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1. Einleitung

1.1 Toxoplasma gondii — der Parasit

1.1.1 Entdeckung und Forschungsgeschichte

Der obligat intrazellulér lebende Parasit Toxoplasma gondii (T. gondii) wurde erstmals
1908 von Nicolle und Manceaux (Nicolle und Manceaux, 1908) in mononukledren
Milz- und Leberzellen des Gundi, einem in Nordafrika verbreiteten Wiistennagetier aus
der Familie der Kammfinger (Ctenodactylidae), entdeckt und zunichst als Leishmania
gondii beschrieben. Aufgrund seiner Halbmondform wurde er bereits ein Jahr spiter
von seinen Entdeckern als Toxoplasma (griech. Toxon, Bogen) und aufgrund des
Wirtstieres als T. gondii bezeichnet (Nicolle und Manceaux, 1909). Unabhéngig von
Nicolle und Manceaux isolierte Splendore 1908 in Brasilien aus einem an Paralyse
verendeten Kaninchen Toxoplasmen (Splendore, 1908). In Japan fand Mine im selben
Jahr in einem Maulwurf Protozoen, die spiter als 7. gondii identifiziert wurden (Mine,
1908). Die mogliche Humanpathogenitit des Parasiten wurde erstmals in den 20er
Jahren vermutet, als der Prager Ophthalmologe Janku in der Retina eines im Alter von
elf Monaten verstorbenen Kindes mit kongenitalem Hydrozephalus und
Mikrophthalmus Zysten eines Parasiten entdeckte (Janku, 1923).

Der Nachweis der Humanpathogenitét und insbesondere die Bedeutung des Parasiten
als Ursache prénataler Infektion erfolgte 1937 durch Wolf und Cowen, denen es gelang
T. gondii aus einem Neugeborenen mit Enzephalomyelitis zu isolieren und im
Tierversuch zu ziichten (Wolf and Cowen, 1937). 1940 zeigten Pinkerton und
Weinmann erstmals die Auswirkungen einer postnatalen Infektion mit 7. gondii, bzw.
wiesen sie auf die Moglichkeit der Reaktivierung einer latenten Toxoplasma-Infektion
hin (Pinkerton and Weinmann, 1940).

Der laboratoriumsdiagnostische Nachweis einer Infektion mit T. gondii basierte
zunédchst auf dem direkten Nachweis des Erregers durch Firbung. Im Jahr 1948
entwickelten Sabin und Feldman die erste zuverldssige serologische Nachweisreaktion,
den sog. Dye-Test (Sabin und Feldman, 1948), der auch heute noch als Goldstandard

gilt, obgleich er nur noch von wenigen Labors angewandt wird.



1.1.2 Merkmale, Aufbau und Entwicklungsstadien von 7. gondii

T. gondii ist ein Protozoon, der nach seiner systematischen Einordnung zum Stamm der
Apicomplexa, zur Klasse der Sporozoeae und zur Gattung der Toxoplasma gehort
(Levine, 1977). Andere Vertreter der Gruppe Apicomplexa sind z.B. Plasmodien
(Erreger der Malaria), Eimeria (Erreger der Hithner-Coccidiose) sowie Cryptosporidien
(Erreger der Kryptosporidiose) (Barta et. al., 1991).

Es existieren drei verschiedene infektiose Entwicklungsstadien von T. gondii:
Tachyzoiten, Bradyzoiten (in Gewebezysten) und Sporozoiten (in Oozysten) (Dubey, et
al., 1998b). Alle drei Formen sind in ihrer Grundstruktur #hnlich, daher wird der

Aufbau des Parasiten anhand des Tachyzoiten erldutert.

1.1.2.1 Tachyzoiten
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Abb. 1 Schematische Darstellung eines Tachyzoiten (links) und eines Bradyzoiten (rechts) von
T. gondii. Nach Dubey, J.P. et al. 1998. Clin Microbiol Rev 11 (2): 267-299

Als Tachyzoiten (tachos, griech., schnell) bezeichnet man die Proliferationsformen, die
sich nach aktiver Invasion in die Wirtszelle (Ryning und Remington, 1978) innerhalb
jeder beliebigen Zelle des Zwischenwirtes und mit Ausnahme der Darmepithelzellen in
Jjeder Zelle des Endwirtes durch Endodyogenie (asexuelle Vermehrung, wobei in einer

Mutterzelle zwei Tochterzellen entstehen) (Van de Zypen and Piekarski, 1967) schnell



vermehren (Frenkel, 1973). Tachyzoiten sind sichel- oder halbmondfsrmige Zellen etwa
3,5-7 pm lang und 2-4 pm breit (Smith, 1995). Sie enthalten wie alle Eukaryonten einen
Nucleus mit zentral gelegenem Nucleolus, Endoplasmatisches Retikulum (ER), Golgi-
Apparat und Mitochondrien. Daneben zeichnen sich Apicomplexa durch eine besondere
Organellenstruktur am vorderen Ende, den Apicalkomplex, aus. Dieser Komplex
beinhaltet sowohl Organellen als auch komplexe zytoskelettale Elemente (Dubey et al.,
1998b), die beim Eindringen in die Wirtszelle eine entscheidende Rolle spielen.
Bestandteile des Apicalkomplexes sind u. a. zigarrenfsrmige Mikronemen, die mehrere
Adhisions-Molekiile enthalten (Tomley and Soldati, 2001), das Konoid, eine konische
Struktur aus 22 spiralig angeordneten Fibrillen, in denen Aktin nachgewiesen wurde
(Nichols and Chiappino, 1987), und ein Polring. Vom Konoid ausgehend reichen
Rhoptrien (sekretorische Einheiten) (Nichols et al., 1983) in das Zytoplasma hinein.
Jedes dieser Organellen besitzt Proteine, deren Funktion mit dem zeitlichen Entladen
der Organellen wihrend der Invasion in die Wirtszelle zusammenhéngt. Dariiber hinaus
enthalten die Apicomplexa den sog. Apicoplasten, ein Organell, das Gene enthilt, die
typischerweise in Chloroplasten vorkommen (Kohler et. al., 1997) und vermutlich durch
sekundédre Endosymbiose einer Griinalge entstanden ist (Fichera and Roos, 1997).
Bemerkenswert am Zytoskelett von 7. gondii ist der innere Membrankomplex, der eine
dhnliche Funktion wie das ER besitzt (de Melo and de Souza, 1997) und aus einer
mittleren und inneren Membran, die eng miteinander verbunden sind, besteht (Sheffield
and Melton, 1968). Zusammen mit der #uBeren Membran bildet der innere
Membrankomplex die Pellicula. Sowohl innerer Membrankomplex als auch Pellicula

weisen Unterbrechungen, Mikroporen, auf.
1.1.2.2 Bradyzoiten und Gewebezysten

Tachyzoiten konnen sich in infizierten Tieren in die langsam wachsenden Bradyzoiten
(brady, griech., langsam) umwandeln, die Gewebezysten bilden. Die Zysten bilden sich
ungefihr sieben bis zehn Tage nach der Infektion. Die GréBe der Zysten variiert von

5 pm im Durchmesser mit zwei darin enthaltenen Bradyzoiten bis zu 300 pm groBen
Zysten mit mehreren tausend Bradyzoiten. Letztere finden sich vorwiegend
intramuskuldr (Dubey et. al., 1998b). Die Zystenwand ist ungefdhr 0,5 pm dick und

besteht sowohl aus Wirtszell- als auch aus Parasitenbestandteilen (Ferguson and



Hutchison, 1987). Im Wirt haben sie eine sehr lange Lebensdauer. Gewebezysten lassen
sich durch Erhitzen oder Einfrieren zerstéren (Dubey, 1988; Dubey et al., 1990), ferner
sind sie empfindlich gegen y-Strahlung (Dubey et al., 1986).

1.1.2.3 Oozysten

Oozysten sind rundliche, mit einer resistenten Hiille ausgestattete, ungefiihr 11 bis

14 um im Durchmesser groe Dauerstadien, die als Endprodukt eines im Darmepithel
von Felidae abgelaufenen geschlechtlichen Zyklus entstehen. Sie werden mit dem
Katzenkot ausgeschieden und enthalten die Zygote. Gegen Umwelteinfliisse sowie
gegen die meisten Desinfektionsmittel (Dubey and Beattle, 1988) sind die Oozysten

auferordentlich resistent und kdnnen lange infektios bleiben (Frenkel et al., 1975).

1.1.3 Lebenszyklus von Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ist einer der unter Vogeln und Sdugetieren am meisten verbreiteten
und hédufigsten Parasiten des Menschen. Er ist in der Lage, nahezu jede beliebige
Sadugetier- oder Aviatenzelle zu infizieren und sich zu vermehren (Wong and

Remington, 1993).
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Abb. 2 Lebenszyklus von T. gondii. Nach Dubey J. P. et al., 1998.
Clin Microbiol Rev 171(2): 267-299.
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Hauptwirt des Erregers ist die Gruppe der Katzenartigen (Felidae). AusschlieBlich hier
findet neben der asexuellen Vermehrung die geschlechtliche Fortpflanzung des
Parasiten in Darmepithelzellen statt. Dies ist erst seit 1970 durch die Entdeckung von
sexuellen Stadien im Diinndarm von Katzen bekannt (Dubey et al., 1970).

Nach oraler Aufnahme von Gewebezysten durch eine Katze, wird die Zyste durch
proteolytische Enzyme aufgelst, und die freigesetzten Bradyzoiten infizieren
Epithelzellen des Diinndarms. Hier werden Mikro- und Makrogameten gebildet, deren
Verschmelzung zur Oozystenbildung fiihrt. Die zundchst noch nicht infektidsen
Oozysten werden mit dem Stuhl ausgeschieden und reifen innerhalb von 48 bis 72
Stunden durch Sporogonie (Entwicklung von Sporozoiten) zu infektiosen Einheiten
heran. Wenn diese nun infektiosen Oozysten von einem Zwischenwirt (beispielsweise
von Nagetieren, Vogeln oder dem Menschen) aufgenommen werden, werden die durch
Meiose entstandenen acht Sporozoiten im Darm freigesetzt, penetrieren Gewebezellen,
oder werden von Zellen des retikuloendothelialen Systems aufgenommen. Sie
vermehren sich alle vier bis sechs Stunden asexuell innerhalb einer parasitidren Vakuole
durch Endodyogenie, wobei aus einer Mutterzelle zwei Tochterzellen entstehen (Dubey
and Beattle, 1988). Beinhaltet eine Wirtszelle 64 bis 128 Parasiten, rupturiert die Zelle
und setzt die entstandenen Tachyzoiten frei (Radke and White, 1998). In der akuten
Phase einer 7. gondii Infektion lassen sich Tachyzoiten in Blut (Parasitimie), Lymphe,
Liquor und Milch nachweisen. Sie sind auerdem in der Lage, die Plazentaschranke zu
tiberwinden. Die Tachyzoiten infizieren weitere Korperzellen und beginnen den
Vermehrungszyklus von vorne.

Mit dem Einsetzen der Immunantwort veréindert und verlangsamt sich der
Metabolismus der Tachyzoiten, so dass sie ungeféihr eine Woche nach der Infektion in
Bradyzoiten iibergehen, in der parasitdren Vakuole verbleiben und jahrelang bestehende
Gewebezysten v. a. in Gehirn, Herz- und Skelettmuskulatur bilden (Ferguson and
Hutchison, 1987). Wird beispielsweise nun mit Gewebezysten kontaminiertes Fleisch
verzehrt, werden die Bradyzoiten nach Aufbruch der Zyste frei und infizieren das
Darmepithel. Dort differenzieren sie sich wieder zu Tachyzoiten und verteilen sich im
ganzen Korper.

Die Bildung von Zysten markiert die chronische Phase der Infektion. Die Parasiten in
den Zysten schddigen den Wirt zwar nicht mehr, doch kann es durch Nachlassen der

Immunitit zu einer endogenen Reaktivierung der Infektion kommen.



1.2 Die Toxoplasmose
1.2.1 Vorkommen und Verbreitung

Im Gegensatz zu vielen anderen Parasiten, die vorwiegend in tropischen und
subtropischen Regionen vorkommen, ist 7. gondii global verbreitet. Von der gesamten
Weltbevolkerung sind 30-60% mit 7. gondii infiziert (Dubey and Beattle, 1988,
Frenkel, 1990), wobei seroepidemiologische Studien zeigen, dass die Seroprdvalenz in
verschiedenen Lindern abhdngig von klimatischer Region, Alter der Bevolkerung,
ethnischer Gruppierung und Erndhrungsgewohnheiten stark variiert (Remington et al.,
2001). Innerhalb Europas liegt sie bei Frauen im gebidrfdhigen Alter zwischen 37 und
58% (Tenter et al., 2000). In Frankreich ist sie am hﬁchsten; was sich vermutlich durch
den vermehrten Genuss von halbrohem oder rohem Fleisch erkliren ldsst (Desmonts,
1987). Die Héufigkeit des Nachweises von Toxoplasma-Antikdrpern steigt dabei
proportional dem Lebensalter an, d.h. fiir Kinder unter zehn Jahren liegt sie bei 20-25%,
bei den 70-90 jéhrigen dagegen iiber 90% (Ockert, 1991).

Frauen im gebérfihigen Alter sind bis zu 40% bereits infiziert und dadurch vor einer
Zweitinfektion wéhrend der Graviditit geschiitzt. Bei einer Primérinfektion mit

T. gondii wihrend der Graviditit kann es zu einer diaplazentaren Parasiteniibertragung
auf den Fo6tus mit der Folge einer konnatalen Toxoplasmose kommen. Eine Infektion
des Fotus tritt aber nur in 50% der Fille ein. So fiihren bei einer Erstinfektion der
Schwangeren 25% der miitterlichen Infektionen, die im ersten Trimenon erworben
wurden, und etwa 65% der miitterlichen Infektionen, die im letzten Trimenon erworben
wurden, zu einer kongenitalen Infektion (Desmonts and Couvreur, 1974). Die fetale
Infektionsrate in Deutschland liegt bei drei bis vier pro 1000 Neugeborene (Enders,
1991).

1.2.2 Transmissionswege im Menschen

Mehrere epidemiologische Studien haben gezeigt, dass der Verzehr von rohem oder
ungeniigend erhitztem Fleisch (Carnivorismus), das mit Gewebezysten von T. gondii
kontaminiert ist, eine der Hauptinfektionsquellen darstellt (Desmonts, 1965; Kimball et.

al., 1974; Roghmann et al., 1999). In Europa und den USA handelt es sich insbesondere



um den Verzehr von Schweinefleisch (Dubey, 1994), obgleich auch Schaf-, Ziegen- und
Rindfleisch als Infektionsquellen bekannt sind (Edelhofer, 1994).

Mc Auley et al. fiihrten 1994 eine Studie durch, in der gezeigt werden konnte, dass 28
von 45 Frauen, die ein Kind mit kongenital erworbener Toxoplasmose Infektion
geboren haben, rohes oder nicht geniigend erhitztes Fleisch verarbeitet oder verzehrt
hatten (Mc Auley et al., 1994).

Perorale Schmutz- und Schmierinfektion im Bereich von Katzenhaltung sowie der
Verzehr von Salat und Gemiise (Herbivorismus), die auf dem Feld mit Oozysten direkt
aus dem Katzenkot (Frenkel, 1990) oder iiber tierische Vektoren (Frenkel et al., 1975,
Ruiz and Frenkel, 1981) wie beispielsweise Schaben, Fliegen und Regenwiirmer
kontaminiert wurden, bilden die Hauptursache fiir die Oozysten-Ubertragung auf den
Menschen. Aufgrund der S#uberungsgewohnheiten von Katzen finden sich
normalerweise keine Fékalien oder Oozysten an der Katze selbst, daher ist die
Wahrscheinlichkeit der Ubertragung von T. gondii auf den Menschen durch Streicheln
einer Katze minimal (Dubey, 1994). Die Ubertragung findet beispielsweise durch
Reinigung von mit Katzenkot kontaminierten Gegenstidnden, oder nach Kontakt mit
Erde bei Gartenarbeit statt, da Katzen ihren Kot vorwiegend in weichem Untergrund
vergraben (Dubey, 1994). Hunde, die sich im kontaminiertem Erdreich wilzen und in
deren Fell Oozysten haften bleiben, konnen als Ubertréger fungieren (Lindsay et. al.,
1997). Dass eine Infektion durch kontaminiertes Trinkwasser ebenso moglich ist,

beschrieben Benenson et al., 1982 (Benenson et al., 1982).

Die diaplazentare Toxoplasma Ubertragung, welche als Folge einer Primérinfektion
wihrend der Graviditdt eintreten kann, stellt einen weiteren Transmissionsweg dar
(vertikale Transmission). Es wird angenommen, dass im Rahmen der Parasitédmie, die
im akuten Stadium der Infektion auftritt, Tachyzoiten Zellen der Plazenta infizieren, die
dann in den fotalen Kreislauf gelangen (Remington et al., 2001). Seltener ist eine 7.
gondii Infektion mit Tachyzoiten, die sich in kontaminierten Blutkonserven befanden
(Siegal et al., 1971), oder durch Laborunfille (Remington et al., 2001).

Infektionen des Menschen mit 7. gondii sind weiterhin moglich iiber Transplantate, die

Tachyzoiten oder Bradyzoiten enthalten (Mayes et al., 1995; Mele et al., 2002).



Tachyzoiten von 7. gondii fanden sich auBerdem in unbehandelter Milch von
beispielsweise Médusen, Schafen, Kiihen und Katzen (Eichenwald, 1948; Powell et al.,
2001; Remington et al., 1961). Sacks et al. berichten 1982 von einer Familie mit 24
Mitgliedern von denen, serologisch mittels IgM-Antikorpernachweis gesichert, zehn an
einer akuten Toxoplasmose Infektion erkrankt waren. Der Indexfall erlitt eine
Retinochoroiditis wihrend bei den anderen neun positiv getesteten Familienmitgliedern
die Erkrankung asymptomatisch verlief. Alle zehn erkrankten Familienmitglieder gaben
an, kiirzlich frische Ziegenmilch konsumiert zu haben, wihrend die iibrigen 14 dies
verneinten (Sacks et al., 1982). Chiari und Riemann beschreiben ebenfalls Fille, in
denen Menschen nach dem Verzehr von frischer Ziegenmilch eine Toxoplasmose
Infektion entwickelten (Chiari Cde and Neves, 1984; Riemann et al., 1975). Bislang
konnte die Ubertragung von T. gondii iiber die Muttermilch beim Menschen noch nicht
nachgewiesen werden, obgleich ein Fall beschrieben ist, in dem ein S#ugling an
Toxoplasmose erkrankte, nachdem die Mutter wihrend dem Stillen eine Erstinfektion
mit T. gondii durchmachte (Bonametti et al., 1997).

Obgleich man weil}, dass 7. gondii tiber die Muttermilch iibertragen werden kann, ist
der Transmissionsmechanismus, ob der Parasit extrazelluldr als freier Tachyzoit, als
Bradyzoit in Gewebezysten oder intrazelluldr in die Milch gelangt, bis heute nicht
bekannt. Nach den Arbeiten von Channon et al. ist es durchaus denkbar, dass sich T
gondii nach der Aufnahme iiber den Darm als Tachyzoit innerhalb von Monozoiten,
dendritischen Zellen oder Neutrophilen iiber den peripheren Blutstrom im gesamten
Korper ausbreitet (Channon et al., 2000). Da T. gondii aktiv intraepitheliale Leukozyten
infiziert (Dubey et al., 1997), die wiederum Epithelbarrieren iiberwinden, ist es
vorstellbar, dass der Parasit tiber diesen Weg in die Milch gelangt.

Der Klasse I Stamm RH hat ein besonders hohes Potential Epithelbarrieren mittels
transepithelialer Migration zu iiberwinden. Mit diesem Mechanismus, der erst kiirzlich
- von Barragan und Sibley beschrieben wurde, ist es dem Parasiten moglich, viele
biologische Barrieren im Organismus zu iiberwinden und sich rasch auszubreiten
(Barragan and Sibley, 2002).

Da T. gondii bei der oralen Aufnahme iiber die Milch zunéchst in den Magen gelangt
und somit Verdauungsenzymen und Magensdure ausgesetzt ist, hat man versucht, sich
dies bei der Unterscheidung zwischen Tachyzoiten und Gewebezysten zu Nutze zu

machen. Es ist seit 1960 bekannt, dass Bradyzoiten in Magensiure und pepsinhaltigem



Milieu fiir mindestens zwei bis drei Stunden iiberleben kénnen und ihre Infektiositit
behalten, wihrend Tachyzoiten sofort zerstort werden. Diese iiberleben lediglich in
1%iger Trypsinlosung fiir drei Stunden (Jacobs et al., 1960). Sharma und Dubey
untersuchten 1981 ebenfalls die Uberlebensdauer von Bradyzoiten in pepsin-und
trypsinhaltigen Losungen. Sie fanden heraus, dass Bradyzoiten in einer pepsinhaltigen
Losung zwei aber nicht drei Stunden iiberleben konnen, und obwohl sie in 1%iger
trypsinhaltiger Losung drei Stunden iiberleben konnten, reduzierte sich ihre Infektositét
um das zehnfache (Sharma and Dubey, 1981).

Pettersen war 1984 der Ansicht, dass T. gondii bereits fiinf Tage nach einer Infektion als
Gewebezysten in die Milch gelangt. Er begriindeté diese Annahme mit der
Beobachtung, dass Milch infizierter Méuse, die fiir 60 Minuten mit HCL inkubiert
worden war, eine 7. gondii Infektion hervorrufen konnte (Pettersen, 1984). Diese
Behauptung stand allerdings im Gegensatz zu den Resultaten von Dubey und Frenkel,
die festgestellt hatten, dass sich Bradyzoiten in Gewebezysten frithestens sieben Tage
nach einer Infektion bildeten (Dubey and Frenkel, 1976).

In neuesten Studien zeigte sich, dass hohe Konzentrationen (>1000) von extrazelluldren
T. gondii Tachyzoiten, die oral aufgenommen wurden, durchaus in Mausen und Katzen
eine Infektion hervorrufen konnen (Dubey, 1998a) und somit die Resistenz von
Tachyzoiten und Bradyzoiten gegeniiber Verdauungsenzymen keine zuverldssige
Unterscheidungsmethode hinsichtlich der Ubertragungsform von 7. gondii in die

Muttermilch darstellt.
1.2.3 Klinische Manifestation

Beim immunkompetenten Menschen verlduft eine Infektion meist inapparent oder
subklinisch mit unspezifischen Symptomen wie Lymphadenopathie, Miidigkeit,
Abgeschlagenheit, Gliederschmerzen und Fieber (Teusch et al., 1979). Dieses
Krankheitsgefiihl kann {iber mehrere Wochen andauern, eine medikamentdse
Behandlung ist nicht erforderlich. Eine klinisch unauffillige Toxoplasmose-Infektion
kann bei Immunsuppression (beispielsweise bei AIDS-Kranken,
Organtransplantatempféingern oder Leuk#dmie-Patienten) reaktiviert werden und als
klinisch manifeste Erkrankung in Erscheinung treten. Die hiufigste Manifestation ist

dann die Toxoplasmen Enzephalitis (Wong and Remington, 1993), die unbehandelt zum



Tod fiihrt. Toxoplasmose gehort zu den héufigsten opportunistischen Infektionen bei
AIDS-Patienten (Luft and Remington, 1992). Man nimmt an, dass in den USA

3-10% aller Patienten, die an AIDS erkrankt sind, an Toxoplasmose sterben. In Europa
und Afrika sind es 25-50%, die Zeichen einer Toxoplasmose-Infektion zeigen (Luft at
al., 1993). Aus bislang unerklédrlichen Griinden verlduft eine reaktivierte Toxoplasmose-
Infektion in Patienten mit Knochenmarktransplantation besonders schwerwiegend. Uber
90% dieser Patienten sterben (Slavin et al., 1994; De Medeiros et al., 2001).

Tritt vor der 20. Gestationswoche einer Schwangerschaft eine Toxoplasmen-Infektion
bei einer zuvor noch nicht mit I" gondii infizierten Frau ein, so fithrt dies meist zum
intrauterinen Fruchttod (Von Harnack und Koletzko, 1997). Infektionen im zweiten
oder dritten Trimenon einer Schwangerschaft fithren zur Frithgeburt oder zu
Krankheitserscheinungen beim Neugeborenen wie Pneumonie, Myokarditis, Nephritis
Hepatitis oder hdmorrhagische Gastroenteritis. Oftmals kommt es zur Enzephalitis mit
Hydrozephalusentwicklung, Bildung von zerebralen Verkalkungsherden, Epilepsie,
GroBhirnatrophie und geistiger Retardierung. Daneben bestehen Optikusatrophie, Iritis,
Katarakt oder Chorioretinitis. Erfolgt die Infektion erst sehr spdt in der
Schwangerschaft, so wird das Kind scheinbar gesund geboren, entwickelt dann aber

tiber Jahre die beschriebene Symptomatik (Guerina et al., 1994).

1.2.4 Diagnose

Der Nachweis einer Infektion mit 7. gondii erfolgt durch serologische Verfahren,
Amplifizierung von Nukleinsduresequenzen mittels Polymerasekettenreaktion (PCR),
durch direkten histologischen, mikroskopischen Nachweis des Erregers, mittels
Immunperoxidase Firbung seiner Antigenprodukte, oder durch Kultur in der Maus
(bioassay) (Montoya, 2002). Der 1948 von Sabin und Feldman beschriebene Dye-Test
(Sabin and Feldman, 1948) wird nur noch selten eingesetzt.

Serologische Testverfahren sind heute das Mittel der Wahl beim Nachweis des
Vorliegens einer akuten oder chronischen Toxoplasmose-Infektion. Dabei verwendet
man gewohnlich eine Kombination aus verschiedenen Testverfahren zum Nachweis der
unterschiedlichen Antikorperklassen, die je nach Dauer und Zeitpunkt der Infektion im

Serum eines Menschen feststellbar sind (Montoya et al., 1995).
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IgG-Antikdrper werden routineméBig mittels ELISA, indirekter Immunfluoreszenz,
oder modifiziertem direkten Himagglutinationstest (Thulliez et al., 1986)
nachgewiesen. In diesen Testsystemen erscheinen die Antikorper gewdshnlich innerhalb
ein bis zwei Wochen nach einer Infektion mit Spitzenwerten nach vier bis acht Wochen,

die dann wieder abfallen, jedoch ein Leben lang nachweisbar bleiben (Montoya, 2002).

IgM—Antikorper, die hauptséchlich mittels ,,double—sandwich“ IgM-ELISA (Naot et
al., 1981) und IgM-Immunosorbent Agglutinations Assay (ISAGA) (Remington et al.,
2001) nachgewiesen werden, gelten als Indikator einer kiirzlich erworbenen, einer
akuten Toxoplasmose-Infektion. Sie sind initial nachweisbar, doch werden die
Antikorper-Titer im Verlauf der folgenden Monate negativ (Montoya, 2002). Liesenfeld
et al. gelang es allerdings 1997 im Serum chronisch infizierter Patienten IgM-
spezifische Antikdrper nachzuweisen (Liesenfeld, 1997), und auch Bobic et al. fanden
zwolf Jahre nach einer Infektion mit 7. gondii im Serum hohe IgM-Antikdrper Titer
(Bobic et al., 1991). Diese Tatsache erschwert die Interpretation der Testergebnisse,
zumal man festgestellt hat, dass das Vorhandensein von Rheumafaktoren (RF) und
antinukledren Antikdrpern (ANA) im Serum von Patienten zusitzlich zu falsch-

positiven IgM-Resultaten fiihrt (Camargo et al., 1972; Araujo et al., 1971).

Zur Diagnosestellung einer kongenitalen Toxoplasmose-Infektion hat sich der
Nachweis spezifischer IgA-Antikorper mittels ELISA oder ISAGA als sehr hilfreich
erwiesen. Man hat festgestellt, dass in diesem speziellen Fall der Nachweis von IgA-
Antikorpern im Serum eines kongenital infizierten Neugeborenen wesentlich sensitiver

ist als der Nachweis von IgM-Antikdrpern (Stepick-Bieck et al., 1990).

Der Nachweis von IgE-Antikorpern, der vorwiegend durch ELISA geschieht, hat sich
bislang zur Diagnosestellung einer Toxoplasmose-Infektion als nicht sehr niitzlich
erwiesen, obgleich es Hinweise gibt, dass IgE-Antikorper als Indikatoren einer kiirzlich

erworbenen Infektion dienen kénnen (Montoya and Remington, 1995).
Die Amplifizierung von Parasiten-DNA mittels PCR aus verschiedenen

Korperfliissigkeiten und Geweben ist ein etabliertes Verfahren zum Nachweis einer

Infektion mit T. gondii (Burg et al., 1989; Holliman et al., 1990). Dennoch konnte sie
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sich bislang nicht gegeniiber den einfacheren und ebenso zuverldssigen serologischen

Testsystemen durchsetzen.

In vielen Labors wird noch immer der bioassay zum Nachweis einer akuten Infektion
mit T. gondii durchgefiihrt. Im bioassay wird Gewebe oder Korperfliissigkeit des
vermutlich erkrankten Menschen oder Tieres intraperitoneal in Labormiuse, die
nachweislich uninfiziert sind, injiziert und das Serum der Miuse ca. vier Wochen nach
der Injektion mittels serologischer Testverfahren auf Antikorper getestet. Neben dem
Bioassay in Mdusen wird der Parasitennachweis auch direkt iiber Zellkulturen erbracht.
Die Sensitivitdt dieser Methode ist vergleichbar dem Bioassy in Mausen (James et al.,
1996).

Beim direkten histologischen Parasitennachweis im Rahmen einer akuten
Toxoplasmose-Infektion hat sich das Verfahren der Immunperoxidase-Férbung bewéhrt.
So konnte mit Hilfe dieser Technik das Vorhandensein von 7. gondii im ZNS von

AIDS-Patienten gezeigt werden (Conley et al., 1981).
1.2.5 Therapie

Die derzeitige Behandlung besteht aus Sulfonamiden (vorwiegend Sulfadiazin) und
Diaminopyrimidinen (vorwiegend Pyrimethamin). Die Substanzen wirken effektiv
gegen die schnell replizierenden Taéhyzoiten im akuten Stadium der Erkrankung,
jedoch nicht gegen Bradyzoiten bei der chronischen Form der Toxoplasmose. Aus
diesem Grund ist bei immunsupprimierten Patienten eine dauerhafte
Medikamenteneinnahme notwendig. Die seltenen Nebenwirkungen treten in Form von
Blutbildungsstorungen, gastrointestinalen Stdrungen, allergischen Reaktionen und
Nephrotoxizitdt auf. Aufgrund ihrer bekannten teratogenen Wirkung diirfen die
Medikamente bei Schwangeren erst nach der 20. Woche eingesetzt werden. Eine

Alternative stellt Spiramycin aus der Gruppe der Makrolide dar.
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1.3 Grundlagen der Immunologischen Abwehr

Die Aufgaben des Immunsystems umfassen die Erkennung, Vernichtung und
Eliminierung von pathogenen Erregern, Fremdstoffen, infizierten Zellen, Tumorzellen,
gealterten oder abgestorbenen Zellen.

Die unspezifische Abwehr représentiert die erste Schutzbarriere und sorgt dafiir, dass
Krankheitserreger bereits vor dem Eindringen in den Organismus bzw. in die Blutbahn
wirkungsvoll bekdmpft werden. Sie umfasst anatomische Faktoren (z. B. Haut, Blut-
Hirnschranke), physikalische Faktoren (z.B. Schleim-, Sekretfluss, Spiileffekt im
Urogenitaltrakt), biochemische Komponenten (z. B. bestimmte pH-Verhéltnisse,
Lysozym, Neuraminidase, CRP, Komplementsystem) und zelluldre Bestandteile (z. B.
Granulozyten, mononukleéres-phagozytires System, NK-Zellen).

Bei der spezifischen (adaptiven) Immunabwehr erlernt das Immunsystem die
Eliminierung der als Antigene bezeichneten koérperfremden Molekiile. Spezielle
Antigen-présentierende Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen) phagozytieren
Antigene und zerlegen sie in antigene Peptide. Diese Fragmente des Proteins werden
mit Molekiilen des Haupt-Histokompatibilitétskomplex

(MHC = major histocompatibility complex) verbunden und auf der Zelloberfliche
prasentiert. MHC-I-Molekiile finden sich auf allen kernhaltigen Kérperzellen, MHC-II-
Molekiile werden dagegen nur auf B-Lymphozyten, Makrophagen und Dendritischen
Zellen (DC) exprimiert (Rammensee, 1995). T-Lymphozyten, Abkémmlinge der
lymphoiden  Stammzelllinie aus dem Knochenmark, tragen spezifische
Rezeptormolekiile, die es ihnen ermdglicht, den Peptid-MHC-Komplex zu erkennen.
Eine Voraussetzung hierfiir ist ihre funktionelle Reifung im Thymus. Hier bilden sie
neben dem charakteristischen = CD3-signaltransduzierenden Komplex auch
antigenspezifische T-Zellrezeptoren (a:f; v:8) und die Korezeptoren CD4 und CDS$ aus,
die eine Differenzierung in T -Helfer Lymphozyten (CD4") und Zytotoxische-T-
Lymphozyten (CD8") ermdglichen. CD8"-Zellen erkennen Epitope zusammen mit
MHC-Klasse-I-Molekiilen. Werden sie aktiviert, differenzieren sie zytotoxische T-
Lymphozyten (CTL), die die antigen — tragenden Zellen zerstoren konnen. T-
Helferzellen erkennen hingegen Peptide, die an MHC-II-Molekiile gebunden sind. Sie
sind die zentrale Population, die mit der primdren Antigen-Erkennung befasst und an

der Aktivierung von Killerzellen und B-Lymphozyten beteiligt ist. Sie produzieren
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Zellmediatoren (Zytokine), die sie an andere Zellen (z. B. B-Lymphozyten,
Makrophagen, T-Zellen) abgeben und diese somit stimulieren und aktivieren. Aufgrund
ihrer Zytokinproduktion lassen sich die T-Helferzellen in zwei funktionell
unterschiedliche Subpopulationen unterteilen: Typ 1 Zellen (TH1) synthetisieren IL-2
und IFN-y, wihrend TH2-Zellen IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13 produzieren.
Zytokine sind unspezifische, hochaktive Molekiile, die vorwiegend von T-Zellen und
Makrophagen nach antigenspezifischer Stimulierung gebildet werden und die
Proliferation und Differenzierung weiterer Zellen des Immunsystems beeinflussen. Sie
bewirken vor allem eine Differenzierung der reifen B-Zellen zu Antikdrper-
sezernierenden Plasmazellen oder von T-Zellen zu aktivierten Helferzellen oder CTL.
Reife B-Lymphozyten tragen Rezeptormolekiile einer einzigen Spezifitit in Form von
oberfliachenstidndigen Immunglobulinen. Sobald sie aktiviert werden, teilen und
differenzieren sie sich zu Plasmazellen, die spezifische Antikdrper (Immunglobuline)
produzieren. Treffen Immunglobuline auf das entsprechende Antigen, lagern sie sich an,
neutralisieren es, oder beschleunigen seinen Abbau durch Aktivierung des
Komplementsystems und Unterstiitzung der Phagozytose durch Opsonisierung. Alle
Antikorper sind Glycoproteine mit einer gemeinsamen Grundstruktur. Man
unterscheidet fiinf verschiedene Klassen, die jeweils unterschiedliche Hauptfunktionen
haben: IgG (Subklasse 1-4, beim Menschen), IgA (Subklasse 1 und 2), IgM, IgD und
IgE. Die ersten Antikorper, die bei einer humoralen Immunantwort entstehen, sind
immer Immunglobuline der Klasse M. Durch ihre pentamere Struktur kdnnen sie
besonders gut das Komplementsystem aktivieren und sind somit insbesondere wichtig
bei der Bekédmpfung einer Infektion des Blutes. IgA, das hauptsichlich neutralisierend
fungiert, kommt in Korpersekreten vor. Es findet sich vor allem in den Sekreten der
Schleimhautepithelien des Darmes, im respiratorischen Trakt und in der Milch. Es tritt
entweder als Monomer in der Zirkulation oder als Dimer in Sekreten auf. Die mit IgA
assoziierte SC-Kette (SC = secretory component) wird wihrend der durch einen
Rezeptor vermittelten Transzytose von IgA durch Epithelien gebildet und schiitzt vor
Verdauungsenzymen. IgG opsonisiert Pathogene fiir die Aufnahme durch Phagozyten
und aktiviert das Komplementsystem. IgG besitzt von der zweiten Hilfte der
Schwangerschaft an die Fahigkeit zur Plazentapassage, wodurch das Neugeborene
wihrend der ersten Lebenswochen geschiitzt ist (,,Nestschutz*). Es findet sich auBerdem

in der Kolostralmilch und kann vom Neugeborenen als vollstindiges Molekiil im
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Intestinaltrakt resorbiert werden. IgE-Antikérper treten nur in geringer Konzentration
im Blut oder in extrazelluldren Fliissigkeiten auf, da sie von einem spezifischen IgE-
Rezeptor auf Mastzellen gebunden werden. Nach Bindung der entsprechenden Antigene
kommt es zur Degranulierung der Mastzelle und Freisetzung vasoaktiver Amine,
Leukotriene und Prostaglandine. IgD-Antik6rper sind auf unreifen B-Lymphozyten
nachweisbar; tiber ihre Funktion ist bislang wenig bekannt.

(Bitter-Suermann, 1994; Janeway und Travers, 1997; Loffler und Petrides, 1998;
Mosmann et al, 1986; Opal, 1999).

1.4 Das Rattenmodell

Der Verlauf einer Infektion mit 7. gondii ist sowohl im immunkompetenten Menschen
als auch in der adulten Ratte meist subklinisch. Aus diesem Grund hat man schon lange
versucht, die Toxoplasmose, ihren Verlauf und die Auswirkungen auf das
Immunsystem anhand des Rattenmodells zu verstehen. Dabei hat man festgestellt, dass
der Erkrankungsverlauf entscheidend vom Alter der Ratte, vom Infektionsweg und vom
Parasitenstadium abhéngt (Dubey and Frenkel, 1998).

Zur Infektion mit Tachyzoiten hat man bislang vorwiegend den RH.Stamm von

T. gondii verwendet. Méuse iiberleben eine Infektion mit diesem Stamm ohne
medikamentdse Therapie nicht, Ratten hingegen iiberleben und entwickeln eine
chronische Infektion. Allerdings ist es bei chronisch infizierten Tieren schwierig, den
RH Stamm histologisch nachzuweisen (Hellbriigge et al., 1956). Jacobs und Jones
gelang es sieben Monate nach einer intraperitonealen (i.p.) Inokulation virulente
Parasiten aus einer Ratte zu isolieren (Jacobs and Jones, 1950) und Ruchman und
Fowler beschreiben das Uberleben von Parasiten im Rattenhirn zwei Jahre nach einer
i.p. Inokulation (Ruchman and Fowler, 1951).

Ratten, denen eine hohe Tachyzoitenzahl intrazerebral inokuliert wurde, verstarben.
Allerdings tiberlebten sie bei Inokulation mit geringen Parasitenzahlen (Ruchman and
Johansmann, 1948).

Hinsichtlich der Auswirkungen einer Infektion mit 7. gondii in Bezug auf das Alter der
Ratten existieren verschiedene Hypothesen. So wird beispielsweise angenommen, dass
neugeborene Ratten anfillig fiir die Erkrankung an einer Toxoplasmose sind, wihrend

entwohnte Ratten resistent dagegen sein sollen (Lewis and Markell, 1958).

15



Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die letale Tachyzoitendosis der adulten Ratte
bei >10" und fiir die jiingere Ratten bei 10* liegt.

Eine Infektion nach oraler Aufnahme von Gewebezysten verlduft im Gegensatz zu einer
Infektion mit Tachyzoiten in der immunkompetenten Ratte stets subklinisch (Dubey and
Shen, 1991; Zenner et al., 1993). Fiir die Infektionskontrolle spielt dabei eine intakte T-
Zell Antwort, insbesondere von IFN-y produzierenden TH1-Zellen, eine entscheidende
Rolle (Mordue et al., 2001). Die Bedeutung der zelluldren Immunabwehr zeigt sich
auch darin, dass eine Infektion mit 10° Tachyzoiten (Stamm RH), 10° Tachyzoiten
(Stamm NTE) oder 1200 Zysten (Stamm Prugniaud) in der athymischen F344
Nacktratte todlich verlduft (Foulet et al., 1994; Kempf, 1999; Santoro et al., 1987).
Allerdings zeigten Schliiter et al., dass die athymische LEW Nacktratte eine Infektion
mit 100 Zysten von T. gondii (Stamm DX) aufgrund der massiven Aktivierung von
Makrophagen, NK-Zellen und yd T-Zellen iiberlebt (Schliiter et al., 1995).

1996 verdffentlichte Dubey eine Arbeit, in der er die Infektositéit und Pathogenitit von
Oozysten in der Ratte testete. Ratten, denen 10° Oozysten verabreicht wurde, tiberlebten
mit Krankheitssymptomen wie Diarrhé oder Depression. 60% der Ratten, denen 10°
Oozysten verflittert wurde, starben an der Infektion. Wurde den Ratten zwischen

1-10* Oozysten oral verabreicht, so entwickelten sie eine subklinische Infektion (Dubey,

1996).
1.5 Zusammensetzung und Funktion von Muttermilch

Kolostral- und Folgemilch der meisten Sdugetierarten und des Menschen enthilt viele
l6sliche und zellulire Bestandteile, die neben der optimalen. Erndhrung der
Neugeborenen immunologischen und antiinfektidsen Prozessen dienen. Das Risiko fiir
Infektionen und Allergien soll vermindert werden. Durch die Aufnahme von
Muttermilch werden die Nachkommen nicht nur bedarfsgerecht ernéhrt, sondern sind
mit der Milch als moglicher Infektionsquelle zugleich einem groBen Erregerspektrum
aus dem miitterlichen Umfeld ausgesetzt. So ist beispielsweise die Moglichkeit einer
Infektion des Kindes tiber die Milch im Falle von HIV sehr gut untersucht (Van de
Perre et al., 1991; Ziegler et al., 1985). Newell et al. fanden 1997 heraus, dass die
Wahrscheinlichkeit einer HIV-Infektion tiber die Milch bei 7 bis 22% liegt (Newell et
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al., 1997). Das Vorkommen des humanen Zytomegalievirus (HCMV) in der
Muttermilch ist ebenfalls seit mehr als 30 Jahren bekannt (Diosi et al., 1967). Milch gilt
hier als einer der Haupttransmissionswege. Dass auch der Parasit 7. gondii in
Muttermilch vorhanden ist und iiber diesen Weg auf die Nachkommen iibertragen wird,
wurde bereits in 1.1.2 erwéhnt.

Haupterndhrungsbestandteile der humanen Muttermilch sind Lactose, Lipide, Proteine
und Peptide, Elektrolyte, Mineralien, Spurenelemente und Vitamine (Department of
Health and Social Security, 1977; Gopalan et al., 1961). Sie stammen entweder direkt
aus den mit reichlich sekretorischen Einheiten (ER, Golgi-Apparat) ausgestatteten,
luminalen Epithelzellen des Brustdriisengewebes, die sich zwei bis drei Wochen nach
Beginn der Laktation auch in der Milch selbst nachweisen lassen (Rassin et al., 2001),
oder werden durch aktive und passive Transportmechanismen aus dem Blut der Mutter
gewonnen.

Zu den zelluliren Komponenten der Milch gehdren u. a. auch Monozyten-
Makrophagen, Neutrophile und Lymphozyten (Smith and Goldman, 1968).

Die eigentliche Funktion der Makrophagen in der Muttermilch ist bislang noch
ungeklért, doch nimmt man an, dass sie neben der Biosynthese und Exkretion von
Zellmediatoren u. a. als Transportvehikel fiir IgA fungieren (Pittard et al., 1977). Das
intrazelluldr in Makrophagen vorkommende IgA macht 10% der Gesamt-IgA Menge in
der Milch aus (Clement et al., 1986). Weiter besitzen sie direkte zytotoxische
Eigenschaften gegen Staphylococcus aureus und Escherichia coli und nehmen an der
antikSrperabhéngigen, zellvermittelten Zerstérung HSV1 (Herpes Simplex Virus Typl)
infizierter Zellen teil (Rassin et al., 2001).

Besonders in den ersten vier Tagen der Laktationsperiode enthdlt Muttermilch eine
grofe Anzahl an neutrophilen Granulozyten, die im Verlauf konstant aﬁnimmt (Rassin
et al., 2001). Neutrophile haben vorwiegend phagozytire Eigenschaften und sind mittels
oxidativem Metabolismus an der Abtdtung bzw. Inaktivierung von korperfremden
Antigenen beteiligt.

Die Lymphozytengesamtpopulation der Milch setzt sich zu 80% aus T-Lymphozyten
und zu 4-6%aus B-Lymphozyten zusammen (Wirt et al., 1992). Die T-Lymphozyten
bestehen vorwiegend aus CD4"-Helferzellen und CD8*-Zytotoxische Zellen. Der Anteil
der CD8"-Zellen ist dabei in der Milch verhéltnisméBig hsher als im Blut (Rassin et al.,
2001).
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B-Zellen aus dem Darm- und Bronchialtrakt tiberwinden wihrend der Schwangerschaft
die Lamina propria des Brustdriisengewebes, differenzieren sich zu Plasmazellen und
produzieren Immunglobuline, die der S#ugling dann iiber die Milch aufnimmt und
somit einen Schutz gegen fast alle pathogenen Erreger, mit denen die Mutter vorher
konfrontiert war, erhdlt. Sekretorisches IgA ist das am h&ufigsten vorkommende
Immunglobulin in der humanen Muttermilch und besonders wirksam in der
Bekdmpfung gastrointestinal- und respiratorisch assoziierter Keime (Fishaut et al.,
1981; Orskov and Sorenson, 1975). Seine Konzentrationen in der Milch sind vier- bis
flinfmal hoher als IgM, 20- bis 30-mal hoher als IgG und fiinf- bis sechsmal hsher als
das Serum-IgA (Ogra and Ogra, 1978). Die Antikorpertiter von IgA und IgM nehmen
dabei in der ersten Woche der Laktation rapide ab, wihrend die IgG-Titer keine

wesentlichen Unterschiede im Verlauf der Laktationsperiode zeigen (Rassin et al.,
2001).

1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war, T. gondii in der Rattenmilch mittels einer einfachen
Nachweismethode darzustellen und die Ubeftragung des Parasiten nachzuweisen. Es
sollte eine Melkvorrichtung fiir Ratten zur Milchgewinnung entwickelt und das
experimentelle Arbeiten mit Milch ausgetestet werden.

Die immunologischen Konsequenzen einer Ubertragung von 7. gondii iiber die
Muttermilch sollten in dieser Arbeit vorwiegend hinsichtlich der humoralen
Immunantwort in Serum und Milch von F344 Ratten, die auf verschiedene Art und
Weise (inkl. via Milch) und mit unterschiedlichen Parasitenstimmen infiziert wurden,
analysiert werden. Berlicksichtigt werden sollte dabei auch eine mogliche Korrelation
zwischen Serum- und Milchantikérpern. Durch ein Immunisierungsexperiment sollte
gekldrt werden, ob es sich bei den nachgewiesenen Immunglobulinen im Serum der via
Milch infizierten Nachkommen um maternale Antikdrper oder eine eigenstéindige
Immunantwort handelte.

SchlieBlich sollte untersucht werden, ob freie Tachyzoiten von T. gondii (Stamm RH
und NTE), die von 48 Stunden alten F344 Ratten oral iiber die Muttermilch

aufgenommen werden, eine Infektion bzw. Immunreaktion in den Jungtieren ausldsen

18



konnen. Die Konzentration der Tachyzoiten sollte dabei unterschiedlich gewihlt

werden, um eine eventuelle Dosisabhéngigkeit bestimmen zu kdnnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material und Versuchstiere
2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten acht Wochen alte weibliche F344 Ratten, die entweder von
den Charles River Labaratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen, oder in den
hausinternen Stallungen geziichtet wurden. Fiir den Bioassay und die Gewinnung von
Gehirnzysten wurden sechs bis acht Wochen alte Méuse, Stamm NMRI (Charles River
Laoratories), oder C57BL/6 (hauseigene Ziichtung) verwendet. Die Tiere wurden in
Makrolon Kunststoffkéfigen (Grundfliache 20 x 40 cm) auf Weichholzgranulat gehalten
und erhielten Standardfutter und Wasser ad libitum. Die Kifige adulter Ratten waren
mit maximal drei, die Mauskéfige mit maximal zehn Tieren besetzt. Der Tierstall war

klimatisiert und in einem zwdélfstiindigen Tag-Nachtrhythmus kiinstlich beleuchtet.

2.1.2 Reagenzien

Agarose Roth, Karlsruhe
Ampbhotericin B Sigma, Steinheim
Aprotinin Sigma, Deisenhofen
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma, Deisenhofen
CO; Kohlendioxid
Concanavalin A (ConA) Sigma, Deisenhofen
(3-(3-Cholamidopropyl)-DemethyI-

amonio)-1-Propan Sulphonat (CHAPS) Fluka, Buschs

2" Desoxynukleosid-

5°-Triphosphat (ANTP) MBI- Fermentas, Lithuania
Diethanolamin Sigma, Deisenhofen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Deisenhofen
Dulbecco’ s Minimum Essential Medium (DMEM)

mit Glutamax I Gibco BRL, Eggenstein
Ethanol ‘ Merck, Darmstadt
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Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fetales Kélberserum (FCS)

Ficoll

Gonadoliberin (GnRH)
*H-Thymidin

Isofluran

L(+)-Glutamin

Methylenblau

2-Mercaptoethanol

MgCl,

Na;HPO4

Natriumpyruvat

Oxytocin

PCR Mineraldl
p-Nitrophenylphosphat (pNPP)
Penicillin-Streptomycin
Phenylmethylsulfonylfurid (PMSF)
RPMI-1640 Medium

Salzsdure (HCL)
Streptavidin-alkaline Phosphatase
Trimethoprim-Sufamethoxazol
Tris-(Hydroximethyl)-Aminomethan
(TRIS)

Trypanblau

Tween 20

2.1.3 Puffer und Kulturmedien

ATV
Beschichtungpuffer (Zytokin ELISA)

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA laboratories, Linz
Amersham, Uppsala
Sigma, Deisenhofen
Amersham, Braunschweig
Abbot GmbH, Wiesbaden
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein
Ferak, Berlin

Ferak, Berlin

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Steinheim

Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Steinheim

Gibco BRL, Eggenstein
Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim

Ratiopharm, Ulm

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Steinheim

0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS
0,2M Natriumphosphat (in 11 dH>0)
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Blockpuffer/Verdiinnungspuffer
(fiir Zytokin ELISA) PBS mit 10% FCS (hitzeinaktiviert)

DEPC Wasser 0,1 g DEPC in 11 destilliertem

Wasser, autoklaviert

Diethanolaminpuffer 1 M Diethanolamin, 0,5 mM MgCl,
pH 9,8
DMEM + 500 ml Dulbecco’'s MEM mit

Glutamax I (25 mM HEPES und
Pyridoxin), ergénzt mit 50 ml SC,
25 ml FCS und 2,5 mg Amphotericin B

Medium zum Einfrieren von
Zellen und Parasiten DMEM + oder RPMI + mit 20% FCS
und 10% DMSO

phosphatgepufferte Salzlésung, pH 7.2

(PBS) 2,7 mM KCL, 1,45 mM KH,PO4
0,24 mM MgCl,, 137 mM NacCl
6,5 mM Na,HPO;
RPMI + 500 ml RPMI-1640 ergénzt mit 40 ml SC

SC (sterilisiert, 50 ml/ Tube abgefiillt) 500 ml inaktiviertes FCS, 100 ml Natrium-
Pyruvat (100 mM), 100 ml MEM,
100 ml Penicillin/Streptomycin 1000U/ml
5 ml 2-Mercaptoethanol (50 mM)
58,4 ml 5% Glutamin
bei -20°C aufbewahrt

TBE (10 fach Puffer fiir PCR-Gel) 0,89 M Tris, 0,89 M Borsiure
20 mM EDTA, pH 8,3
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Trypanblau Losung

Waschpuffer (ELISA)

2.1.4 Standardisierte Testsysteme

Diff-Quik® Firbeset (Giemsa)
DNA molecular weight marker
Micro BCA protein assay kit
optEIA ELISA sets: IFN-y

10 x PCR buffer

QIAamp DNA Mini Kit

2.1.5 Enzyme

Proteinase K

HotStart DNA Polymerase
2.1.6 Amplifizierungsprimer
(MWG Biotech, Ebersberg)

B1 Gen
PCR Produkt: 517 bp

0,04% Trypanblau in PBS/BSA

11 PBS mit 0,05% Tween 20

Dade Behring, Marburg
MBI Fermentas, Lithuania
Pierce, Rockford
Pharmingen, Hamburg
Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden
Quiagen, Hilden

11 (5 ' CAGCGTATTGTCGAGTAGAT 3 )
12 (5 ' ACCGGAACTGTAATGTGATA 3 )

PCR Produkt: 192 bp

3(5 'TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC 3 ')
8 (5 ' GGAACTGCATCCGTTCATGA 3 )
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2.1.7 Antikorper

Biotin-conjugated rat-anti mouse IgG
Biotin-conjugated mouse-anti rat I1gGap
Biotin-conjugated mouse-anti rat IgM

Biotin-conjugated mouse-anti rat IgA
2.1.8 Geriite

BD, Microtainer

Centrex UF-2 10 kDa Tubes
Liquid scintillation counter

(1205 Betaplate™ ) und Harvester
Maxline microplate reader
Melkmaschine
Mikro-Hématokritrohrchen (heparinisiert)
Narkoseapparatur

Potter tubes

Fiitterkaniile

Schlauch SL0 4 1 m
Thermocycler Perkin Elmer 480
Wasserstrahlpumpe
Zyto-Kammer mit Dichtung

(1 x 4 ml; 12,4/120 mm?)

0,22 pm Filter

3 um Polycarbonat Membranen
2.1.9 Parasitenstimme und Zellkultur
NTE

Prugniaud-B-gal
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Sigma,Deisenhofen
Pharmingen, Hamburg
Serotec, Oxford

Pharmingen, Hamburg

Schubert, Wackersdorf
Schleicher & Schuell, Dassel

Wallac Oy, Turku, Finnland
Molecular Devices, Sunnyvale, CA
hausinterne Konstruktion
Hartenstein, Wiirzburg
hausinterne Konstruktion
Novodirect, Kehl

Hauptner, Solingen

Hartenstein, Wiirzburg

Perkin Elmer

Hartenstein, Wiirzburg

Hettich
Schleicher & Schuell, Dassel
Millipore, Eschborn

Prof. Uwe Gross,

Universitdt Gottingen

Prof. J.F . Dubremetz, Pasteur Institut
Lille, Frankreich



RH Prof. M.F. Cesbron-Delauw,
Pasteur Institut, Lille Frankreich

HFF (Human Foreskin Fibroblasts) Dermatologische Klinik

Universitét Wiirzburg

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Human Foreskin Fibroblasts (HFF) wurden in Wasserdampf geséttigter Atmosphére bei
37°C und 5% CO, in Gewebekulturflaschen (Greiner, Niirtingen, Deutschland)
geziichtet.

Als Kulturmedium diente Dulbecco’s MEM mit Glutamax I (DMEM * Gibco BRL,
Eggenstein, Deutschland). Das Medium wurde alle zehn Tage gewechselt.

Alle sechs bis acht Wochen wurden die Zellen geteilt und neue Kulturen angesetzt.
Hierzu wurde der Zellrasen einer 75 ml Flasche mit Hilfe von 3 ml ATV (Einwirkzeit

2 min) vom Flaschenboden gelost, die HFF in Medium bei 1600 U/min 5 min lang
zentrifugiert, das Zellsediment in 8 ml resuspendiert und jeweils 1 ml der Suspension in
acht neue, mit 4 ml Medium gefiillte, 75 ml Flaschen gegeben. Diese wurden inkubiert

und das Wachstum regelméBig kontrolliert.

Um HFF in Zellkulturplatten (Greiner) mit 48 Vertiefungen fiir den Parasitennachweis
in Rattenmilch zu ziichten, wurde der Zellrasen einer 250 ml Gewebekulturflasche
verwendet. Das Zellsediment wurde in 80 ml geldst und je 500 pl der Suspension in
jede Vertiefung gegeben. Die Platten wurden ebenfalls bei 37°C und 5% CO, inkubiert

und das Medium alle acht bis zehn Tage gewechselt.
2.2.1.1 Einfrieren und Auftauen von HFF
Die Zellen konnten in Gefriermedium, bestehend aus DMEM', 20% fetales

Kilberserum (FCS) und 10% DMSO, in gefrierstabilen Rohrchen bei -140°C

aufbewahrt werden. Die Vorgehensweise entsprach bis zur Gewinnung des
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Zellsediments dem Splitten von Zellen. Das Sediment wurde dann direkt in 2 ml

Gefriermedium resuspendiert und eingefroren.

Um gefrorene HFF in Kultur zu bringen, wurden sie in einem Wasserbad bei
Raumtemperatur (RT) langsam aufgetaut, tropfenweise in ein mit 10 ml DMEM"
geflilltes Zentrifugationsrohrchen (blue cap 15 ml) tiberfiihrt und 10 min bei 1600
U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Sediment in 5 ml DMEM"
resuspendiert, in eine Gewebekulturflasche gegeben und wie unter 2.2.1 beschrieben

inkubiert.
2.2.2 Parasitenkultur
2.2.2.1 Tachyzoiten

Tachyzoiten von Toxoplasma gondii wurden in DMEM", dem 10% FCS, Penicillin

(200 U/ml), Streptomycin (200 U/ml),1 mM Natriumpyruvat, 0,05% L-Glutamin und
0,025 2-Mercaptoethanol zugegeben worden war, bei 37°C und 5%CO, geziichtet. Alle
drei bis vier Tage wurde das Medium gewechselt. Abhéingig vom Parasitenstamm zeigte
sich drei bis zehn Tage nach der Infektion der Zellen ein lysierter Zellrasen. Um das
Wachstum der Parasiten aufrecht zu erhalten, wurden drei Tropfen des Lysats bestehend
aus Tachyzoiten, Medium und zerstérten HFF auf einen neuen Zellrasen gegeben.

Die Parasiten konnten analog dem Protokoll fiir HFF eingefroren und aufgetaut werden.
2.2.2.2 Gewebezysten

Da man Gewebezysten flir die Infektion von Ratten benétigte, wurden acht Wochen alte
NMRI Miuse entweder mit 10* Tachyzoiten oder mit 20-50 Gewebezysten (Stamm
Prugniaud), die aus homogenisierten Gehirnen infizierter Tiere stammten,
intraperitoneal (i.p.) infiziert. Von Tag fiinf bis zehn post infectionem (p.i.) wurden die
Méuse mit Trimethoprim (25 mg/100 ml) und Sulfamethoxazol (125 mg/100 ml)
(Ratiopharm, Ulm), das iiber das Trinkwasser verabreicht wurde, behandelt. Die Miuse
dienten somit als Spender fiir Gehirnzysten zur Infektion von Versuchstieren.

(Zystenpridparation und Infektion von Ratten s. 2.2.6.3)
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2.2.3 Milchgewinnung und Verarbeitung

2.2.3.1 Aufbau der Melkmaschine (ohne Narkoseanlage)

/\ Wasserstrahlpumpe

Schlauchverbindung

Gummischlauch SLO 4
Metalladapter

Schlauchstiick angepasst an Gummipfopfen

Rattennippel \

NN
N\
Y

15 ml blue cap tube
(=MilchsammelgefaR)

Rattenmilch

Weibliche Ratte

Abb. 3 Aufbau Melkmaschine

2.2.3.2 Melkvorgang und Bestandteile der Milch

Die Milch infizierter und naiver F344 Ratten wurde fiir eine Vielzahl von
Experimenten benotigt. Fiir die Milchgewinnung wurde im Haus eine Melkvorrichtung
(s. 2.2.3.1) entwickelt und ein Melkprotokoll entworfen. Als Ausgangsprotokoll diente
die Methode von Rodgers (Rodgers, 1994), die stark modifiziert wurde.

Zwei Monate alte F344 Ratten wurden am 13. Tag ihrer Tragzeit mit 250 Zysten des
Parasitenstammes Prugniaud oral infiziert (s. 2.2.6.3). 48 Stunden nach der Geburt
wurde der Wurf auf sechs Junge pro Rattenmutter reduziert, um zu verhindern, dass die

Jungtiere zuviel der Milch, die fiir die Experimente benétigt wurde, zu sich nahmen.
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Die Ratten wurden jeden zweiten Tag, beginnend Tag zwei post partum (p.p.), bis Tag
zehn p.p. gemolken.

Um die Milchproduktion anzuregen, wurden die Ratten 20 min vor Beginn des
Melkens von den Jungtieren getrennt und jeder Ratte Oxytocin (Sigma, 2 U/Ratte) i.p.
gespritzt. Dabei wurde darauf geachtet, kein Driisengewebe zu verletzen. Die Jungtiere
wurden fiir die Zeit der Trennung zur Wirmeisolierung abgedeckt. 20 min nach der
Injektion wurden die Ratten mit 4%igem Isofluran (Narkoseeinleitung) narkotisiert.
Nach Erreichen der Tiefschlafphase wurde den Ratten eine Gesichtsmaske, die iiber ein
Schlauchsystem mit dem Narkosegerét verbunden war, iibergestiilpt und das Isofluran
auf 1% reduziert (Narkoseerhalt). Die einzelnen Brustdriisen wurden nun vorsichtig mit
PBS (RT) befeuchtet und zwischen zwei Fingern massiert. Mit Hilfe des Vakuum-
Milchsystems (s. 2.2.3.1) wurde die austretende Milch in einem 15 ml R&hrchen
gesammelt.

Das Schlauchsystem wurde vor und nach jedem Melken mit 70%igem Ethanol und
PBS durchspiilt, um Verschmutzung und bakterielle Besiedelung gering zu halten.

Die Dauer des Melkens wurde stets auf 20 min beschrinkt.

Bild: Melken einer F344 Ratte
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Es war moglich zwischen 500 und 1200 pl Milch pro Ratte zu erhalten. Dabei war die
Milchmenge 48 Stunden p.p. eher gering (500 pl), stieg bis zu Tag 16 p.p. an

(1200 pl) und nahm im weiteren Verlauf wieder ab, bis schlieBlich ab Tag 24 p.p. keine
Milch mehr gewonnen werden konnte.

Um die Milch auf das Vorhandensein von 7. gondii zu testen, wurden 100-200 pl der
frischen Milch abgenommen und in NMRI M&usen ein Bioassay durchgefiihrt

(s. 2.2.4.1). Die restliche Milch wurde zu einem Volumen von 3 ml mit PBS verdiinnt
und bei RT mit 3200 rpm 30 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation trennte sich die
Milch in drei Phasen auf. Die oberste Schicht war Fett und wurde verworfen. Darunter
befand sich eine wissrige Phase (Interphase), die wenige Zellen und Fett enthielt. Diese
Schicht wurde bei -20°C aufbewahrt und zur Antikdrperbestimmung

(IgG2b, IgM; s. 2.2.7.3) gegen T. gondii herangezogen. Die unterste Schicht war ein
Sediment, das vor allem aus feinen Fetttropfen und Zellen bestand. Wurden
Tachyzoiten in vitro in hoher Konzentration in die Milch gegeben, so fanden sie sich
nach dem Zentrifugieren in dieser Schicht. Das Sediment wurde demzufolge
resuspendiert, nochmals in 9 ml PBS gewaschen und mit 500 pl PBS in Losung
gebracht. Zweimal 200 pl wurden auf in Kultur gebrachte HFF gegeben und auf
Parasitenwachstum kontrolliert (s. 2.2.4.1). Die verbleibenden 100 pl der Suspension

wurden flir den Parasitennachweis mittels PCR verwendet (s. 2.2.10.2).

2.2.4 Visueller Parasitennachweis

2.2.4.1 Parasitennachweis in der Milch inokulierter Ratten mittels HFF

Es wurden drei, zwei Monate alte F344 Ratten verpaart und am 13. Tag ihrer Tragzeit
mit 250 T. gondii Zysten (Stamm Prugniaud) oral inokuliert (s. 2.2.6.3). Von Tag zwei
bis Tag zehn p.p. wurden die Ratten jeden zweiten Tag mit der unter 2.2.3
beschriebenen Melkvorrichtung gemolken. Von der frischen Milch jeder Ratte wurden
100-200 pul abgenommen, mit 100 bzw.200 pl PBS verdiinnt und jeweils zwei NMRI
Miusen 150 pl der Suspension i.p. gespritzt (Bioassay). Den Miusen wurde vier
Wochen p. i. Blut iiber den retroorbitalen Venenplexus entnommen und auf Antikdrper
gegen T. gondii (s. 2.2.7.3) getestet. AuBerdem wurden die Gehirne sechs Wochen p.i.

prépariert und auf Zysten untersucht.
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Die restliche Milch wurde zu einem Volumen von 3 ml mit PBS verdiinnt, bei 3200
rpm 30 min zentrifugiert und die oben schwimmende Fettschicht und darunter liegende
Interphase entfernt. Das Milchsediment wurde in 1 ml PBS resuspendiert, mit 8 ml
PBS verdiinnt und nochmals bei 3200 rpm 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das so gereinigte Sediment in 500 pul PBS wieder in Losung gebracht.
HFF, die in Zellkulturplatten mit 48 Vertiefungen (s. 2.2.1) geziichtet worden waren,
wurden nun mit je 200 pl/Vertiefung resuspendiertem Milchsediment inokuliert
(zweimal 200 pl pro Ratte pro Melktag). Nach 48 Stunden wurde das Medium der
Zellen gewechselt. Das Parasitenwachstum wurde tédglich unter dem Mikroskop
kontrolliert. Bis zum visuellen Nachweis von 7. gondii, der im positiven Falle im

Schnitt zehn Tage betrug, wurde das Medium alle vier bis fiinf Tage ausgetauscht.
2.2.4.2 Parasitenanreicherung iiber Dichtegradienten

Um Parasiten in der Milch infizierter Ratten mit dem Mikroskop nachzuweisen, wurde

versucht, sie mit Hilfe verschiedener Methoden sichtbar zu machen.
2.2.4.2.1 Percoll Gradient

Naive F344 Ratten wurden am Tag 16 p.p. gemolken und die Milch mit

10° Tachyzoiten (Stamm RH) versetzt. Die Milch wurde bis zu einem Volumen von

9 ml mit PBS verdiinnt, bei 3200 rpm (3000g) 30 min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Sediment in 3 ml 20%iger Percoll-Losung (Percoll, Amersham
Pharmacia Biotech Uppsala; RPMI, Gibco BRL Eggenstein; 5% FCS) resuspendiert.
40, 60, und 80%ige Percoll Losungen (je 3 ml) wurden in aufsteigender Konzentration
unter die 20%ige Suspension gegeben. Der entstandene Percoll Gradient wurde bei
2500 rpm (2000g) 30 min zentrifugiert.

Zwischen der 80- und 60%igen bzw. 60- und 40%igen Percollschicht fanden sich
Zellringe, am Grund des 15 ml Réhrchens ein Zellsediment. Sowohl Zellringe als auch
Sediment wurden abgenommen, mit Trypanblau 1:10 gefirbt und unter dem Mikroskop

auf Parasiten untersucht.
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2.2.4.2.2 Ficoll Gradient

Es wurde analog Protokoll 2.2.4.2.1 verfahren. Das gewonnene Milchsediment wurde
allerdings in 1 ml PBS resuspendiert und 3 ml Ficoll (Ficoll-Isopaque, Amersham,
Uppsala) unter die Suspension gegeben. Nach 30 min Zentrifugation bei 2000 rpm
(1200g) entstand ein triiber Zellring und ein Zellsediment, die unter dem Mikroskop

auf Parasiten gesichtet wurden.
2.2.4.3 Zytospin-Zenrifugation und Giemsa Firbung

Milch oral infizierter F344 Ratten und Milch naiver Tiere, die in vitro mit

10° Tachyzoiten (Stamm RH) versetzt worden war, wurde mit PBS verdiinnt und
zentrifugiert (s. 2.2.4.2.1). Die Sedimente wurden in 1 ml PBS resuspendiert. 100pl
jeder Suspension wurden auf einen Objekttriger in eine Zyto-Spin -
Zentrifugationsvorrichtung (Zyto-Kammer mit Dichtung 1 x 4 ml, dm 12,4/120mm?,
Hettich) gegeben und bei 1300 rpm (1000g)10 min zentrifugiert. Als Positivkontrolle
dienten 10° Tachyzoiten in PBS. Nach der Zentrifugation wurden die Objekttriger
vorsichtig herausgeldst, an der Luft getrocknet und einer Giemsa Férbung (Diff-Quick,
Dade Behring GmbH, Marburg) unterzogen. Die Objekttriger wurden 2 min in
Methanol (Fixierlosung, Fast Green 0,002g/L), 1 min in Eosin G (Firbelosung I in
Phosphatpuffer pH 6,6, 1.22 g/I) und 1 min in Thiazin Farbstoff (Farbelosung II in
Phosphatpuffer pH 6,6, 1,1 g/l) getaucht. AnschlieBend wurden die gefirbten Priparate
mit destilliertem Wasser gespiilt, an der Luft getrocknet und unter dem Mikroskop auf

Parasiten durchsucht.

2.2.5 T. gondii Antigen Gewinnung

2.2.5.1 T. gondii Antigen (TAg)

Nach dem Protokoll von Gazzinelli et al. wurde das Antigen, das zum Zytokinnachweis
und fiir die Proliferationsassays diente, folgendermaBen hergestellt (Gazzinelli et al.,

1991).

Die Parasiten (Stamm RH) aus viermal 250 ml Zellkulturflaschen wurden gefiltert
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(3 um Polycarbonat Membran Millipore), der Filter jeweils zweimal mit 10 ml PBS
durchspiilt und das Filtrat bei 1600 rpm 10 min zentrifugiert. Die Sedimente wurden in
2 ml PBS resuspendiert und die Proteaseinhibitoren Phenylmethylsulphonylfluorid
(PMSF, 2 mM) (Sigma, Steinheim; Deutschland) und Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA, 2 mM) (Carl Roth, Karlsruhe) zugegeben. Um die Parasitenmembranen zu
zerstdren, wurde die Suspension jeweils achtmal in fliissigem Stickstoff schockgefroren,
anschlieend im 37°C warmen Wasserbad wieder aufgetaut und bei 2500 rpm (2000g)
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -20°C aufbewahrt.

Die Proteinkonzentration konnte mittels Micro BCA Assay Kit (Pierce, Rocford, II,

USA) bestimmt werden.
2.2.5.2 T. gondii crude extract (TCE)

TCE wurde fiir den spezifischen Antikorpernachweis gegen T. gondii- Antigen in
Méuse- und Rattenserum im ELISA verwendet. Es wurde mit leichten Abweichungen
nach dem Ausgangsprotokoll von Zenner et al. hergestellt (Zenner et al., 1999).

7,5 x 10® Tachyzoiten (Stamm RH) wurden nach Filtration und Zentrifugation

(s. 2.2.5.1) in 5 ml PBS, das mit 2 mM PMSF und 2 mM EDTA versetzt worden war,
resuspendiert, die Suspension sechsmal in fliissigem Stickstoff schockgefroren und im
37°C warmen Wasserbad wieder aufgetaut. Die nun zerstorten Tachyzoiten wurden bei
36000 g und 4°C 90 min zentrifugiert und der gewonnene Uberstand (S1) eingefroren.
Das Sediment wurde wieder in 5 ml PBS, dem die Proteaseinhibitoren PMSF (40 pM),
EDTA (2 mM) und 3-(3 Cholamidopropyl)-Dimethylammonio)-1-Prbpansulphonat
(CHAPS, 9,75 mM) (Fluka, Schweiz) zugegeben worden waren, resuspendiert. Unter
leichter Rotation wurde die Suspension bei 4°C iiber Nacht inkubiert und im Anschluss
bei 1370 g 30 min zentrifugiert. Der Uberstand (S2) wurde bei -20°C aufbewahrt. S1
und S2 wurden vor Gebrauch 1:1 gemischt und die Proteinkonzentration mittels Micro

BCA Protein Assay Kit bestimmt.
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2.2.5.3 T. gondii excreted secreted Antigen (ESA)

Die Herstellung erfolgte ebenfalls nach dem Protokoll von Zenner et al. (Zenner et al.,
1999). Tachyzoiten (Stamm RH) wurden gefiltert, zentrifugiert (s. 2.2.5.1) und gezhlt.

2 x 10® Parasiten wurden in 7,2 ml RPMI-1640 (Gibco BRL) und 10%
hitzeinaktiviertem Rattenserum resuspendiert und unter leichter Rotation bei 37°C 3 h
inkubiert. Nach Zentrifugation bei 1000 g fiir 10 min wurde der Uberstand in Centrex
UF-2 10 kDa tubes (Schleicher und Schiill) pipettiert und nochmals zentrifugiert.
Dadurch wurde das ESA 4-fach konzentriert. AnschlieBend wurde es gefiltert (0,22 pm
Filter, Schleicher und Schiill) und 4 pg/ml Aprotinin (Sigma, Deisenhofen) zugegeben.

Bis zur Verwendung wurde das Antigen bei -20 °C aufbewahrt.
2.2.6 Inokulieren von trichtigen Ratten und Austausch der Neugeborenen
2.2.6.1 Ausldsen der Ovulation und Bestimmung der Tragzeit

Da der genaue Tag der Tragzeit trichtiger Ratten wichtig fiir die Infektion mit T. gondii
war, wurde acht Wochen alten Ratten, um einen Eisprung auszulSsen, 200 ul
rekombiniertes Gonadotropin (GnRH, Sigma, Stockldsung 200 pg/ml) i.p. injiziert. Der
Tag der Injektion wurde mit ,, Tag -4“ bezeichnet. Am Abend von Tag 0 wurden die
Weibchen verpaart. Mit einem Wattestibchen wurde am néchsten Morgen ein Abstrich
entnommen und auf vorhandene Spermien untersucht. Dazu wurde der Abstrich auf
einen Objekttréger tiberfithrt, zwei Stunden bei RT getrocknet, eine Minute mit

10% Methylenblau gefirbt, mit Wasser gespiilt und anschlieBend unter dem Mikroskop
betrachtet. Fanden sich Spermien, galt die Ratte als tréichtig (Tag eins der Tragzeit).

2.2.6.2 Intravendse Inokulation triichtiger Ratten mit Tachyzoiten

Acht Wochen alte F344 Ratten wurden verpaart (s. 2.2.6.1). Am Tag 13 ihrer Tragzeit
wurde das Lysat einer 75 ml Zellkulturflasche, die drei bis vier Tage zuvor mit
Tachyzoiten (Stamm RH) infiziert worden war, gefiltert (3 pm Polycarbonat Membran
Millipore, Eschborn, Deutschland) und der Filter zweimal mit 10 ml PBS durchspiilt.
Das Filtrat wurde bei 1600 rpm 10 min zentrifugiert, in PBS resuspendiert und die
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Parasiten in einer Neubauer Kammer gezihlt. Um zu garantieren, dass die Ratten mit
lebendigen Parasiten infiziert wurden, wurden die Tachyzoiten vor dem Auszihlen mit
Trypanblau (Vitalfarbstoff) angefirbt und kontrolliert. Jeder Ratte wurden 10 Parasiten
in 200 pl PBS mit Hilfe einer Tuberkulinspritze und einer 25 G 5/8 Nadel in die

Schwanzvene gespritzt.

2.2.6.3 Orale Inokulation triichtiger Ratten mit Zysten

Tréchtige F344 Ratten wurden am 13. Tag ihrer Tragzeit mit Gehirnzysten des
Parasitenstammes Prugniaud oral inokuliert.

NMRI Méuse, die ein bis zwei Monate zuvor i.p. infiziert worden waren (s. 2.2.2.2),
wurden getotet, das Gehirn vorsichtig entnommen und das Zerebellum entfernt. In
einem Gewebehomogenisator (Novodirect, Kehl, Deutschland) wurde das restliche Hirn
in 1 ml PBS, dem Penicillin und Streptomycin zugegeben worden war, homogenisiert
und flinfmal 10 pl unter dem Mikroskop mit 100 facher VergroBerung auf Zysten
untersucht. Jeder Ratte wurden 200-250 Zysten in 200-500 pl Gehirnsuspension mittels

Fiitterkaniile (Hauptner, Solingen, Deutschland) oral verabreicht.

2.2.6.4 Austausch der Neugeborenen

Um die Ubertragung von T. gondii iiber die Muttermilch nachzuweisen, wurden die
neugeborenen Nachkommen nicht infizierter Ratten von oral infizierten Ammenmiittern
gesdugt. Acht Wochen alte F344 Ratten wurden in zwei Gruppen geteilt, in Zyklus
gebracht (s. 2.2.6.1) und verpaart. Gruppe eins wurde am 13. Tag ihrer Tragzeit mit 250
Gehirnzysten (Stamm Prugniaud) oral inokuliert (s. 2.2.6.3), wihrend Gruppe zwei
unbehandelt blieb. Unmittelbar nach der Geburt wurden die Nachkommen ausgetauscht.
D. h. in utero infizierte Tiere wurden von naiven Ammenratten gesiugt und naive

Rattenjunge wurden von infizierten Ammenmiittern gesdugt.
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2.2.7 Bioassay und Nachweis von Antikérpern gegen 7. gondii Antigen in

Ratten-und Miuseserum

2.2.7.1 Bioassay in Miusen und Serumgewinnung

Um nachzuweisen, dass eine Infektion mit 7. gondii stattgefunden hat, wurden die
Gehirne inokulierter Ratten acht Wochen p.i. entnommen und wie in 2.2.6.3
beschrieben auf Zysten untersucht. Konnten keine Zysten gefunden werden, wurde
Jjeweils zwei sechs bis acht Wochen alten NMRI oder C57BL/6 Miusen 150-200 pl des
untersuchten Gehirns einer Ratte i.p. gespritzt. Zuvor wurde den Miusen unter tiefer
Narkose mit einer heparinisierten Mikropipette (20 pl End to End, Hartenstein) Blut
iiber den retroorbitalen Venenplexus entnommen und vier Wochen nach der i.p.
Injektion nochmals. Die Seren wurden in doppelter Ausfiihrung im ELISA (s. 2.2.7.3)
auf IgG Antikérper getestet.

Sechs Wochen p.i. wurden die Gehirne der Miuse ebenfalls auf Zysten untersucht.

Fanden sich Zysten, galt dies als Infektionsnachweis.

2.2.7.2 Gewinnung von Rattenserum

Ratten wurden auf verschiedenen Wegen mit 7. gondii inokuliert. Um eine erfolgreiche
Infektion nachzuweisen, wurde den Tieren vor der Inokulation (negative Kontrolle) und
vier bzw. acht Wochen nach der Infektion mit einem heparinisiertem

Haematokritrohrchen (Hartenstein) wie unter 2.2.7.1 beschrieben Blut entnommen.

2.2.7.3 Bestimmung von Antikérpern gegen 7. gondii mittels ELISA

Der Gehalt an parasitenspezifischen Antikérpern in den Seren der inokulierten Tiere
wurde durch einen indirekten ELISA bestimmt.

Nach dem Protokoll von Zenner et al. wurden ELISA Microtiter plates (Nunc
Immunomudule MaxiSorp F16, Rosklide, Dinemark) mit TCE (10 pg/ml in PBS)
beschichtet (100 pl/Vertiefung) und iiber Nacht bei 4°C inkubiert (Zenner et al., 1999)
Die Platten wurden dreimal mit 200 pl/Vertiefung PBS pH 7,2 und Tween 20 (Sigma,
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Steinheim) gewaschen. Dieser Waschgang wurde nach jedem weiteren Schritt
wiederholt.

Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 200 pl/Vertiefung PBS und 1% Bovines
Serum- Albumin (BSA, Sigma) eine Stunde bei RT blockiert. Serum, das zuvor in PBS,
1% BSA 1:100 (Ratten) bzw. 1:50 (M&use) verdiinnt worden war, wurde zu je 200 pl
aufgetragen und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. 100 pl Biotin konjugierte Antikorper
gegen Rattenantikorper (biotin-conjugated mouse anti-rat isotype IgG1, Verdiinnung
1:1000; IgG2b 1:2000 und IgA 1:1000, Pharmingen, Hamburg, Deutschland) bzw.
gegen Miuseantikdrper (biotin-conjugated anti mouse IgG, Verdiinnung 1:1000, Sigma)
wurden fiir eine Stunde bei RT zugegeben. AnschlieBend wurden die Vertiefungen mit
je 100 pl Streptavidin-AP-Konjugat (Verdiinnung 1:5000, Roche Diagnostics,
Mannheim) beschichtet. Die Einwirkzeit betrug eine Stunde bei RT. Das Substrat p-
Nitrophenyl- Phosphat (5 mg pNPP, Sigma), das zuvor in 10 ml 1M Diethanolamin

(pH 9,8) und 0,05 M MgCL, gelost worden war, wurde zu je 100 pl/Vertiefung
zugegeben und die Platten bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurde die
Absorption bei 405 nm in einem MAXline microplate reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) gemessen und als optische Dichte (OD) angegeben.

Die Seren wurden in Doppelbestimmung im ELISA (s. 2.2.7.3) auf die Antikdrper
IgG2b, IgM und IgA getestet, wobei darauf geachtet wurde, dass Proben verschiedener
Zeitrdaume im selben ELISA gemessen wurden. AuBerdem wurden stets drei
Positivkontrollen, Verdiinnungspuffer ohne Serumprobe als Leerkontrolle und 6 Seren

nicht infizierter Tiere (= Negativkontrollen) mitgetestet.
2.2.8 Orale Inokulation 48 Stunden alter F344 Ratten

48 Stunden alte Jungtiere naiver F344 Ratten wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Tachyzoiten (Stamm RH und NTE) mittels schmaler, abgerundeter
Fiitterkaniile (Hauptner, Solingen) oral inokuliert.

Die Parasiten wurden gefiltert (s. 2.2.6.2) und Konzentrationen von 10°, 10*, 10>, 102
und 10 Tachyzoiten pro 50 pl PBS angesetzt. Frisch gemolkene Milch (s. 2.2.3) der
naiven Muttertiere wurde gepoolt und 100 pl jedem Ansatz zugegeben. Drei Tieren
wurde jeweils 10° Parasiten pro 150 pl (Milch + PBS) vorsichtig oral verabreicht. Mit

den anderen Konzentrationen wurde analog verfahren.
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Nach vier und acht Wochen p.i. wurde Blut iiber den retroorbitalen Venenplexus
entnommen und das Serum auf spezifische Antikorper getestet (s. 2.2.7.3). Im Alter von
acht Wochen wurden die Ratten getotet, die zelluldire Immunantwort (s. 2.2.11 u.12)

untersucht und die Gehirne mikroskopiert, um Zysten zu finden (s. 2.2.6.3).
2.2.9 Immunisierung adulter F344 Ratten und Austausch der Neugeborenen

Sechs F344 Ratten wurden im Alter von acht Wochen verpaart und in zwei Gruppen zu
je drei Ratten aufgeteilt. Gruppe eins wurde am 13. Tag ihrer Tragzeit mit einer
Mischung aus 120 pl TAg/TiterMax (60 pl TAg (1,3 mg/ml) + 60 ul TiterMax (Alexis,
Griinberg)), die unmittelbar vorher hergestellt worden war, intramuskuldr (i.m.)
immunisiert. Vor der Injektion wurde Blut abgenommen. Nach der Geburt der
Jungtiere wurden die Nachkommen immunisierter Rattenmiitter mit den Nachkommen
nicht immunisierter Ratten ausgetauscht. Blut und Milch wurde den Rattenmiittern von
Tag zwei bis Tag zehn p.p. jeden zweiten Tag abgenommen und zusammen mit den
Seren der Nachkommen, denen Blut im Alter von zwei und acht Wochen abgenommen

worden war, im ELISA auf spezifische Antik6rper gegen 7. gondii Antigen getestet.
2.2.10 DNA-Extraktion und PCR zum Nachweis des B1 Gens von 7. gondii

2.2.10.1 DNA-Extraktion

Die DNA Isolierung wurde mit den Reagenzien und nach dem Body Fluid Spin

Protokoll von QIAmp Tissue DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland)
durchgefiihrt.

Als Proben dienten die Milch oral infizierter Ratten Tag zwei bis Tag zehn nach der
Geburt, 10%, 10%, 10% 10 und 1 Tachyzoit (Stamm RH) in Milch, 10° und 10® Parasiten
(Stamm RH) in PBS und die Milch nicht infizierter Ratten.

2.2.10.2 PCR

Ziel war es, das B1 Gen von T. gondii mittels nested PCR in der Milch infizierter F344

Ratten nachzuweisen.
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Im ersten PCR-Durchlauf wurde eine 517 bp-Gensequenz mit den Primern 11 und 12
(s.u.) und hieraus in einem weiteren Durchlauf mit den Primern 3 und 8 (s.u.) eine
192 bp Sequenz amplifiziert.

Folgender Ansatz wurde zu einer Reaktionslosung vermischt.

Ansatz]:
DNA (s. Proben) 1 pul
Primer-Mischung (11+12) 1 pl:
e 0,4 uM Primer 11 (5 ' CAGCGTATTGTCGAGTAGAT 3 )
e 0,4 pM Primer 12 (5 ' ACCGGAACTGTAATGTGATA 3 ')
dNTP 1 pl (100 uM MBI Fermentas, Lithuania)
PCR Puffer:
e 1,5 mM MgCl, (QIAGEN), 2,5 pl
0,625 U Hotstart DNA Polymerase (QIAGEN), 0,125 ul
dH,0 19 pl

Fiir die zweite PCR wurde 1 pl der amplifizierten DNA aus dem 1. Durchlauf und 1 pl

der Primer Mischung 3+8 verwendet. Der iibrige Ansatz entsprach dem der ersten PCR.

Primer Mischung (3+8):
e 0,4 uM Primer 3 (5 ' TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC 3 ')
e 0,4 uM Primer 8 (5 ' GGAACTGCATCCGTTCATGA 3 )

PCR Reaktionsparameter

1. 15 min Inkubation bei 95°C

2. 10 (bzw. 30 fiir die 2. PCR) Zyklen:
1 min 30 s bei 94°C (Denaturierung)
2 min bei 55°C (Annealing)
3 min bei 72°C (Polymerisation)

3. 7 min Inkubation bei 72°C

Gerit: Thermocycler (Perkin Elmer 480)
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Die Amplifikate wurden mit sechsfach Blaupuffer 1:5 gemischt und durch eine
Gelelektropherese mit 2% Agarose (Roth, Karlsruhe, in TBE und Ethidiumbromid
gelost), bei 120 Volt und 330 Miliampere aufgetrennt. Das Gel wurde auf einem
Transilluminator fotografiert. Anhand eines mitlaufenden DNA Markers konnten die

entstehenden Banden zugeordnet werden.
2.2.11 Lymphozytentransformationstest (LTT)

Um die zelluldre Immunantwort von F344 Ratten, die mit 7. gondii inokuliert worden
waren, zu testen, wurden die Tiere unter Athernarkose ausgeblutet, mit 70%igem
Ethanol bespritht und dorsal auf einer Styroporplatte fixiert. Zundchst wurde das
Mesenterium freigelegt, die dort befindlichen Lymphknoten (Lk) mit zwei sterilen
Pinzetten entfernt und in eine Petrischale mit 10 ml RPMI Medium gegeben. Danach
wurde die Milz mit Pinzette und Schere vom Bindegewebe gelost und ebenfalls in eine
Petrischale mit 10 ml RPMI gelegt. Milz und Lk wurden nun mit einem sterilen
Spritzenkolben durch Zellsiebe in Medium passiert. Die Zellsuspensionen wurden in

50 ml blue cap Zentifugationsréhrchen tiberfiihrt und bei 1600 rpm, 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Um die Erythrozyten der Milzzellsuspension zu eliminieren, wurde sie
mit 0,83% Amonium Chlorid in 20 mM Tris Puffer, pH 7,2 behandelt. Dazu wurde das
Zellsediment nach dem Zentrifugieren in 1 ml dieser Losung resuspendiert, mit
Medium aufgefiillt und 10 min bei 1600 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und der Waschgang wiederholt. Die Lk-Zellsuspension wurde
ebenfalls gewaschen. Die Zellsedimente wurden resuspendiert und bis zu einem
Volumen von 10 ml mit Komplettmedium (RPMI-1640 (GIBCO), 10% FCS, Penicillin
(200 U/ml), Streptomycin (200 U/ml), 1 mM Natriumpyruvat, 0,05%L-Glutamin und
0,025 mM 2-Mercaptoethanol) aufgefiillt. Zur Bestimmung der Anzahl vitaler
Lymphozyten pro ml wurden je 90 pl der Zellsuspensionen mit 10 pl
Trypanblauldsung gemischt und die Zellen in einer Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt.
Die Zellsuspensionen wurden auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt und jeweils 100 pl in die
Vertiefungen einer 96iger Zellkulturplatte (Greiner) pipettiert. In Dreifachansitzen
wurden die Zellsuspensionen mit dem Mitogen Concanavalin A (ConA 5 pg/ml) und
den Antigenen TAg (10 pg/ml) und ESA (10 pg/ml) im Brutschrank bei 37°C feuchter

Atmosphére und 5% CO, inkubiert. Als Kontrollen dienten unstimulierte Ansitze. Der
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Zeitraum -der Inkubation betrug fiir die Mitogenstimulation drei und fiir die
Antigenstimulation fiinf Tage. Vor Ablauf der letzten 18 Inkubationsstunden wurden
die Ansitze mit radioaktiv markierter Thymidinlésung (CH-Thymidin,

0,5 pCi/Vertiefung) versetzt und weiter inkubiert. Danach wurden die Zellsuspensionen
mittels einer Absaugvorrichtung (Cell Harvester) auf Glasfasermatten abgeerntet. In
einem Szintillationszahler (B-plate reader, Wallac Oy, Turku, Finland) wurde dann der
radioaktive Zerfall des von proliferierenden Zellen in neu gebildete DNS eingebauten
H-Thymidins bestimmt und als Zerfall pro min (counts per minute (cpm)) angegeben.
Die Stimulationsindizes berechneten sich aus dem Quotienten aus der absoluten
Radioaktivitit der stimulierten Zellen durch die Radioaktivitit der unstimulierten
Zellen (Medium).

2.2.12 Zytokinproduktion in Uberstinden von in vitro stimulierten Milz-

und Lymphknotenzellen

Zellen wurden wie zuvor fir den Lymphozytentransformationstest (s. 2.2.11)
beschrieben isoliert. 2 x 10° Zellen/ml (Milz-und Lymphknoten) wurden in
Zellkulturplatten (Greiner) mit 24 Vertiefungen iiberfiihrt und fiir 72 Stunden mit den
gleichen Mengen Antigen und bei gleichen Bedingungen wie im LTT beschrieben
stimuliert, bzw. unstimuliert als Kontrolle belassen. Die Uberstinde wurden
anschlieBend abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die
Konzentrationsbestimmung der Zytokine im Zellkulturiiberstand erfolgte mittels bereits
optimierter und kommerziell erhiltlicher ,,Sandwich-ELISA“ Testsysteme von
Pharmingen (OptEIA set). Es wurde strikt nach dem Protokoll des Herstellers
gearbeitet. Die Werte wurden mit Hilfe der in jeder Platte mitgefiihrten Standards in

pg/ml umgerechnet.
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3. Ergebnisse

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazelluldr lebender Parasit, der unterschiedlich und
in verschiedenen Vegetationsformen (1.2.2) iibertragen wird.

Dass Tachyzoiten nicht nur in Blut, Lymphe und anderen Korperfliissigkeiten, sondern
insbesondere auch in der Milch verschiedener Wirtstiere vorkommen, wurde bereits
mehrfach beschrieben, jedoch fehlte bislang der Nachweis von T. gondii in der
Rattenmilch mittels einer einfachen Methode, abgesehen von PCR und dem indirekten
Nachweis iiber die Nachkommen (Tauschexperimente), oder Bioassay in Méiusen. So
wurde zunéchst, nach der Entwicklung einer Melkvorrichtung, ausgetestet, wie sich das
Arbeiten mit Milch gestaltete und ob ein direkter visueller Parasitennachweis mittels
Mikroskopie moglich wére. Daneben wurde versucht, den Parasiten in der Muttermilch
tiber das bereits etablierte HFF-Zellsystem, das fiir die Anzucht von T. gondii
verwendet wird, nachzuweisen. Zur Kontrolle und zur Uberpriifung der Sensitivitit des
Testsystems wurden parallel Bioassays und Polymerasekettenreaktionen

durchgefiihrt (3.1).

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden F344 Ratten mit 7. gondii inokuliert. Ob
tatsdchlich eine Infektion stattgefunden hat, wurde iiber den Nachweis von
Gehirnzysten, einem positiven Bioassay und iiber spezifische Antikdrper kontrolliert.
Beim Nachweis von Antikdrpern war aus vorherigen Versuchen bekannt, dass IgG2b
im Serum von Nachkommen infizierter Miitter nach 4 Wochen in hoher Konzentration
vorhanden, dann aber stark riickldufig war (Septlveda Arias, PhD; nach einem Monat
64% der Tiere positiv fiir I[gG2b, nach zwei Monaten 4,8%). Die Vermutung liegt nahe,
dass es sich bei den nachgewiesenen Immunglobulinen um Produkte der maternalen und
nicht um eine eigenstdndige Immunantwort handelt. Um hierfiir einen Nachweis zu
liefern, wurden Ratten immunisiert, die Nachkommen ausgetauscht (so dass naive
Jungtiere von immunisierten Miittern gesdugt wurden = Aufnahme iiber die Milch) und
Serum und Milch der Ratten auf Immunglobuline getestet (3.2).

Es ist bekannt, dass 7. gondii iiber die Milch iibertragen wird. Allerdings wei man
noch immer nicht in welcher Form, d.h. als freier Tachyzoit, intrazelluldr, oder z. B. an
Antikdrper gekoppelt, und ob eine Infektion der Nachkommen dosisabhiingig ist. Die

Ubertragung des Parasiten iiber die Milch als freier Tachyzoit wurde in 3.3 simuliert.
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Dazu wurden 48 Stunden alte Jungtiere oral mit verschiedenen Parasitendosen
inokuliert und die Inmunantwort getestet.

In 3.4 wurde schlielich die natiirliche Inokulation von trichtigen Ratten mit 7. gondii
simuliert, d.h. die orale Aufnahme von Gewebezysten. Die Nachkommen der
inokulierten Ratten wurden wieder durch naive Jungtiere ausgetauscht und die humorale

Immunantwort in Serum und Milch getestet.

3.1 Nachweis von T. gondii in der Milch von F344 Ratten

3.1.1 Arbeiten mit Milch und visueller Parasitennachweis

Um mit Milch arbeiten zu kénnen, war es wichtig zu wissen, wie viel Milch gewonnen
werden kann, wie sich das Arbeiten mit Milch gestaltete und wo in der Milch eventuell

vorkommende freie Tachyzoiten von T. gondii gefunden werden konnten.

Drei F344 Ratten wurden verpaart und 48 Stunden nach der Geburt nach einem selbst
entworfenem Melkprotokoll (s. 2.2.3.1/2) jeden zweiten Tag bis Tag 24 p.p. gemolken.
Verwendet wurde die Melkvorrichtung auf Seite 26, die ebenfalls im Haus entwickelt
wurde. Die Milch wurde in 15 ml R6hrchen gesammelt und die Menge bestimmt. Das
in der Milch enthaltene Fett wurde grften Teils von der Milch durch Verdiinnung mit
PBS und anschlieBendem Zentrifugieren bei Raumtemperatur separiert. Die einzelnen
Phasen, die sich darauthin gebildet hatten, wurden unter dem Mikroskop untersucht.

Um das Vorkommen freier Tachyzoiten zu simulieren, wurden hohe Konzentrationen
von T. gondii (Stamm RH), frisch gemolkener Milch zugegeben, diese wieder verdiinnt,

zentrifugiert und die einzelnen Phasen unter dem Mikroskop verglichen.

Milchmenge

Es war moglich, zwischen 400 und 1200 pl Milch pro Ratte zu erhalten. Dabei war die
Milchmenge 48 Stunden nach der Geburt gering (400 pl), stieg bis zu Tag 16 p.p. an

(1200 pl) und nahm im weiteren Verlauf wieder ab, bis schlieBlich ab Tag 24 p.p. keine

Milch mehr produziert wurde.
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Milch nach Zentrifugation

Nach der Zentrifugation trennte sich die Milch in drei Phasen auf:

Lipidschicht

Wissrige Phase (Interphase)

Zellsediment

Die oberste Phase stellt sich unter dem Mikroskop als Lipidschicht dar und wurde
verworfen. Darunter befand sich eine wéssrige Phase, in der unter dem Mikroskop
lediglich ein paar feine Fetttropfen und wenige Zellen zu finden waren. Diese
Interphase  wurde in den folgenden Versuchen zur Antikdrperbestimmung
herangezogen.

Die unterste Schicht war ein Sediment, das vor allem aus feinen Fetttropfen und Zellen
bestand. Wurden Tachyzoiten von T. gondii direkt in Milch gegeben, so fanden sie sich
nach Verdiinnung mit PBS, Zentrifugation und Resuspension in dieser Schicht. Dabei
waren mindestens 1000 Parasiten/ml Milch notwendig, um sie visuell unter dem
Mikroskop erfassen zu konnen (Abb. 4). Das Sediment wurde demzufolge in PBS
resuspendiert und flir den Parasitennachweis in der HFF-Kultur oder fiir die nested PCR

verwendet.

a) 3 b)

Abb. 4 Lichtmikroskopiebilder mit Phasenkontrast: 1000 Tachyzoiten / ml Milch, Stamm RH,
in 400 -(a) und 1000 facher (b) VergréRerung. Pfeil zeigt auf Tachyzoit.
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Da durch den hohen Fettanteil in der Milch selbst sehr groe Mengen (1000 und mehr
Tachyzoiten) an zugegebenen Toxoplasmen nur schwer unter dem Mikroskop wieder
zufinden waren, wurde durch folgende Methoden versucht, die Parasiten deutlicher

sichtbar zu machen.
Zytospin und Giemsa Féarbung

F344 Ratten, die mit 7. gondii (Stamm Prugniaud) oral inokuliert worden waren, und
naive Ratten wurden am Tag fiinf p.p. gemolken. Die Milch der naiven Ratten wurde
mit verschiedenen Mengen an 7. gondii Tachyzoiten (Stamm RH) versetzt.
AnschlieBend wurde die Milch verdiinnt, zentrifugiert und die Sedimente wieder
resuspendiert. Je 100 ul der Suspensionen (Milch oral inokulierter Tiere und Milch mit
zugegebenen Toxoplasmen) wurden nach Zytospin-Protokoll zentrifugiert. Als
Positivkontrolle dienten 10.000 Tachyzoiten in 100 pl PBS. Nach der Zentrifugation
wurde eine Giemsa Férbung (s. 2.2.4.3) durchgefiihrt.

Auf den Objekttrigern, auf denen sich die Milch oral inokulierter Tiere befand, konnten
keine Parasiten gefunden werden. Gut sichtbar waren sie jedoch in PBS (10.000
Tachyzoiten/100 pl PBS, Positivkontrolle). In der Milch naiver Ratten, die mit
verschiedenen Mengen an Toxoplasmen versetzt worden war, konnte lediglich im

Ansatz 1000 Toxoplasmen/100 pl Milch neun Tachyzoiten wieder gefunden werden.
Ficoll Gradient

Mit Prugniaud oral inokulierte und naive Ratten wurden gemolken. 1 ml Milch der nicht
inokulierten Ratten wurde mit 10.000 Tachyzoiten (Stamm RH) versetzt. AnschlieSend
wurde die Milch verdiinnt, zentrifugiert und das Sediment wieder resuspendiert. 3 ml
Ficoll wurden langsam unter die Suspensionen gegeben und wieder zentrifugiert. Uber
der Sedimentschicht entstand ein triiber Zellring. Beides wurde abpipettiert, mit Trypan-

blau angefirbt und unter dem Mikroskop auf Parasiten untersucht.
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Zellring: wenige Zellen und Fett aber keine Parasiten

\/ Sediment: hier konnten Tachyzoiten visuell erfasst werden

Percoll Gradient

Eine oral mit 7. gondii (Stamm Prugniaud) inokulierte und eine naive Ratte wurden
gemolken. 1 ml der Milch der nicht inokulierten Ratte wurde mit 100.000 Tachyzoiten,
(Stamm RH) versetzt. Anschlieend wurde die Milch verdiinnt, zentrifugiert und in

20%iger Percoll-Losung (s. 2.2.4.2.1) resuspendiert. 40, 60, und 80%ige Percoll-

Losungen wurden in zunehmender Konzentration darunter gegeben.

40% 80%
E— 60%

40%

20% N 20%

Nach dem Zentrifugieren fanden sich neben einem Sediment, Zellringe zwischen 80-
und 60%iger und zwischen 60- und 40%iger Percoll-Lsung. Zellringe und Sediment
wurden entnommen, mit Trypanblau eingefirbt und unter dem Mikroskop auf
Toxoplasmen untersucht.

In den Zellringen konnten keine Parasiten beobachtet werden, jedoch im Sediment.
3.1.2 Titrationsreihe der Parasiten in Zellkultur

Da zur Anzucht des obligat intrazellulir wachsende Parasiten 7. gondii HFF-
Zellkulturen verwendet wurden und anhand der Lyse des Zellrasens das Wachstum des

Parasiten leicht beurteilt werden konnte, wurden HFF-Kulturen auch zum Nachweis von

T. gondii in der Rattenmilch herangezogen.
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Um die Sensitivitdt des HFF-Zellkultursystems zu ermitteln, wurde zunichst eine
Verdiinnungsreihe aus RH Tachyzoiten von 1 bis 1000 Toxoplasmen/500 ul Medium
und Milchsuspension hergestellt, auf die in Kultur gebrachten Fibroblasten aufgetragen

und das Parasitenwachstum kontrolliert.

Bereits vier Tage nach Infektion der Zellen konnte bis zu einer Konzentration von 16
Tachyzoiten/500 pl Medium oder Milchsuspension Parasitenwachstum nachgewiesen
werden. Bei den niedrigeren Konzentrationen (bis zu zwei Tachyzoiten/500 pl Medium
oder Milchsuspension) fanden sich sowohl in Medium als auch in Milchsuspension erst
nach 10 bis 13 Tagen positive Kulturen. In den Zellkulturen, die mit nur einem
Tachyzoit versetzt worden waren, konnte kein Parasitenwachstum beobachtet werden
(Tab. 1).

Parasitenzahl: | 1000 | 500 | 250 | 125 | 63 32 16 8 4 2 1
HFF + + + + + + + + + + -
Medium:

HFF Milch: + + + + + + + + + + -

Tab. 1 Nachweis von verschiedenen Konzentrationen an Tachyzoiten (Stamm RH) mittels HFF-
Zellsystem in Medium und Milchsuspension

3.1.3 Parasitennachweis in Milch inokulierter F344 Ratten mittels HFF-Zellkultur

und Bioassay

Im vorhergehenden Experiment (3.1.2) stellte sich heraus, dass die Bestandteile der
Milch das Wachstum von T. gondii in der HFF-Kultur nicht hemmen und sich der
visuelle Nachweis des Parasiten in der Zellkultur unter dem Mikroskop als sehr einfach
gestaltet. Im Anschluss wurde nun versucht, 7. gondii mittels HFF-Zellkultur in der
Milch von Ratten, die zuvor mit verschiedenen Parasitenstimmen, auf
unterschiedlichem. Weg und in verschiedener Dosierung inokuliert worden waren,
nachzuweisen.

Neben dem Parasitennachweis mittels HFF-Zellkultur sollte ferner diese Methode mit
der Sensitivitdt im Bioassay in Méusen verglichen werden. Dazu wurden F344 Ratten

im Alter von acht Wochen verpaart und in zwei Gruppen eingeteilt. Am 13. Tag ihrer
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Tragzeit wurde eine Tiergruppe entweder oral mit 180 bzw. 250 Zysten (Stamm
Prugniaud) oder i.v. mit 10’ Tachyzoiten (Stamm RH) inokuliert. Die zweite Gruppe
blieb unbehandelt und diente als Kontrollgruppe (Serum und Milch). Von Tag zwei bis
Tag zehn p.p. wurde den Ratten jeden zweiten Tag Milch abgenommen. Die Milch der
inokulierten Tiere wurde sowohl in NMRI Méuse i.p. injiziert (Bioassay), als auch nach
Zentrifugation und Resuspension in PBS auf in Kultur gebrachte HFF gegeben, um so
Parasitenwachstum nachzuweisen. Die Milchsuspensionen der mit 180 Zysten
inokulierten Tiere wurden als Verdiinnungsreihe, beginnend bei einer Verdiinnung von
1:10.000 bis zu einer Verdiinnung von 1:2, auf die Fibroblasten gegeben. Des Weiteren
wurde die Interphase nach der Milchzentrifugation abgenommen und in einem
indirekten ELISA auf IgG2b und IgM gegen T. gondii Antigen getestet. Parallel zur
Milch wurde den Ratten Blut iiber den retroorbitalen Venenplexus abgenommen und
das Serum auf Immunglobuline getestet (3.4.1).

Im Bioassay wurde den Méusen vier Wochen p.i. ebenfalls Blut abgenommen und das
Serum in einem indirekten ELISA auf T. gondii spezifische Antikdrper getestet.

Die Gehirne der Mause wurden sechs Wochen p.i., die Gehirne der inokulierten Ratten

acht Woche p.i. mikroskopisch auf Zysten untersucht.

In den HFF-Zellkulturen, die mit der Milch der oral mit 250 Zysten von T. gondii,
(Stamm Prugniaud) inokulierten Ratten versetzt worden waren, konnten Parasiten an
den Tagen zwei, vier und sechs p.p. nachgewiesen werden. Am Tag zehn p.p. wurde

kein Parasitenwachstum mehr beobachtet (Tab. 2).

Tag2 Tag 4 Tag 6 Tag 8 Tag 10

HFF Bioassay Zysten | HFF Bioassay Zysten | HFF Bioassay Zysten | HFF Bioassay Zysten | HFF Bioassay Zysten
Ratte 01 | + + + + + + + + + + +
Ratte 02 | + + + + + + + + + - + -
Ratte 03 | + + + + + + + + + + + - -
Ratte 04 + + + + + + kM kM kM
Ratte 05 + + + + + + -
Ratte 06 + + + + + + + + -

Tab. 2 Parasitennachweis (T. gondii, Stamm Prugniaud) in der Milch von oral mit 250 Zysten
(Ratte 01 —03) und mit 180 Zysten (Ratte 04-06) inokulierten Ratten mittels HFF-Zellkultur und
Bioassay (Rattenmilch ip. in NMRI Méause gespritzt und Serum der Mause mittels ELISA auf
Antikérper gegen T. gondii getestet). Das Ergebnis des Parasitennachweises in der HFF-
Zellkultur von Ratte 04-06 ist in Tab. 3 dargestellt. Die Gehirne der Mause wurden auf Zysten
untersucht. Ratte 04 gab ab Tag 8 p.p. keine Milch mehr (kM). Dargestelit sind Positiv - (+) und
Negativergebnisse (-).
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In den HFF-Zellkulturen, die mit der Milch der oral mit 180 Zysten von T. gondii
(Stamm Prugniaud) inokulierten Ratten versetzt worden waren, konnten an den Tagen
zwei bis zehn p.p. in einer Milchsuspension-Verdiinnung von 1:10.000 bis 1:100 keine
Parasiten gefunden werden. In der Zellkultur mit der Milchsuspension der Ratte 04
konnten Tachyzoiten an den Tagen zwei und vier p.p. ab einer Verdiinnung von 1:10,
am Tag sechs p.p. ab einer 1:2 Verdiinnung identifiziert werden. Die Milch von Ratte
05 war nur unverdiinnt an den Tagen zwei bis acht p.p. positiv fiir Parasiten.

Parasitenwachstum in der Milch von Ratte 06 wurde in der Zellkultur an den Tagen
zwei bis sechs p.p. ab einer Verdiinnung von 1:10, am Tag acht p.p. ab einer 1:2

Verdiinnung beobachtet (Tab. 3).

Verdiinnung: | 1:10.000 1:1.000 1:100 1:10 1:2 unverdiinnt
Tag 2 p.p.

Ratte 04 - - - + + +

Ratte 05 - - - - - +

Ratte 06 - - - + + +
Tag 4 p.p.

Ratte 04 - - - + +. +

Ratte 05 - - - - - +

Ratte 06 - - - + + +
Tag 6 p.p.

Ratte 04 - - - - + +

Ratte 05 - - - - - +

Ratte 06 - - - + + +
Tag 8 p.p.

Ratte 05 - - - - - +

Ratte 06 - - - - + +
Tag 10 p.p.

Ratte 05 - - - - - -

Ratte 06 - - - - - -

Tab. 3 Parasitennachweis (T. gondii, Stamm Prugniaud) in der Milchsuspension von oral mit
180 Zysten inokulierten Ratten. mittels HFF-Zellkultur in verschiedenen Verdiinnungen. Ratte
04 gab ab Tag 8 p.p. keine Milch mehr. Dargestellt sind Positiv - (+) und Negativergebnisse (-).

In der HFF-Zellkultur, die Milchsuspensionen von i.v. mit 10’ Tachyzoiten (Stamm
RH) inokulierten Ratten enthielt, konnte an keinem Tag p.p. Parasitenwachstum

nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der HFF-Kultur konnten im Bioassay in NMRI Mé4usen bestitigt

werden. Im ELISA konnte im Serum jener Miuse, denen Milch der oral infizierten
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Ratten injiziert worden war, spezifische Antikorper gegen T. gondii von Tag zwei bis
Tag acht p.p. ermittelt werden. Die darauf folgenden Seren waren alle negativ.

T. gondii-Zysten fanden sich nur in den Gehirnen der an Tag zwei bis Tag sechs p.p.
inokulierten M&usen (Tab. 2 und Abb. 5).

a) &

Abb. 5 Lichtmikroskopiebilder mit Phasenkontrast: 100 — (a) und 1000 fache (b)
VergréBerung einer T. gondii Zyste (Stamm Prugniaud) im Gehirnhomogenisat einer sechs
Wochen zuvor i.p. infizierten NMRI Maus.

In den Seren der Miuse, die Milch von i.v. mit RH inokulierten Ratten erhalten hatten,
zeigte sich im ELISA keine positive Antik6rperreaktion und in den Gehirnen fanden

sich keine Zysten.

3.1.4 Nachweis des B1-Gens von 7. gondii in Milch durch PCR

Neben Mikroskopie, Bioassay und HFF-Kultur wurde auch versucht, mittels PCR

T. gondii in der Milch oral infizierter Ratten nachzuweisen. Bestimmt wurde das B1
Gen, da es 35mal im Parasitengenom vorhanden ist und somit die Amplifikation h&her
ausfillt (Burg et al., 1989). Als Proben dienten die Milch oral inokulierter Ratten (Ratte
01-03) aus 3.1.3 Tag zwei bis Tag zehn p.p., in Zehnerschritten in Milch austitrierte
Tachyzoiten (Stamm RH, Konzentrationen 10.000 bis 1/500 pl Milch), als
Positivkontrolle 1000 Tachyzoiten/500 pl PBS und als Negativkontrolle Wasser und
nicht infizierte Milch. Alle Proben wurden zentrifugiert und die Sedimente in je 200 pl
PBS resuspendiert. Aus den Suspensionen wurde die DNA mit Hilfe des QIAmp DNA
Mini Kit und nach dem Protokoll von QIAGEN gewonnen. Im Anschluss daran wurde
eine nested PCR (s. 2.2.10) durchgefiihrt.

49



Die im Bioassay und in der HFF-Zellkultur nachweislich fiir 7. gondii positiven
Milchproben der oral infizierten Ratten waren in der PCR negativ. In den {iibrigen

Proben konnte das B1 Gen bis auf einen Tachyzoiten genau bestimmt werden (Abb. 6).

Milch Ratte 01 Tag 2 p.p.
Milch Ratte 02 Tag 2 p.p
Milch Ratte 03 Tag 2 p.p.
Milch Ratte 01 Tag 4 p.p.
Milch Ratte 02 Tag 4 p.p.
Milch Ratte 03 Tag 4 p.p.
Milch Ratte 01 Tag 6 p.p.
Milch Ratte 02 Tag 6 p.p.
Milch Ratte 03 Tag 6 p.p.
Milch Ratte 01 Tag 8 p.p.
Milch Ratte 02 Tag 8 p.p.
Milch Ratte 03 Tag 8 p.p.

H,0

1.000 RH in Milch
100 RH in Milch
10 RH in Milch

1 RH in Milch
1.000 RH in H,0

S
S
=
£
I
o
=}
=}
=
=)
-

Milch Ratte 01 Tag 10 p.p.
Milch Ratte 02 Tag 10 p.p
Milch Ratte 03 Tag 10 p.p.

Abb. 6 Nested PCR
Proben: Ratte 01-03 aus 3.1.3 Tag zwei bis Tag zehn p.p., 10%,10%10% 10 Tachyzoiten und ein
Tachyzoit (Stamm RH) in Milch, 10° Tachyzoiten (Stamm RH) in PBS, negativ Kontrolle (-)

Wasser, negativ Kontrolle (- -) Milch und Marker (M).

3.2 Immunisierung von F344-Ratten und Ubertragung von

Immunglobulinen iiber die Milch

Sechs acht Wochen alte F344 Ratten wurden verpaart und in zwei Gruppen aufgeteilt.
Gruppe eins wurde am 16. Tag ihrer Tragzeit mit je 120 pl Toxoantigen

(TAg)/Titermax/Ratte intramuskulédr (i.m.) immunisiert. Unmittelbar nach der Geburt
wurde der Wurf von Gruppe eins durch den Wurf der unbehandelten Gruppe zwei

ausgetauscht, und Gruppe zwei erhielt den Wurf von Gruppe eins. Die Nachkommen
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naiver Miitter wurden demzufolge von mit TAg immunisierten Ratten und die
Nachkommen immunisierter Miitter von naiven Ratten geséugt.

Sollten sich im Serum jener Nachkommen, die von naiven Ratten geboren, jedoch von
immunisierten Ratten gesdugt worden waren, Antikérper gegen 7. gondii-Antigen
feststellen lassen, konnte dies als Hinweis fiir eine orale Aufnahme maternaler
Antikorper iiber die Milch gelten. Da die Muttertiere lediglich mit TAg immunisiert
und nicht wie in den Versuchen zuvor mit Parasiten infiziert worden waren, konnte eine
Ubertragung von T. gondii iiber die- Milch und somit eine Eigenproduktion von

Antikorpern im Immunsystem der Nachkommen ausgeschlossen werden.
3.2.1 Humorale Immunantwort immunisierter Ratten

Von Tag zwei bis Tag zehn und Tag 14 p.p. wurden die Ratten der Gruppe eins jeden
zweiten Tag gemolken. Parallel zur Milch wurde Blut iiber den retroorbitalen
Venenplexus abgenommen. Die Interphase der Milch (3.1.1) wurde zusammen mit den
Seren in einem indirekten ELISA auf die spezifischen Antikorper IgA, 1gG2b und IgM
gegen T. gondii Antigen getestet (Abb. 7).

14 und 28 Tage nach dem Austausch der Nachkommen wurde allen Jungtieren Blut
iber den retroorbitalen Venenplexus abgenommen und das Serum ebenfalls auf die

genannten Immumglobuline getestet (Abb. 8 und 9).

Die gemessenen Werte der Antikorper lagen nahe der Nachweisgrenze (Abb. 7),
dennoch konnte in Milch und Serum von den Ratten der Gruppe eins von Tag zwei bis
Tag 14 p.p. ein kontinuierlicher Anstieg der IgG2b Antikorper festgestellt werden. Die
ELISA-Einheiten der IgM Antikdrper waren am Tag zwei p.p. am hochsten und fielen
im weiteren Verlauf in Milch und Serum gleichermaBen kontinuierlich ab.

Weder im Serum noch in der Milch konnten IgA Antikérper nachgewiesen werden.
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IgG2b im Serum immunisierter
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Kontrolle: X

Abb. 7 ELISA-Einheiten von spezifischen Antikérpern (IgG2b, IgM) in Serum und Milch von im.
mit 120 pg/ml TAg/Titermax immunisierten Ratten (Ratte 01-03) und von einer nicht
immunisierten Ratte (Kontrolle). Serum und Milch wurden jeweils n Tage post partum (p.p.),
Serum zuséatzlich am Tag der Geburt abgenommen.
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3.2.1.1 Antikérpernachweis im Serum von Ratten, die von immunisierten

Ammenmiittern gesiiugt wurden

Im Serum jener Ratten, die zum Zeitpunkt der Immunisierung noch in utero waren,
konnte weder gegen T. gondii -Antigen gerichtetes IgG2b noch IgM nachgewiesen
werden. In den Seren jener Ratten, die hingegen naiv waren, d.h. von nicht
immunisierten Ratten geboren wurden, und unmittelbar nach der Geburt von
Ammenmiittern (Ratte 01-03), die wiederum immunisiert worden waren, gesdugt
wurden, konnte nach zwei Wochen ein deutlicher [gG2b-Nachweis, der nach 28 Tagen

wieder zuriick ging, erbracht werden (Abb. 8).

[gM Antikorper lieen sich in den Seren der 14 und 28 Tage alten Ratten nachweisen.
Dabei lieB sich in den Gruppen, die von Ratte 01 und Ratte 03 gesdugt wurden nach 28
Tagen ein deutlicher Riickgang der Antikoérper vermerken, wéhrend in der Gruppe, die
von Ratte 02 gesdugt wurde, ein Anstieg der Antikorper beobachtet werden konnte
(Abb. 9).

IgG2b im Serum von F344 Ratten, die von immunisierten
Ratten gesdugt wurden

0,3

gesdugt von Ratte

01: N

gesdugt von Ratte

02: g
gesdugt von Ratte

03: ]

Optische Dichte

14 Tage 28 Tage
Alter der Ratten

Abb. 8 Parasitenspezifischer Antikérper-Nachweis mittels indirekiem ELISA im Serum naiver
Ratten, die von immunisierten Ammenmdttern gesaugt wurden. Dargestellt sind die optischen
Dichten von IgG2b in den Seren der 14 bzw. 28 Tage alten Ratten. Sechs Jungtiere wurden
jeweils von einer Ammenratte (3.2.1) geséugt.
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IgM im Serum von F344 Ratten, die von immunisierten
Ratten gesdugt wurden

0,8

0,7

gesdugt von Ratte

067 o1: |§
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’ 02: g

gesdugt von Ratte

03: |
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Abb. 9 Parasitenspezifischer Antikérper-Nachweis mittels indirektem ELISA im Serum naiver
Ratten, die von immunisierten Ammenmdttern gesaugt wurden. Dargestellt sind die optischen
Dichten von IgM in den Seren der 14 bzw. 28 Tage alten Ratten. Sechs Jungtiere wurden
jeweils von einer Ammenratte (3.2.1) gesaugt.

3.3 Experimentelle Ubertragung von 7. gondii iiber die Milch

(Fiitterexperiment)

Unter der Annahme, dass 7. gondii als freier Tachyzoit iiber die Milch einer infizierten
Ratte auf ihre Nachkommen {ibertragen wird, wurde in diesem Versuch genau dieser
Transmissionsweg simuliert. Zugleich sollte ermittelt werden, wie viele Tachyzoiten
letztlich benotigt werden, um eine erfolgreiche Infektion durchzufiihren und ob es

Unterschiede zwischen den Parasitenstimmen RH und NTE gibt.
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Ratten wurden verpaart und deren Nachkommen 48 Stunden nach der Geburt mit
Tachyzoiten von T. gondii (Stamm RH und NTE) in unterschiedlicher Dosierung, in

zuvor abgenommener Rattenmilch, oral inokuliert.

Yersuch I:
Anzahl Tiere Parasitendosis Parasitenstamm
2 naiv -
3 10 Tachyoziten RH
2 100 Tachyoziten RH
3 1.000 Tachyoziten RH
3 10.000 Tachyoziten RH
3 100.000 Tachyoziten RH
Versuch I1 :
Anzahl Tiere Parasitendosis Parasitenstamm
3 naiv -
3 10 Tachyoziten NTE
3 100 Tachyoziten NTE
3 1.000 Tachyoziten NTE
2 10.000 Tachyoziten NTE
2 100.000 Tachyoziten NTE

Um zu iiberpriifen, ob sich tatséchlich eine Infektion der Neugeborenen durchfiihren
ldsst, wurde den Ratten vier und acht Wochen nach der Geburt Blut entnommen und die
Seren in einem indirektem ELISA auf Antikorper (IgG2b, IgM) gegen T. gondii getestet
(3.3.1 Humorale Immunantwort). Des Weiteren wurde den acht Wochen alten Ratten
die Gehirne entfernt und mit diesen in M&usen ein Bioassay durchgefiihrt. Milz und
mesenteriale Lymphknoten (MLK) wurden ebenfalls entnommen, die Zellen mit
Mitogen (Con A) und Antigen (TAg, ESA) stimuliert und die zelluldre Immunantwort
(3.3.2) untersucht.

3.3.1 Humorale Immunantwort

Es konnte nachgewiesen werden, dass fiir eine erfolgreiche Infektion von neugeborenen
Ratten mit dem Parasitenstamm RH bereits 100 Tachyzoiten ausreichen (Versuch I,
Tab. 4). Es fanden sich nach vier Wochen p.i. erhohte Konzentrationen an IgG2b, die
jedoch acht Wochen p.i. riickldufig waren, und positive Ergebnisse im Bioassay, d.h.

hohe Konzentrationen von IgG im Méiuseserum oder Zysten in den Gehirnen der
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Méuse, die sechs Wochen nach intraperitonealer Infektion enthommen worden sind. Die

IgM Antwort fiel in beiden Versuchen (Versuch I, II, Tab. 4, 5) negativ aus.

In Versuch II, der mit dem Parasitenstamm NTE durchgefiihrt worden war, zeigte sich,

dass hochstens 10 Tachyzoiten benétigt wurden, um bereits IgG2b im Serum der

inokulierten Ratte nachzuweisen. Ab 1000 Tachyzoiten konnte auch im Bioassay ein

positiver Nachweis erbracht werden (Tab. 5).

Versuch 1
IgG2b / IgM 4 Wo p.i. 8 Wop.i. |Zysten| ELISA Zysten
(0))] oD oD
1gG2b / IgM 1gG2b / 1gM Ratte Bioassay Maus
naive Tiere
Ratte 15 (735) [0/ 0,09 - 10,056 /0,125 0,07 0,125 - -
Ratte 16 (737) | 0/ 0,201 -10/0,121 0,14 0,082 - -
10 Tachyoziten
Ratte 04 (726) | 0,009 /0,106 - | 0,003 /0,103 - 0,069 0,101 - -
Ratte 05 (727) [ 0,003 /0,145 -|0/0,119 - 0,13 0,191 - -
Ratte 06 (728) [ 0,002 /0,165 -|0/0,154 - 0,246 0,375 - -
100 Tachyoziten
Ratte 07 (724) | 1,193 /0,35  +{0,876 /0,269 - 0,263 2,718 - 60/ml
Ratte 08 (363) | 0/0,159 -10/0,157 - 0,21 0,217 - -
1.000 Tachyoziten
Ratte 09 (721) {0/0,217 -10/0,139 - 0,057 0,083 - -
Ratte 10 (722) | 0/ 0,209 -10/0,107 - 0,09 0,286 - -
Ratte 11 (723) | 1,215/0,226 +(0,96/0,171 - 1,425 0,899 |60/ml -
10.000 Tachyzoiten
Ratte 12 (732) [ 0/0,142 -10/0,125 - 0,643 0,215 | 40/ml
Ratte 13 (733) [ 0/0,164 -10/0,131 - 0,048 0,082 - -
Ratte 14 (734)(0/0,18 -10/0,168 - 0,037 0,131 - -
100.000 Tachyzoiten
Ratte 01 (729)|0/0,171 -10/0,169 - 1,324 0,287 | 40/ml -
Ratte 02 (730) { 0/0,179 - 10,006 /0,52 - 0,158 0,145 - -
Ratte 03 (731) | 1,642/0,279 +|0,88/0,172 - 0,987 1,02 |20/ml 40/ml

Tab. 4 Konzentrationen an spezifischen Antikérpern gegen T. gondii in Seren von Ratten, die
mit verschiedenen Parasitendosen (Stamm RH) 48 h nach der Geburt oral inokuliert wurden.
Als Kontrolle dienten naiv belassene Tiere aus demselben Wurf. Dargestellt sind die ELISA-
Einheiten (OD) von 1gG2b und IgM vier bzw. acht Wochen nach der Inokulation (p.i.), der
mikroskopischen Nachweis von T. gondii Zysten in den Gehirnen von Ratten und Mé&usen und
die ELISA-Einheiten (OD) aus dem in M&usen in Doppelbestimmung durchgefiihrten Bioassay.
Positiv (+) und negativ (-) wurde jeweils aus der 3-fachen Standardabweichung berechnet.
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Versuch I1

IgG2b / IgM 4 Wo p.i. 8 Wo p.i. |Zysten| ELISA |Zysten
(0])] (0))] (0])]
IgG2b /IgM IgG2b /IgM Ratte Bioassay Maus
naive Tiere
Ratte 01 (551) | 0/0,145 -10/0,103 - 0,1 0,068
Ratte 02 (552) |0/ 0,102 - 10/0,09 - 0,115 0,113
Ratte 03 (553) | 0/0,103 - 10/0,08 - 0,138 0,053
10 Tachyoziten
Ratte 06 (558) | 0/ 0,091 - 10/0,021 - - 0,094 0,061 - -
Ratte 07 (559) {0,781 /0,15  +|0,125/0,133 - - 0,082 0,129 - -
Ratte 08 (560) | 0/ 0,091 -10/0,072 - - 0,092 0,051 - -
100 Tachyoziten
Ratte 11 (561) |0/ 0,073 -10/0,05 - - 0,098 0,096| - -
Ratte 12 (562) | 0/ 0,105 - 10/0,068 - - 0,053 0,087 - -
Ratte 13 (563) | 0/0,131 - 10/0,092 - - 0,12 0,082} - -
1.000 Tachyoziten
Ratte 14 (564) | 0/ 0,075 -10/0,072 - - 0,078 0,143} - -
Ratte 15 (565) [ 0/0,105 -10/0,139 - - 0,039 0,52 | - 40/ml
Ratte 16 (566) | 0/0,111 -10/0,106 - - 0,103 0,093| - -
10.000 Tachyzoiten
Ratte 09 (556) {0/ 0,106 - 10/0,09 - - 0,073 0,04 | - -
Ratte 10 (557) | 0,606 / 0,429 +|0,382/0,122 + - 0,063 0,7 | - 40/ml
100.000 Tachyzoiten
Ratte 04 (554) [ 0/0,125 - 10/0,085 - - 0,093 0,086 - -
Ratte 05 (555)|0,942 /0,276 +|0,524/0,075 + - 0,142 0,501 | - 20/ml

Tab 5 Konzentrationen an spezifischen Antikérpern gegen T .gondii in Seren von Ratten, die
mit verschiedenen Parasitendosen (Stamm NTE) 48 h nach der Geburt oral inokuliert wurden.
Als Kontrolle dienten naiv belassene Tiere aus demselben Wurf. Dargestelit sind die ELISA-
Einheiten (OD) von 1gG2b und IgM vier bzw. acht Wochen nach der Inokulation (p.i.), der
mikroskopischen Nachweis von T. gondii Zysten in den Gehirnen von Ratten und M&usen und
die ELISA-Einheiten (OD) aus dem in M&usen in Doppelbestimmung durchgefihrten Bioassay.
Positiv (+) und negativ (-) wurde jeweils aus der 3-fachen Standardabweichung berechnet.
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3.3.2 Zelluliire Immunantwort
3.3.2.1 Lymphozytentransformationstests (LTT)

Den Ratten aus Versuch I und II wurde Milz und mesenteriale Lymphknoten entfernt
und die Zellen flir drei Tage mit Concanavalin A (ConA) und fiir fiinf Tage mit den
Antigenen TAg und ESA in vitro stimuliert. Die Proliferationsrate der Zellen wurde
iber den Einbau von 3H-Thymidin gemessen und die Werte als Stimulationsindizes
angegeben (Abb. 10, 11 LTT Milz; LTT MLK nicht dargestellt).

In Versuch I, der mit RH durchgefiihrt worden war, sah man die stérkste Antwort auf ,
die Stimulation mit den Antigenen TAg und ESA in den Zellkulturen jener Tiere, die
mit 1.000 Tachyzoiten inokuliert worden waren. Etwas geringer waren die
Stimulationsindizes nach einer Inokulation mit 100 bzw. 100.000 Parasiten. Keine
Zellproliferation fand sich in den Zellkulturen jener Ratten, die naiv geblieben oder mit
10 bzw.10.000 Tachyzoiten inokuliert worden waren (Abb. 7). Im Falle der MLK-
Zellen aus Versuch I =zeigten sich nur nach ConA-Stimulation erhohte

Stimulationsindizes (Werte nicht dargestellt).

Lymphozytentransformationstest Versuch I (RH)

Milzzellen
LTT, naive Ratten LTT, 10 Tachyzoiten
(Kontrolle) RH
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45+ 454
404 4
3 %
30+ 3
B 254 B 55
204 2
15- 15+ .
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54 - 5 . ,
0 2 - 0 =
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Abb. 10 In vitro-Proliferation von Milzzellen von naiven, 8 Wochen alten F344 Ratten und mit
verschiedenen Parasitendosen (Stamm RH) inokulierten 8 Wochen alten F344 Ratten nach 3-
tagiger Stimulation mit Concanavalin A (Con A) und 5-tagiger Stimulation mit T. gondii-Antigen
(TAg) und excreted-secreted-antigen (ESA). Dargestellt sind die Einzelwerte als
Stimulationsindices. Die Pfeile kennzeichnen die Ratten, bei denen sich 1gG2b und IgM im
Serum nachweisen lie3, bzw. die im Bioassay positiv waren (Tab. 4).

Nach Inokulation mit 10, 1.000, 10.000 und 100.000 Tachyzoiten (Stamm NTE) in
Versuch II, zeigten die Milzzellen der Ratten sowohl nach Stimulation mit TAg als
auch mit ESA eine stark erhdhte Zellproliferation. Hoher waren nur die
Stimulationsindizes der mit ConA stimulierten Zellen (Abb. 11) Die Zellkulturen der
MLK-Zellen unterschieden sich in ihrem Proliferationsverhalten nicht von denen aus

Versuch I (Werte nicht dargestellt).
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Lymphozytentransformationstest Versuch II (NTE)
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Abb. 11 In vitro-Proliferation von Milzzellen von naiven, 8 Wochen alten F344 Ratten und mit
verschiedenen Parasitendosen (Stamm NTE) inokulierten 8 Wochen alten F344 Ratten nach 3-
tagiger Stimulation mit Concanavalin A (Con A) und 5-tagiger Stimulation mit T. gondi-Antigen

(TAg) und excreted-secreted-antigen (ESA). Dargestellt

sind die Einzelwerte als

Stimulationsindices. Die Pfeile kennzeichnen die Ratten, bei denen sich IgG2b und IgM im
Serum nachweisen lieR3, bzw. die im Bioassay positiv waren (Tab. 5).
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3.3.2.2 Zytokinproduktion von Milz- und mesenterialen Lymphknotenzellen

Die Milz- und Lymphknotenzellen der Ratten aus Versuch I und II wurden in Kultur
gebracht und fiir 48 h mit ConA und fiir 72 h mit den Antigenen ESA und TAg
stimuliert. Dabei wurde fiir dic 48- und die 72 stiindige Inkubation jeweils ein
unterschiedlicher Ansatz mit Medium als Leerwert gewihlt. Die Bestimmung der
Sekretion von IFN-y erfolgte anschlieBend in einem ,,Sandwich-ELISA* mit
kommerziell erhdltlichen und bereits optimierten Testsystemen. Die Konzentrationen

sind in pg/ml angegeben.

IFN-y
Versuch I (RH)

Die Konzentration von IFN-y war in den Milzzell-Uberstinden jener Ratten, die mit
100, 1.000 oder 100.000 Tachyzoiten inokuliert worden waren, nach antigener (TAg
und ESA) und nach mitogener (ConA) Stimulation leicht erhtht (Abb. 12).

In simtlichen Uberstinden der MLK-Zellen konnte IFN-y nur nach mitogener

Stimulation mit ConA nachgewiesen werden (Werte nicht dargestellt).

IFN- v, naive Ratten IFN- v, 10 Tachyzoiten
(Kontrolle) RH
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IFN- v, 100 Tachyzoiten IFN- v, 1.000 Tachyzoiten
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Abb. 12 IFN-y Sekretion in pg/ml in Milzzellkulturiberstanden von naiven, acht Wochen alten F344 Ratten
und mit verschiedenen Parasitendosen (Stamm RH) inokulierten acht Wochen alten F344 Ratten. Das
IFN-y wurde nach 48-stiindiger Mitogen-Stimulation mit ConA und nach 72-stiindiger Antigen-Stimulation
mit TAg und ESA bestimmt. Fur den mitogenen und den antigenen Stimulationsansatz wurde jeweils eine
Kontrollstimulation in Medium durchgefiihrt. Die Pfeile kennzeichnen die Ratten, bei denen sich IgG2b und
IgM im Serum nachweisen lieR3, bzw. die im Bioassay positiv waren (Tab. 4).

Versuch II (NTE)

Auch in diesem Versuch zeigte sich in den Uberstinden der Milzzellen nach der
Stimulation mit TAg eine leicht erhdhte Konzentration von IFN-y bei den Tieren, die
10.000 und 100.000 Parasiten erhalten hatten (Abb. 13). In den Uberstéinden der MLK-
Zellen fand sich nur nach Stimulation mit ConA eine hohe Konzentration an IFN-y

(Werte nicht dargestellt).
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Abb. 13 IFN-y Sekretion in pg/ml in Milzzellkulturiiberstdnden von naiven, acht Wochen alten F344 Ratten
und mit verschiedenen Parasitendosen (Stamm NTE) inokulierten acht Wochen alten F344 Ratten. Das
IFN-y wurde nach 48-stiindiger Mitogen-Stimulation mit ConA und nach 72-stiindiger Antigen-Stimulation
mit TAg und ESA bestimmt. Fir den mitogenen und den antigenen Stimulationsansatz wurde jeweils eine
Kontrollstimulation in Medium durchgefiihrt. Die Pfeile kennzeichnen die Ratten, bei denen sich IgG2b und
IgM im Serum nachweisen lie3, bzw. die im Bioassay positiv waren (Tab. 5).



3.4 Humorale Immunantwort und Milch als Transmissionsweg

Die Fragestellung dieser Versuchsreihe war, ob eine humorale Immunantwort in der
Rattenmilch nach einer oralen (Stamm Prugniaud) bzw. intravendsen (Stamm RH)
Inokulation mit 7. gondii nachweisbar ist und ob sich eine Korrelation zwischen Milch
und Serum hinsichtlich des Verlaufs des Auftretens der Antikdrper zeigt. Ferner sollten
die Nachkommen von inokulierten Ratten mit denen von naiven (nachweislich nicht
infizierten) Ratten ausgetauscht, die humorale Immunantwort der Gruppe, die
demzufolge von inokulierten Ammenmiittern geséugt worden war, getestet und ihre
Gehirne auf Zysten untersucht und somit die Infektionsrate bestimmt werden.

Durch den Austausch der Nachkommen, der Analyse ihrer Immunantwort und die
Bestimmung der Infektionsrate sollte nachvollzogen werden, ob Rattenmilch als
Transmissionsweg fiir 7. gondii und Immunglobuline dient.

Als Versuchstiere dienten die Ratten aus 3.1.3/4, deren Milch mittels HFF—Zellkultur
und Bioassay bereits auf 7. gondii getestet wurde. Wie bereits in 3.1.3/4 beschrieben
wurde den am 13.Tag ihrer Tragzeit oral mit 180 bzw.250 Zysten von T. gondii (Stamm
Prugniaud) oder i.v. mit 10’ Tachyzoiten (Stamm RH) inokulierten Ratten neben Milch
Jjeden zweiten Tag Blut entnommen und beides auf die oben genannten Immunglobuline
getestet. Die Kontrollgruppe bestand aus Tieren, die ebenfalls verpaart aber naiv
belassen wurden. Die Nachkommen dieser Gruppe wurden dann mit denen der

inokulierten Ratten ausgetauscht.
3.4.1 Korrelation von IgG2b und IgM in Serum und Milch infizierter Ratten

Sowohl bei den oral (250 und 180 Zysten, Stamm Prugniaud), als auch bei den i.v. (10’
Tachyzoiten, Stamm RH) inokulierten Rattenmiittern konnte in der Interphase der Milch
und im Serum ein kontinuierlicher Anstieg der IgG2b Antwort gegen T. gondii von Tag
zwei bis Tag zehn p.p. nachgewiesen werden. Die IgM Antikorper stiegen in Milch und
Serum gleichermalien bis zu Tag vier bzw. sechs p.p. an und fielen im weiteren Verlauf
wieder ab (Abb. 14, 15).
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Inokulationsweg: oral, Parasitenstamm: Prugniaud, Zysten

lgG2b im Serum oral IgG2b in Milch oral
infizierter Ratten infizierter Ratten
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Abb. 14 ELISA-Einheiten von spezifischen Antikérpern (IgG2b, IgM) gegen T. gondii in Serum
und Milch von infizierten F344 Ratten, die am 13.Tag ihrer Tragzeit mit 250 (Ratte 01-03) bzw.
180 Zysten (Ratte 04-06), Parasitenstamm Prugniaud, oral inokuliert worden waren, und einer
naiven Ratte als Kontrolle. Serum und Milch wurde jeweils n Tage post partum abgenommen.
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Inokulationsweg: intravends, Parasitenstamm: RH, Tachyzoiten

IgG2b im Serum i.v. lgG2b in Milch i.v.
infizierter Ratten infizierter Ratten
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Abb. 15 ELISA-Einheiten von spezifischen Antikérpern (IgG2b, IgM) gegen T. gondii in Serum
und Milch von infizierten F344 Ratten (Ratte 01-03), die am 13. Tag ihrer Tragzeit mit 10’
Tachyzoiten (Parasitenstamm RH) i.v. inokuliert worden waren, und einer naiven Ratte als
Kontrolle. Serum und Milch wurde jeweils n Tage post partum abgenommen.

3.4.2 Analyse via Milch inokulierter Nachkommen

Den Nachkommen, die von naiven Ratten geboren, aber von inokulierten Ratten
gesdugt worden waren, wurde vier und acht Wochen p.p. Blut iiber den retroorbitalen
Venenplexus abgenommen und das Serum in einem indirekten ELISA auf T. gondii
spezifische Antikorper (IgG2b, IgM) getestet. Die Gehirne wurden acht Wochen p.p.
mikroskopisch auf 7. gondii Zysten hin untersucht und bei einem negativen Ergebnis
NMRI Miusen intraperitoneal gespritzt. Die Gehirne der Méuse wurden wiederum
sechs Wochen p.i. auf Gehirnzysten untersucht und das Mé&useserum auf Antikdrper

gegen T. gondii getestet.
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Im parasitenspezifschen Antikdrper-ELISA zeigten die iiber die Milch inokulierten
Nachkommen, deren Ammenmiitter mit 250 bzw.180 Zysten (Stamm Prugniaud) oral
inokuliert worden waren (3.1.3/4), nach vier Wochen p.p. eine deutliche IgG2b
Antwort, die im Alter von acht Wochen wieder zuriickging. Die IgM Antwort war nach
vier Wochen p.p. schwach, und nach acht Wochen p.p. nahe der Nachweisgrenze

(Abb. 16).

IgG2b im Serum via Milch infizierter F344
(Ammenmiitter oral inf.)

Abb. 16
Dargestellt sind die
ELISA-Einheiten
von spezifischen
Antikérpern (IgG2b,
e - ) IgM) im Serum via
4 Wochen 8 Wochen Milch inokulierter
Alter der Ratten F344 Ratten, deren
Ammenmiitter oral
250 Zysten,
IgM im Serum via Milch infizierter F344 Ratten (Parasitenstamm

(Ammenmiitter oral inf.) Prugniaud)
verabreicht worden

2. waren. Das Serum
wurde vier und acht
Wochen nach der
Geburt
abgenommen.

Optische Dichte

Optische Dichte

Ratte 1-12: I

4 Wochen 8 Wochen

Alter der Ratten

Die Tiere, die von i.v. infizierten Ammenmiittern gesdugt worden waren, zeigten im
Antik6rper-ELISA im Alter von vier Wochen eine deutliche IgG2b Antwort, die weitere
vier Wochen spiter riicklaufig war (Abb. 17). Antikorper der Klasse IgM lieBen sich im
Serum dieser Versuchsgruppe weder nach vier, noch nach acht Wochen nachweisen

(Werte nicht dargestellt).
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1gG2b im Serum via Milch infizierter Ratten
(Ammenmiitter i. v. inf.)

Optische Dichte

4 Wochen 8 Wochen
Alter der Ratten

Abb. 17

Dargestellt sind die
ELISA-Einheiten von
spezifischen Antikdrpern
(IgG2b) im Serum via
Milch inokulierter F344
Ratten, deren
Ammenmiittern, i.v. 107
Tachyzoiten,
(Parasitenstamm RH)
verabreicht worden
waren. Das Serum wurde
vier und acht Wochen
nach der Geburt
abgenommen.

Weder in den Gehirnen jener Nachkommen, die von oral mit T. gondii inokulierten

Ammenmiittern gesdugt, noch in den Gehirnen der Nachkommen, die von i.v. mit

T. gondii inokulierten Ammenmiittern gesdugt worden waren, konnten Zysten gefunden

werden. Die mikroskopisch negativen Hirnhomogenisate wurden intraperitoneal in

NMRI Miuse injiziert, deren Gehirne sechs Wochen spiter wiederum auf Zysten

durchsucht wurden. Das Serum der Méuse wurde auf Antikdrper gegen T. gondii

getestet. Weder in den Gehirnen noch im Serum der Mé&use konnte ein positiver

Nachweis erbracht werden.
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4. Diskussion

4.1 Nachweis von T. gondii in Rattenmilch

Mehrere Studien haben bereits das Vorhandensein von Tachyzoiten von T. gondii in der
Milch verschiedener Spezies wie beispielsweise Médusen, Katzen, Schafen und Ziegen
beschrieben (Dubey, 1988; Pettersen, 1984; Powell et al., 2001; Tenter et al., 2000). Als
Nachweismethoden dienten bislang der indirekte Nachweis iiber via Milch infizierte
Nachkommen, die von naiven, d.h. nachweislich nicht infizierten Tieren, geboren,
jedoch von infizierten Miittern gesdugt wurden, iiber die Injektion von Milch infizierter
Tiere in Méuse (Bioassay) und iiber die PCR. Ziel dieser Arbeit war es, eine einfache
Methode zu finden, mit der es mdoglich ist, den Parasiten 7. gondii in der Milch
infizierter Tiere, insbesondere in der Milch infizierter Ratten nachzuweisen. Eine
Melkvorrichtung wurde nach dem Protokoll von Rodgers (Rodgers, 1995), das stark
modifiziert wurde, entwickelt und ein Melkprotokoll zur Milchgewinnung erstellt. Als
Vorlage dienten die Arbeiten von Rodgers und Yagil et al. (Yagil et al., 1976). F344
Ratten konnten somit 48 Stunden nach der Geburt ihrer Nachkommen jeden zweiten
Tag effektiv — die Milchmenge lag dabei abhéngig von der Zeitspanne nach der Geburt
zwischen 400 pl und 1200 pl — gemolken werden. Zur direkten visuellen Erfassung von
T. gondii in der Milch mit dem Mikroskop wurden, unter der Annahme der Ubertragung
von T. gondii in der Rattenmilch als freier Tachyzoit, zur Simulation Tachyzoiten des
Parasiten in die frische Rattenmilch gegeben. Der hohe Fettanteil und die Vielzahl der
zelluldren Bestandteile der Milch erschwerten den direkten visuellen Nachweis des
Parasiten allerdings dermaBen, dass die in vitro zugegebenen Tachyzoiten zwar
vereinzelt (Abb. 4) gesichtet werden konnten, allerdings erst ab einer Konzentration von
1000 Parasiten/ml Milch. Eine Verbesserung dieses Ergebnisses konnte auch nicht
durch eine stdrkere Aufreinigung der Proben mittels Zytospin-Zentrifugation und
anschlieBender Giemsa-Féarbung, oder durch die Erstellung von Dichtegradienten
mittels Ficoll- und Percoll-Losungen (Omata et al., 1997) zur gezielten Anreicherung
der Toxoplasmen erreicht werden.

Die Verwendung von HFF-Zellkulturen zur Anzucht von 7. gondii ist ein bereits
etabliertes Verfahren. Anhand der Vermehrung des Parasiten und der damit

einhergehenden Lyse des Zellrasens lésst sich das Parasitenwachstum leicht feststellen.
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Nguyen et al., verwendeten beispielsweise HFF-Zellkulturen zum Nachweis von
Tachyzoiten und Bradyzoiten in Blut, Urin und Gehirnen von infizierten Miusen
(Nguyen et al., 1996). Daher wurden in dieser Arbeit HFF-Zellkulturen auch zum
Nachweis von 7. gondii in Rattenmilch herangezogen. Diese Methode erwies sich als
auBlerordentlich sensitiv, denn es gelang die Vermehrung des Parasiten mittels
Fibroblasten, die mit nur zwei Tachyzoiten/500 pl Milch versetzt worden waren

(Tab. 1). Die Bestandteile der Rattenmilch inhibierten demzufolge nicht das Wachstum
der Fibroblasten oder die Vermehrung des Parasiten. Die Methode eignete sich nicht nur
fiir den Nachweis von in vitro zugegebenen Tachyzoiten in Milch, sondern ebenso fiir
den Parasitennachweis in der Milch von zuvor oral mit Gewebezysten von T. gondii
inokulierten, tréchtigen F344 Ratten. Es zeigten sich selbst bei einer Verdiinnung der
Milchsuspension von 1:10 fiir 7. gondii positive Zellkulturen von Tag zwei bis zu Tag
acht p.p. (Tab. 2 und 3), was ungeféihr den Tagen zehn bis 18 p.i. entspricht. Die
Kontrollen im Bioassay und in der Gehirnanalyse bestitigten das Ergebnis. Durch die
weitere Verdiinnung der Milchsuspension wurde die Sensitivitit des Systems im Falle
der Ubertragung nur geringer Parasitenzahlen erfolgreich getestet. Es konnte somit
mittels einer einfachen Methode bewiesen werden, dass T. gondii iiber die Rattenmilch
{ibertragen wird.

Die PCR ist ein géngiges und ausgesprochen sensitives, Verfahren zum Nachweis von
T. gondii-DNA (Cazenave et al., 1992, Savva et al., 1990), und wurde auch schon
mehrfach zum Nachweis des Parasiten in Milch (Powell et al., 2001) angewandt. In
unseren Versuchen zeigte sich allerdings, dass das B1-Gen von T. gondii zwar in den in
vitro angefertigten Proben von Tachyzoiten in Milch und PBS bestimmt werden konnte,
jedoch nicht in den mittels Bioassay und HFF-Zellkultur nachweislich fiir T. gondii
positiven Milchproben der oral infizierten Ratten (Abb. 6). Moglicherweise findet sich
hier ein indirekter Hinweis auf eine intrazellulire Ubertragung von T. gondii in der
Rattenmilch, denn es gelang grundsitzlich der Nachweis des Parasiten in Milch mittels
PCR, allerdings nur im Falle von extrazelluldren Tachyzoiten, die in die Milch gegeben
wurden und deren DNA mit der von uns angewandten Methode gewonnen werden
konnte. Intrazelluldr vorkommende Parasiten waren flir die DNA-Gewinnung
moglicherweise nicht zugénglich und konnten somit nicht nachgewiesen werden.

Hamprecht et al., beschrieben in ihrer Arbeit gravierende Unterschiede beim Nachweis
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des humanen Zytomegalievirus (HCMV) in der Muttermilch seropositiver Frauen in

zellfreien und zellhaltigen Komponenten der Milch (Hamprecht et al., 1998).

Unbewiesen bleibt weiterhin, ob der Parasit extrazelluldr als freier Tachyzoit, als
Bradyzoit in Gewebezysten oder intrazelluldr {iibertragen wird. Ein mdgliches
Erkldrungsmodell wurde bereits unter 1.2.2 beschrieben. Bemerkenswert ist auch die
Tatsache, dass T. gondii zwar in der Milch von oral mit Gewebezysten (Stamm
Prugniaud) infizierten Ratten nachgewiesen werden konnte, jedoch nicht in der Milch
von i.v. mit Tachyzoiten (Stamm RH) infizierten Tieren. In der akuten Phase einer
Infektion mit T. gondii, die normalerweise in den ersten acht bis zwdlf Tagen p.i.
(Sumyuen et al., 1995), breiten sich Tachyzoiten im gesamten Organismus aus und
finden sich, im Falle oral mit Zysten infizierter Ratten nach acht Tagen, auch im Blut
(Zenner et al., 1998). Es wird angenommen, dass T. gondii wihrend der Phase der
Parasitimie Epithelbarrieren tiberwindet und in die Milch gelangt. Da der Parasit
bestrebt ist, seinen Wirt am Leben zu erhalten, setzt eine rasche TH1-Zell vermittelte
Immunantwort ein (Yap and Sher, 1999), die die rapide Replikation der Tachyzoiten
vorwiegend durch y-Interferon einddmmt (Pfefferkorn, 1984). Demnach ist denkbar,
dass durch die am 13. Tag der Tragzeit der Ratten erfolgte intravendse Injektion von
Tachyzoiten direkt in die Blutbahn eine akute Infektion simuliert und der Parasit noch

vor dem Ubertritt in die Brustdriisenepithelien eingedimmt wurde.
4.2 Ubertragung von Immunglobulinen iiber die Milch

Paul Ehrlich zeigte schon im Jahr 1892 anhand eines Mausmodells, dass Feten und
Neugeborene einen sog. immunologischen Nestschutz von der Mutter erhalten (Ehrlich,
1892). Dies geschieht bereits prénatal iiber die Plazenta oder postnatal iiber die
Muttermilch. Bedeutend ist dabei der Transfer von Immunglobulinen, insbesondere IgA
und IgG, die dem Neugeborenen bis zur Ausreifung des eigenen Immunsystems, Schutz
gegen viele pathogene Keime verleihen.

In den Experimenten von Sepulveda Arias und Herrmann (unverdffentlichte Daten)
konnte im Serum via Milch mit 7. gondii infizierten F344 Ratten und LEW Ratten einen
Monat nach der Geburt IgG2b nachgewiesen werden, aber nicht mehr im Alter von

sechs Monaten. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass es sich bei dem nachgewiesenen
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IgG2b um maternales Immunglobulin handelte, das iiber die Muttermilch aufgenommen
wurde, und nicht um von den infizierten Jungtieren selbst synthetisiertes IgG2b.

In dieser Arbeit wurden zur Bestitigung der Vermutung der maternalen Immunglobulin
Ubertragung, trichtige F344 Ratten mit TAg immunisiert, die Nachkommen der
immunisierten Ratten mit den Nachkommen naiver Ratten ausgetauscht und das Serum
sowohl von den Muttertieren als auch von den Nachkommen auf IgG2b und IgM
getestet. Da T. gondii iber die Muttermilch iibertragen wird und in den Nachkommen
eine Immunantwort mit Antikorperproduktion auslosen kann, wurden in diesem
Experiment die Ratten lediglich immunisiert und nicht infiziert. Obgleich die
gemessenen Werte der Antikorper nahe der Nachweisgrenze lagen, waren die Werte fiir
IgG2b und IgM im Serum und in der Milch der immunisierten Ratten dennoch héher als
bei den nicht immunisierten Kontrolltieren (Abb. 7). Demzufolge konnte gezeigt
werden, dass sich nach einer erfolgreichen Immunisierung mit TAg, Antikdrper in der
Milch finden und die Ratten eine Immunantwort mit typisch zeitlich ansteigendem
Kurvenverlauf fiir IgG2b ab Tag sechs nach der Immunisierung (entsprechend Tag zwei
p.p.) entwickelten. Die Verlaufskurve fiir IgM zeigte zunichst einen Anstieg der
Antikorperkonzentration und flachte ab Tag sechs bzw. acht nach der Immunisierung
(entsprechend Tag zehn bzw. 12 p.p.) wieder ab.

Im Serum der ausgetauschten Nachkommen fanden sich IgG2b Antikorper gegen TAg.
Auffallend war dabei, dass die Konzentration der Antikdrper im Serum 14 Tage nach
dem Austausch und somit nach 14-tigiger oraler Aufnahme von Antikorpern iiber die
Milch, dhnlich den Antikdrper-Werten der Miitter war, dann aber 28 Tagen nach dem
Austausch stark zuriick ging (Abb. 8). Seit mehreren Jahren ist bekannt, dass bei
Nagetieren IgG, das iiber die Muttermilch oral aufgenommen wurde, von Enterozyten
im duodenalen und jejunalen Abschnitt des Darms mit Hilfe des neonatalen Fc-
Rezeptors (FcRn) erkannt, aufgenommen und in die Blutbahn geschleust wird (Van de
Perre, 2003). Dieser Rezeptor, der in seiner Struktur dem MHC-Klasse-I-Molekiil
dhnelt (Simister and Mostov, 1989), erkennt vorwiegend IgG2a und IgG2b Antikérper
(Van de Perre, 2003) und transportiert sie durch Transzytose abhingig vom pH-Wert
von apikal (Lumenseite, pH 6-6,5) nach basolateral (Blutseite, pH neutral) und
umgekehrt (Dickinson et al., 1999). Im Gegensatz zum Menschen erfolgt bei Nagetieren
im Alter von drei bis vier Wochen, d.h. sobald die Nachkommen entw&hnt werden, ein

Riickgang der Expression des FcRn um das 1000fache (Yoshida et al., 2004) und somit
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eine Reduktion der maternalen Immunglobulinaufnahme. Mit dieser Beobachtung lésst
sich der Riickgang der IgG2b Konzentration im Serum der vier Wochen alten
Nachkommen erkléren. IgM wird nicht iiber den FcRn in die Blutbahn aufgenommen,
sondern bindet, ebenso wie IgA, an den polymerischen Immunglobulinrezeptor (pIgR),
ein Transmembranprotein, das an der basolateralen Seite von Epithelzellen lokalisiert
ist. Dieser Rezeptor transportiert Immunglobuline allerdings nur vom basolateralen, das
heilit aus dem Blut, zum luminalen Pol hin (Rojas and Apodaca, 2002). Somit lzsst sich
zwar erkldren, wie IgM in die Milch immunisierter Ratten gelangt, jedoch nicht, die
Aufnahme des Immunglobulins aus der Milch und der Transport in den Blutkreislauf
der Ratten. Im Serum der ausgetauschten Nachkommen lieBen sich aber IgM-
Antikorper nach 14 und 28 Tagen nachweisen. Dabei zeigte sich nach 28 Tagen bei den
Jungtieren, die von Ratte 01 und Ratte 03 gesdugt worden waren, ein leichte Abnahme
der Antikorperkonzentration, wihrend sich bei denen, die von Ratte 02 gesdugt worden
waren, sogar eine leichte Zunahme verzeichnen lieB. Dieses Ergebnis kann somit am

ehesten als falsch positiv gewertet, bzw. sollte Western-Blot verifiziert werden.

4.3 Tachyzoiten in Milch — eine Infektionsquelle ?

Konnen oral via Milch aufgenommene Tachyzoiten von T. gondii in neugeborenen
Ratten eine Infektion auslgsen? Ist fiir eine Infektion eine Mindestdosis erforderlich,
und gibt es Unterschiede zwischen dem virulenten Typ 1 Parasitenstamm RH und dem
Typ I Stamm NTE beziiglich ihrer Infektiositéit (Sibley and Boothroyd, 1992)? Diese
Fragen sollten mit den Versuchen in 3.3 beantwortet werden. Channon et al. zeigten
bereits, dass Tachyzoiten iiber den Darm aufgenommen werden und sich in Trigerzellen
tiber den peripheren Blutstrom im gesamten Organismus ausbreiten (Channon et al.,
2000) Insbesondere ist der Parasitenstamm RH in der Lage, Epithelbarrieren wie
beispielsweise im Darm vorhanden, zu iiberwinden (Barragan and Sibley, 2002). Ferner
konnte Dubey 1998 nachweisen, dass hohe Konzentrationen (> 1000) oral
aufgenommener Tachyzoiten in Méiusen und Katzen durchaus eine Infektion
hervorrufen kdnnen (Dubey, 1998a).

So wurden 48 Stunden alte F344 Ratten mit Tachyzoiten (Stamm RH und NTE), die
zuvor in frische Milch gegeben wurden, oral inokuliert und auf Zeichen einer Infektion

bzw. Immunantwort getestet. Eine mogliche Reduktion der Infektiositit der
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Toxoplasmen durch das im Digestionstrakt vorhandene saure Milieu (Sharma and
Dubey, 1981), sollte durch das sehr frithe Fiittern der Ratten im Alter von 48 Stunden
und durch die Verwendung von Milch verhindert werden, denn zum einen sind
Magensdure und Verdauungsenzyme in der neugeborenen Ratte noch nicht voll
ausgebildet, zum anderen wirkt Milchfett als Puffer gegen Séure. Wie sich zeigte waren
im Falle einer Inokulation mit dem Parasitenstamm RH, 100 Toxoplasmen ausreichend,
um sowohl eine Infektion (vgl. Bioassay), als auch eine humorale und zellulére
Immunantwort in der Ratte auszuldsen. Allerdings gelang dies nur mit einer Ratte.
Anhand der Analyse der anderen Ratte zeigten sich keinerlei Hinweise auf eine
Infektion oder Immunantwort. Ahnliche Resultate ergaben sich bei einer Inokulation
mit 1000 bzw. 100.000 Tachyzoiten. Bemerkenswert war, dass eine der Ratten, die mit
10.000 bzw. 100.000 Toxoplasmen inokuliert worden war, sich zwar im Bioassay als
positiv flir eine Infektion erwies, jedoch fanden sich keine Zeichen einer humoralen
oder zelluldren Immunantwort (Tab. 6). Wurde den Ratten der Parasitenstamm NTE
verabreicht, so konnte teilweise, bei vereinzelten Ratten aus einer Gruppe (erhielten
gleiche Anzahl an Toxoplasmen), eine erfolgreiche Infektion mit korrelierender
Immunantwort nachgewiesen werden. Die Anzahl der verfiitterten Tachyzoiten spielte
dabei wieder keine Rolle (Tab. 6).

Anzahl Antikorper Bioassay
Ratte |Tachyzoiten 1gG2b IgM LTT IFN-y | Zysten | IgG  Zysten

724 100 RH| 1,193 0,35 + + - 2,718 +
723 1000RH| 1,215 0,226 + + - 1,425 +
732 10.000 RH 0 0,142 - - - 0,643 +
729 100.000 RH 0 0,171 - - - 1,324 +
731 100.000RH| 1,642 0,279 + + - 1,02 +
559 10 NTE| 0,781 0,15 + + - - -
565 1000 NTE 0 0,105 + + - 0,52 +
557 10.000 NTE| 0,606 0,429 + + - 0,7 +
555 100.000 NTE| 0,942 0,276 + + - 0,501 +

Tab. 6: Zusammenstellung der Ergebnisse aus 3.3

In der Immunologie bedeutet Toleranz die Unfihigkeit auf ein Antigen zu reagieren.
Bei der Nahrungsaufnahme gerdt die gastrointestinale Mukosa in Kontakt mit
Antigenen aus der Nahrung, deren Aufnahme entweder zu einer lokalen Abwehr mit

Bildung von sekretorischem IgA fiihrt, oder in der Bildung einer systemischen
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Immuntoleranz, der sog. oralen Toleranz (OT), endet (Marth and Zeitz, 1999; Mowat,
1987).

Nach heutigem Verstdndnis erfolgt bei der OT eine Aktivierung von
antigenspezifischen T-Zellen, die eine gesteigerte Ausschiittung von supprimierenden
Zytokinen aufweisen. Von besonderer Bedeutung ist dabei die T-Zellsubklasse T-
Helfer-Typ—3 (TH3), die den Transforming growth factor-p (TGF-B) produziert, der
wiederum einen suppressiven Effekt auf die Bildung von inflammatorisch wirkenden
THI1-Zellen zeigt (Chen et al., 1994). Das Phidnomen der OT ist ein mogliches
Erkldrungsmodell fiir die unterschiedlichen Resultate bei der oralen Inokulation von
Tachyzoiten tiber die Milch. Das teilweise Ausbleiben einer zelluliren und humoralen
Immunantwort, sowie die geringen Mengen an nachweisbarem IFN-y konnten den
suppressiven Effekt von TGF-B widerspiegeln. Allerdings wurde in der Versuchsreihe
kein Nachweis von TGF-f durchgefiihrt, so dass fraglich bleibt, ob der Faktor
tiberhaupt vorhanden war. Weiter ldsst sich mit OT nicht erkldren, warum es trotz
Verwendung gleicher Parasitenzahlen nur teilweise gelang, eine Infektion oder
Immunantwort, biw. beides auszulosen. Diese Fragen bleiben weiterhin offen.
Feststellen lésst sich letztlich nur, dass, sollte es in vivo zu einer Ubertragung von nur
wenigen freien, extrazelluldren Tachyzoiten unabhéngig, ob es sich um einen virulenten
Klasse I Stamm (RH) oder einen weniger virulenten Klasse II Stamm (NTE) handelt,

tiber die Muttermilch kommen, eine Infektion der Nachkommen mdoglich ist.
4.4 Milch als Transmissionsweg fiir 7. gondii und Immunglobuline

In Kapitel 4.2. wurde bereits die Ubertragung maternaler Immunglobuline iiber die
Milch und die Funktion des FcRn beschrieben. Mit den Versuchen in 3.4. sollten zum
einen die Resultate des Immunisierungsexperiments bestétigt werden, zum anderen
Ratten in vivo tiber Milch mit 7. gondii infiziert werden.

Tréchtige F344 Ratten wurden entweder oral mit Zysten, oder i.v. mit Tachyzoiten
inokuliert und die humorale Immunantwort in Serum und Milch iiber einen bestimmten
Zeitraum nach der Geburt getestet. Neugeborene Ratten von nachweislich nicht
infizierten Miittern wurden von den infizierten Ammenmiittern gesdugt und wiederum

die humorale Immunantwort untersucht. Weiter wurden die Gehirne der méglicherweise
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iiber die Milch infizierten Jungtiere auf Zeichen einer erfolgreichen Infektion (Zysten)
mikroskopisch durchsucht.

Unabhingig von Inokulationsmodus (oral, i.v.) und Parasitenstamm (Prugniaud, RH)
konnten die trichtigen Ammenmiitter mit 7. gondii erfolgreich infiziert werden. Der
Kurvenverlaufs der Antikorper IgG2b und IgM, der zum Nachweis der humoralen
Immunantwort von Tag zwei bis Tag zehn nach der Geburt erstellt wurde, zeigte eine
eindeutige Korrelation zwischen den Immunglobulinen im Serum und in der Milch, d.h.
die Menge der in der Muttermilch enthaltenen Antikdrpern ist abhéingig vom
Antikorpergehalt des Serums und die Immunglobuline IgG2b und IgM sind in der
Rattenmilch enthalten und konnen iibertragen werden. Im Serum der Nachkommen, die
die Milch mit den darin enthaltenen Antikdrpern aufgenommen haben, fand sich IgG2b,
das allerdings nach acht Wochen riickldufig war. Handelte es sich dabei um maternales
Immunglobulin, das tiber den FcRn aus der Milch aufgenommen wurde, oder um von
den Nachkommen selbst synthetisiertes, da mit der Milch auch der Parasit iibertragen
wurde? Neben IgG2b fand sich im Serum der Nachkommen, die von oral infizierten
Ratten gesdugt wurden, auch IgM, das, im Gegensatz zu IgG2b (4.2) bekanntlich zwar
in der Milch enthalten ist, jedoch nicht iiber die Darmmukosa aufgenommen werden
kann. Liegt hier eine Eigensynthese von Immunglobulinen vor? Man weiB, dass iiber
die Milch nicht nur Immunglobuline und 16sliche Komponenten iibertragen werden,
sondern auch zellulére, vorWiegend Leukozyten (Weiler et al., 1983), die sich nach
oraler Aufnahme insbesondere in der Leber des Neugeborenen wieder finden (Zhou et
al., 2000). Arvola et al. zeigten schlieBlich im Mausmodell, dass B-Zellen und
Plasmazellen, die bekanntlich fiir die Produktion von Antikérpern verantwortlich sind,
von der Mutter iiber die Milch auf die Nachkommen iibertragen werden und
Immunglobuline synthetisieren (Arvola et al., 2000). Mit dieser Tatsache ldsst sich das
Vorkommen der Antikorper, insbesondere von IgM, im Serum der Ratten durchaus
erkldren. Auch der deutliche Riickgang von IgG2b nach acht Wochen konnte ein
Hinweis auf den maternalen Ursprung antikdrperproduzierender Zellen sein, denn in
den Arbeiten von Arvola ist die Synthese von Immunglobulinen dieser Zellen ebenso
zeitlich begrenzt.

Da T. gondii die Fahigkeit besitzt, aktiv Leukozyten zu penetrieren (Channon et al.,
2000; Dubey, 1997) ist es auch denkbar, dass der Parasit iiber die in der Milch

enthaltenen Zellen, in den Organismus der geséugten Ratten gelangte und eine humorale
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Immunantwort ausloste. Gegen eine Infektion via Milch spricht allerdings, dass in den
Nachkommen keine eindeutigeh Zeichen einer Toxoplasma-Infektion, wie
beispielsweise =~ Gehirnzysten bei der Verwendung eines zystenbildenden
Parasitenstammes (Prugniaud), gefunden werden konnten und auch der Bioassay zeigte
ein eindeutig negatives Ergebnis. Ferner konnte im Serum bereits nach acht Wochen ein
deutlicher Riickgang der IgG2b Antwort vermerkt werden.

Moglicherweise ist auch das Phidnomen der Toleranz fiir die fehlenden
Infektionszeichen und den Riickgang der Antikdrperantwort verantwortlich, denn man
weil} aus Arbeiten in der Maus, dass im Falle einer kongenitalen Infektion, maternale
Antikorper ein Stadium der Toleranz in den infizierten Nachkommen hervorrufen
konnen (Suzuki and Kobayashi, 1990).

4.5 T gondii und die Muttermilch

In dieser Arbeit wurde veranschaulicht, dass Rattenmilch ein Medium ist, das in
ausreichender Menge fiir Analysezwecke gewonnen werden kann und mit dem sich
gingige Labormethoden (Bioassay, ELISA, PCR) durchfiihren lassen. Es konhte
gezeigt werden, dass Milch als Transmissionsweg flir Immunglobuline dient und dabei
eine deutliche Korrelation zwischen Serum- und Milch-Immunglobulin besteht.

Mittels HFF-Zellkultursystem, ein zuverldssiges und einfaches Testsystem fiir den
Nachweis von T. gondii in der Milch, und Bioassay wurde bewiesen, dass der Parasit T
gondii tatsdchlich auch in der Milch infizierter Ratten vorkommt. Unklar ist neben der
Frage in welcher Form der Parasit tiber die Milch iibertragen wird, auch die Frage der
klinischen Konsequenz und Relevanz einer Transmission, insbesondere fiir den
Menschen. Im Falle von HIV weil man um das Risiko einer Infektion des
Neugeborenen iiber die Muttermilch und wigt daher Nutzen und Risiko des Stillens fiir
das Kind ab. In der Literatur findet sich lediglich ein Fall, in dem vom Auftreten einer
Toxoplasmose in einem gestillten Kind berichtet wird, dessen Mutter an einer
Erstinfektion mit 7. gondii erkrankt war (Bonametti et al., 1997). Langer musste 1963
seinen Bericht {iber den Nachweis von 7. gondii in der Muttermilch ihﬁzierter Frauen
revidieren, nachdem sich herausstellte, dass eine Kontamination durch Pollen vorlag
(Langer, 1963). Immer wieder wird auf eine Infektion mit 7. gondii im Menschen durch

den Konsum frischer Ziegenmilch hingewiesen. Sacks berichtete vom Auftreten einer
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akuten Toxoplasmose in zehn von 24 Familienmitgliedern nach dem Verzehr roher
Ziegenmilch und schlussfolgerte daraus eine Ubertragung von T. gondii von der Ziege
tiber ihre Milch auf den Menschen. Doch ist es nicht auch méglich, dass die Milch mit
Zysten oder Oozysten von herumstreunenden Katzen kontaminiert war? Feststeht, der
Parasit T. gondii findet sich in der Milch vieler Sdugetiere und lieB sich nun auch in der
Rattenmilch nachweisen. Unbeantwortet bleibt jedoch die Frage der Konsequenz im

Falle einer Ubertragung auf die Nachkommen.
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S. Zusammenfassung

Toxoplasma gondii, der Erreger der Toxoplasmose, ist der weitverbreitetste Parasit des
Menschen. Die Infektion mit dem Erreger verlduft in der Regel inapparent, auBler bei in
utero infizierten oder immunsupprimierten Individuen, wo sie sogar einen letalen
Ausgang nehmen kann. Konsum maternaler Milch ist in einigen Tierarten als
Infektionsweg beschrieben, jedoch sind die Mechanismen der Transmission und ihre
immunologischen Konsequenzen weitgehend unklar. In der vorliegenden Arbeit wurden
im Versuchstier Ratte Erregertransmission {iiber die Muttermilch und deren

immunologische Konsequenzen analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass sich Rattenmilch als labordiagnostisches Medium
eignet, wobei der direkte visuelle Parasitennachweis mit dem Lichtmikroskop aufgrund
des hohen Fettanteils und der vielen zelluldren Bestandteile der Milch erfolglos blieb,
wie auch die visuelle Erfassung geringer Mengen experimentell zugegebener
Tachyzoiten. Selbst Zytospin-Zentrifugation und Giemsafirbung, sowie Ficoll-oder
Percolldichtegradienten zur Parasitenanreicherung, erlaubten keinen direkten Nachweis

geringer Parasitenkonzentrationen.

Mittels der PCR konnte das B1-Gen von 7. gondii in DNA, die aus mit Tachyzoiten
versetzter Milch extrahiert wurde, nachgewiesen werden, jedoch nicht in DNA, die aus
nachweislich 7. gondii positiver Milch oral infizierter Ratten extrahiert wurde. Daher

eignete sich auch die PCR flir unsere Versuche nicht als Nachweismethode.

Als geeignete und sensitive Methode fiir den Parasitennachweis in Rattenmilch stellte
sich die Anzucht auf humanen Vorhautfibroblasten (HFF-Zellkultur), ein allgemein
etabliertes Verfahren zur Anzucht von T. gondii, heraus, wobei bereits zwei
Tachyzoiten, die in vitro zu Milch nicht infizierter Tiere gegeben wurden, ausreichten,
um eine HFF-Zelle zu infizieren. Die Milch oral und i.v. mit 7. gondii inokulierter
Ratten wurde mittels HFF-Zellkulturen analysiert; im Falle der oral inokulierten
Muttertiere gelang es, Parasitenwachstum in der Zellkultur nachzuweisen und somit
mittels einer einfachen Methode zu beweisen, dass Milch akut infizierter Tiere,

Parasiten enthalten und als Transmissionsweg flir 7. gondii dienen konnte.
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Immunisierungsexperimente wurden durchgefiihrt, um die Frage zu kléren, ob die im
Serum von Jungtieren nachgewiesenen Toxoplasma-spezifischen Immunglobuline iiber
die Muttermilch aufgenommen worden sein konnten. Hierzu wurden Ratten mit
Toxoplasma-Antigen immunisiert und als Ammen fiir die Nachkommen nicht-
infizierter Ratten benutzt. Es gelang, in Milch und Serum der Ammen, sowie im Serum

der Jungtiere, T. gondii spezifische Immunglobuline nachzuweisen.

Die Transmission des Parasiten als freier Tachyzoit wurde in dieser Arbeit simuliert.
Tachyzoiten von 7. gondii wurden in verschiedener Dosierung in Rattenmilch
angereichert und 48 Stunden alten Ratten oral verabreicht. Die humorale und zellulére
Immunantwort wurde getestet, ferner ein Bioassay in Miusen durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass Tachyzoiten, die iiber die Milch aufgenommen wurden, eine Infektion
auslosen konnen. Die gelegentliche Diskrepanz zwischen dem Auftreten einer
humoralen oder zelluldren Immunantwort und einer echten Infektion sowie die
uneinheitliche Reaktion der Ratten auf das Verabreichen gleicher Parasitenzahlen wurde

mit dem Phinomen der oralen Toleranz erklirt.

Zuletzt wurden Ratten auf natiirlichem Wege iiber Milch mit 7. gondii infiziert, die
humorale Immunantwort bestimmt und der Gehalt der infizierten Rattenmilch an
Immunglobulinen {iberpriift. Als Ammen dienten Ratten, denen oral Zysten oder i.v.
Tachyzoiten appliziert wurden und deren Milch nachweislich mittels HFF und Bioassay
positiv auf T. gondii getestet worden war. Von diesen Ammen gesdugte naive
Nachkommen wurden auf die humorale Immunantwort getestet, ihre Gehirne auf Zysten
untersucht und die Infektionsrate bestimmt. Die Antikdrperkonzentration in Serum und
Milch der Ammen zeigten eine deutliche Korrelation und im Serum der Nachkommen,
fand sich IgG2b, das nach acht Wochen riickldufig war. IgM konnte nur bei den
Jungtieren nachgewiesen werden, die die Milch der i.v. infizierten Miitter getrunken

hatten. Zeichen einer Infektion fanden sich aber nicht.
Die Rattenmilch kann also Toxoplasma gondii und toxoplasmaspezifische

Immunglobuline enthalten, die von Nachkommen aufgenommen werden. Den

Mechanismus der Parasiteniibertragung und die Rolle maternaler parasitenspezifischer
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Immunglobuline fiir Infektion und parasitenspezifische Immunantwort der

Nachkommen gilt es jedoch noch zu kléren.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungen

Abb. Abbildung

AIDS Aquired Immunodeficiency
Syndrom

ANA antinukleére Antikérper

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CD Cluster od Differentiation

CRP C-reaktives Protein

DC Dendritic Cells

d.h. das heift

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

et al. et alii

h Stunde

HCMV Humanes Zytomegalievirus

HIV Human Immunodeficiency Virus

HSV Herpes Simplex Virus

IFN Interferon

i.m. intramuskulér

inkl. inklusive

i.p. intraperitoneal

iv. intravends

1 Liter

LK Lymphknoten

u mikro

m milli

M Molar

MHC Major histocompatibility complex
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min
NK
oD
p-i.

p-p-

rpm
RT
PCR

SC
sog.
s.u.
TH

u.a.
v.a.
z.B.
ZNS

Minute

Natiirliche Killerzellen
Optische Dichte

post infectionem

post partum
Rheumafaktor
rotations per minute
Raumtemperatur
Polymerasekettenreaktion
sieche

Secretory Component
sogenannt(e)

siehe unten

T-Helfer Zelle

Units (Einheiten)
unter anderem

vor allem

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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