antibodies against E. multilocularis. The following results were achieved:

1. Nine different DRB sequences were detected in ten lion-tailed macaques. Eight of these
sequences belong to different allelic lineages.

2. The proven alleles of the lion-tailed macaques belong to allelic lineages which also occur
in other primate species.

3. Significant connections between certain MHC DRB features and the susceptibility to an
AE could not be detected. However, it could be noted that the animal which died of AE
and the animal which was serologically positive possess the same alleles. Interpretations
of pedigrees showed a potential genetical predisposition to an increased susceptibility to

alveolar echinococcosis in lion-tailed macaques.

Considering the present results it is advisable to continue observing the lion-tailed macaque
colony and to carry out more detailed MHC investigations in this species including the

kinships.
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9 Anhang

9.1 Losungen und Puffer

Losungen, Puffer

Zusammensetzungen

Probenpuffer

0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylencyanol; 15 % (w/v) Ficoll
Type 400

DGGE-Probenpuffer

0,05 % Bromphenolblau; 0,05 % Xylencyanol; 70 % Glycerin

Ix Lysispuffer 100 ml Tris (1M); 109,6 g Saccharose; 1 % Triton X-100; ad 1000
ml mit H,Oy

1xTE 10 mM Tris-HCl; 1 mM Na,-EDTA pH 8,0

Ix TAE 40 mM Tris; 20 mM Eisessig; 1 mM Na,-EDTA pH 8,0

1x TAEmod. 40 mM Tris-Acetat; 0,1 mM Na,-EDTA pH 8,0

1x TBE 0,1 M Tris-HCI; 0,1 M Borséure; 2 mM Na,-EDTA pH 8,0

1x STE 10 mM Tris-Cl pH 8,0; 0,1 M NaCl; 1 mM EDTA pH 8,0

STE + H,0O 5 ml 20 x STE; 88,5 ml H,O

Proteinase K/TE 20 mg/ml Proteinase K in 2x TE-Puffer

Tris-Puffer Stammlésung (0,5 M)

500 ml Aquadd; 60,57 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; mit 1
N HCI auf pH 7,6 einstellen;mit H,Og44 ad. 1000ml

Tris-Puffer Gebrauchslgsung (0,05
M, pH 7,6)

100ml Tris-Stammldsung; 7,65 g NaCl; H,O44 ad. 1000ml

Tris-Puffer plus Milchpulver (0,05
M, pH 7,6, 2 % Milchpulver)

20 g Milchpulver; 1000 ml Tris-Puffer (0,05 M)

DAB Stamml6sung (10 mg/ml)

5,0 g DAB; 500 ml Trispuffer (0,05 M)

DAB Gebrauchslosung (100 mg/200
ml)

10 ml DAB Stammlésung; 190 ml Tris-Puffer (0,05 M)

Formalin 10 %

500 ml PBS Puffer, 285 ml Formalin 35 %, 215 ml H,O dest.
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9.3 Protokolle fiir die Histologie

9.3.1 Hémalaun & Eosin-Farbung

1. Entparaffinierung und Rehydratisierung:

Xylol: 5 min
Xylol: 2 min
Xylol: 2 min
100%iger Alkohol: 2 min
96%iger Alkohol: 2 min
80%iger Alkohol: 1 min
70%iger Alkohol: I min
Aqua dest.: 1 min

2. Zur Kernfdarbung: Himalaun nach Mayer (Fa. Merck, Darmstadt) fiir 3 min

3. Zum Blduen 10 min flieBend wéssern.

4. Zur Gegenfiarbung: wilriges Eosin fiir 5 min

5. FlieBend wissern fiir 5 s

6. Entwisserung in der aufsteigenden Alkoholreihe:
70%iger Alkohol: I min
80%iger Alkohol: I min
96%iger Alkohol: 1 min
100%iger Alkohol: 1 min
100%iger Alkohol: 2 min
Xylol: 1 min
Xylol: 3 min
Xylol: 3 min

7. Eindecken mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)
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9.3.2 Giemsafirbung

1. Entparaffinierung und Rehydratisierung (siche Kap. 9.3.1)

2. Giemsaldsung fiir 25 min

3. Aqua dest. fiir wenige s

4. Differenzieren in 0,5%iger Essigsdure bis die Schnitte einen rétlichen Schimmer
bekommen.

5. 90%iger Alkohol fiir wenige s

6. Isopropanol: 5 min
Isopropanol: 5 min

7. Xylol: 5 min

8. Eindecken mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)

9.3.3 Periodic Acid Schiff- (PAS) Reaktion

—

Entparaffinierung und Rehydratisierung (siehe Kap. 9.3.1)
0,5%ige Perjodséure fiir 10 min

Aqua dest. flieBend fiir 10 min

Schiff's Reagenz fiir 15 min

Aqua dest. fiir wenige s

Leitungswasser flieend fiir 10 min

Zur Gegenfiarbung: Himalaun nach Mayer fiir 30 s

Zum Blduen: Leitungswasser fiir 10 min

> 2o v kWD

Entwisserung in der aufsteigenden Alkoholreihe:

70%iger Alkohol: 1 min
80%iger Alkohol: 1 min
96%;iger Alkohol: I min
100%iger Alkohol: 1 min
100%iger Alkohol: 2 min
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Xylol: 1 min
Xylol: 3 min
Xylol: 3 min

10. Eindecken mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)

9.3.4 Trichromfirbung nach Goldner

[u—

Entparaffinierung und Rehydratisierung (siehe Kap. 9.3.1)
Hématoxylin nach Weigert fiir 1,5 min

FlieBend wissern fiir 10 min

Azophloxin fiir 5 min

Essigsédure (1%ig) fiir 45 s

Phosphormolybdénsédure - Orange fiir 1,5 min

Essigsédure (1%ig) fiir 45 s

Lichtgriin fiir 6 min

v Nk wN

Essigsdure (1%ig) fiir 5 min
. 96%iger Alkohol: 2 min
. 100%iger Alkohol: 2 min
. 100%iger Alkohol: 2 min

—_ = =
w N = O

. Xylol: 2 min

_.
o

. Xylol: 2 min

—
9]

. Xylol: 2 min

9.3.5 Amyloid-Farbung mit Kongorot

1. Entparaffinierung und Rehydratisierung (siche Kap. 9.3.1)
2. Schnitte in Mayers Hdmalaun 10 s bestrahlen (Mikrowelle bei 590 W)

3. FlieBend wissern fiir 5 min
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4. Schnitte in der Kongorot-Losung fiir 30 s bestrahlen (Mikrowelle bei 590 W)
(I g Kongorot in 200 ml 50%igem Ethanol l6sen und filtrieren)

e

Schnitte kurz in der KOH-Losung differenzieren

(2 ml 1%iges KOH und 200 ml 80%iges Ethanol mischen)

6. Schnitte griindlich in flieBendem Aqua dest. fiir 5 min spiilen, um die Reaktion zu
stoppen

7. Entwisserung in der aufsteigenden Alkoholreihe

70%iger Alkohol: I min
80%iger Alkohol: 1 min
96%iger Alkohol: 1 min
100%iger Alkohol: 1 min
100%iger Alkohol: 2 min
Xylol: 1 min
Xylol: 3 min
Xylol: 3 min

8. Eindecken mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)

Die Schnitte sind dunkel aufzubewahren!

9.4 Protokoll fiir die Immunhistochemie

SABC-Methode (=Streptavidin-Biotin-Complex)

Manuelle Methode:

1. Entparaffinierung und Rehydratisierung (siche Kap. 9.3.1)

2. Schnitte in Tris-Puffer (mit Milchpulver) tiberfithren und das Gewebe mit einem
PAP- Pen (DAKO, Hamburg, Deutschland) umranden

3. Inaktivierung der endogenen Peroxidase mit 1,5%igem H,0O, fiir 30 min

(H,0;: 10 ml Perhydrol + 190 ml Aquag,)

o

Zweimal Spiilen der Schnitte in Tris-Puffer (mit Milchpulver) fiir jeweils 5 min
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5. Inkubieren der Schnitte mit Normalserum (Ziegenserum 1 : 5 mit PBS verdiinnt) fiir 20
min bei Raumtemperatur

6. Dekantieren des Normalserums und Auftragen des Primérantikorpers (1 : 200) tiber
Nacht bei 4° C

7. Zweimal Spiilen der Schnitte in Tris-Puffer (mit Milchpulver) fiir jeweils 5 min

8. Auftragen des Sekundirantikorpers (DAKO StreptAB-Komplex/HRP-Duett,
Maus/Kaninchen; Kat.-Nr. K 0492; DAKO, Hamburg, Deutschland) fiir 25 min
(500 ul PBS + 5 ul Losung C aus dem Duett-Kit)

9. Zweimal Spiilen der Schnitte in Tris-Puffer (mit Milchpulver) fiir jeweils 5 min

10. Auftragen des Streptavidin-Peroxidase-Komplexes
(500 ul PBS + 5 ul Losung A + 5 ul Losung B aus dem Duett-Kit)
Achtung: Losung mufs mindestens 15 min vor Gebrauch angesetzt werden!

11. Zweimal Spiilen der Schnitte in Tris-Puffer (ohne Milchpulver) fiir jeweils 5 min

12. Enzymhistochemische Reaktion:
0 Aliquot von 100 mg DAB (Diaminobenzidin) in 10 ml Tris-Puffer kurz vor Gebrauch

auftauen und nach Zugabe von 190 ml Tris-Puffer durch zwei Filterpapiere filtrieren

0 Unmittelbar vor Gebrauch 200 ul 30%iges H,O, zugeben
[ Inkubation der Schnitte fiir 7 min

13. Zweimal Spiilen der Schnitte in Tris-Puffer (ohne Milchpulver) fiir jeweils 5 min

14. Gegenfirben in Mayers Himalaun fiir 30 bis 60 s

15. Blduen der Schnitte unter flieBendem Leitungswasser fiir 8 min

16. Entwisserung in der aufsteigenden Alkoholreihe

70%iger Alkohol: 1 min
80%iger Alkohol: 1 min
96%;iger Alkohol: I min
100%iger Alkohol: 1 min
100%iger Alkohol: 2 min
Xylol: 1 min
Xylol: 3 min
Xylol: 3 min

17. Eindecken mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)
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Maschinelle Methode:

1. Entparaffinierung und Rehydratisierung (siche Kap. 9.3.1)
2. NexES-IHC-Fiarbemodul vorbereiten:

0

APK-Waschpuffer und Ol (Liquid Coverslip) auffiillen sowie den Pegel des
Abfallbehilters kontrollieren
Reagenzienkarussell bestiicken

Barcode-Etiketten auf die Objekttridger kleben, im NexES einspannen und mit APK-
Waschpuffer bedecken

3. Lauf starten. Ab jetzt lduft die immunhistochemische Reaktion voll automatisch im Gerit

nach der SABC-Methode ab. Folgendes Protokoll wurde mit dem Ventana Enhanced
Alkalische Phosphatase Red Detection Kit (Cat. 760-031) durchgefiihrt:

Y I I I I S| —

O OO 4O 4O g

Objekttrager werden auf 37° C erwarmt

10 min Option 1 (Ziegenserum 1 : 5 mit PBS verdiinnt, zum Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen)

32 min E. multilocularis Primérantikorper (1 : 300)

2 min Fixative 1 (20 pl Glutardialdehyd in 10 ml 0,9 % NaCl)

8 min Enhanced Biotin Ig (biotinylierter Sekundérantikérper) in Phosphatpuffer

12 min Enhanced alkalische Phosphatase-Streptavidin-Komplex in Trispuffer mit
MgCl, und ZnCl,

4 min Enhanced Enhancer (MgCl2) und Enhanced Naphtol in Tris-Puffer

8 min Enhanced Fast Red A in Acetat Puffer

8 min Enhanced Fast Red B in Acetat Puffer

4 min Hamatoxylin (zur Gegenfiarbung)

4 min Bluing Reagent (zum Blduen)

4. Allen Inkubationsschritten im NexES-IHC-Farbemodul folgen definierte Waschschritte
mit dem APK-Waschpuffer von VENTANA (Cat. 250-042)

5. Schnitte aus dem Gerét entnehmen, in einer Kiivette mit Aqua dest. und Spiilmittel

schwenken, um das im NexES verwendete Ol zu entfernen und anschlieBend in eine

Kiivette mit Aqua dest. {iberfiihren
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6. Entwisserung in der aufsteigenden Alkoholreihe

70%iger Alkohol: 1 min
80%iger Alkohol: 1 min
96%;iger Alkohol: I min
100%iger Alkohol: 1 min
100%;iger Alkohol: 2 min
Xylol: 1 min
Xylol: 3 min
Xylol: 3 min

7. Eindecken mit Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland)

9.5 Protokolle der elektronenmikroskopischen Priparation

9.5.1 Epongemisch nach LUFT (1961)

Mischung A
Glycidether 100 (Fa. Serva, Heidelberg, BRD, Nr. 21045): 713 ¢
DDSA (Fa. Serva, Heidelberg, BRD, Nr. 20755): 1150 g

auf einem Magnetriihrer 1 h rithren

Mischung B
Glycidether 100 (Fa. Serva, Heidelberg, BRD, Nr. 21045): 100,0 g
MNA (Fa. Serva, Heidelberg, BRD, Nr. 29452): 89,0 ¢g

auf einem Magnetriihrer 1 h riihren

Mischung A und B im Verhdltnis 1 : 1 mischen und 30 min riihren

1,8 % Beschleuniger DMP (Fa. Serva, Heidelberg, BRD, Nr. 36975) dazugeben und
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1 h riihren

9.5.2  Protokoll der Epon-Einbettung nach LUFT (1961)

1. Spiilen in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2) iiber 1,5 h (3x wechseln)
Nachfixieren in 1%iger Osmiumtetroxidlosung in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2) fiir 2 h
Spiilen in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2) tiber 1,5 h (3x wechseln)

v

Dehydrieren in einer aufsteigenden Ethanolreihe (6 Stufen, je Stufe 30 min), Isopropanol
(30 min) und Propylenoxid (30 min, 2x wechseln)

Infiltration mit Propylenoxid-Epon 2 : 1 fiir 1 h

Infiltration mit Propylenoxid-Epon 1 : 1 fiir 2 h

Infiltration mit Propylenoxid-Epon 1 : 2 fiir4 h

Infiltration mit reinem Epon {iber Nacht

o © =N »n

Infiltration mit reinem Epon tiber 3 h

9.5.3 Methylenblaufirbung nach RICHARDSON et al. (1960)

Losung A

Azur II fiir die Lichtmikroskopie (Fa. Merck, Darmstadt, BRD, Nr. 9211): 1,0g
in 100 ml Aqua dest. losen

Losung B

di-Natriumtetraborat p. a. (Fa. Merck, Darmstadt, BRD, Nr. 6306): 10g
in 100 ml Aqua dest. l6sen und darin

Methylenblau fiir die Lichtmikroskopie (Fa. Merck, Darmstadt, BRD, Nr. 15943): 1,0 g
losen

Losung A und B im Verhdltnis 1 : 1 mischen
Schnitte auf der Wirmebank bei 60° C 1 min mit der 1 : 1 Mischung fdrben
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