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1. Einleitung

1.1 Toxoplasma gondii

Die Toxoplasmose ist eine der haufigsten ubiquitdr vorkommenden Infektionskrank-
heiten, die durch den Einzeller Toxoplasma gondii ausgelost wird. Der obligat
intrazellulare Gewebeparasit kommt in allen Regionen der Welt vor, hat ein unge-
wohnlich breites Wirtsspektrum und kann verschiedene Wirtszellen infizieren (Dubey
und Beatti 1988; Dubey et al. 1998).

Toxoplasma gondii wurde 1908 erstmalig von Nicolle und Manceaux entdeckt. Der
Name Toxoplasma wurde nach der Morphologie des Parasiten (griechisch: toxon
Bogen, plasma Form) gewahlt. In den 1920er und 1930er Jahren erfolgte die erste
Beschreibung der konnatalen Toxoplasmose (Wolf et al. 1939). Der vollstandige
Lebenszyklus wurde mit der Entdeckung der sexuellen Entwicklung innerhalb des
Dunndarms des Endwirtes aufgeklart (Frenkel et al. 1970; Hutchison et al. 1970;
Ferguson et al. 1974).

T. gondii ist ein eukaryotischer Einzeller, der innerhalb des Stammes Apikomplexa
zur Unterklasse Coccidia gehort. Die Mitglieder des Stammes Apikomplexa sind
durch den am Vorderende des Parasiten vorhandenen Apikalkomplex gekennzeich-
net. Der Apikalkomplex besteht aus dem Konoid und den Rhoptrien, die dem Parasi-
ten die Adharenz und die Invasion in die Wirtzelle erméglichen. Der Stamm Apikom-
plexa umfasst weitere wichtige Humanpathogene (Plasmodium spp: Erreger der
Malaria, Cryptosporidium spp: opportunistisches Humanpathogen und Tierpathogen)
und Tierpathogene (Eimeria: Erreger der Kokzidiose der Huhner, Theileria: durch
Zeckenbisse auf das Rind Ubertragener Parasit, Babesia, Neospora und Sarcocystis

spp).
1.2 Lebenszyklus von T. gondii

T. gondii hat einen komplexen Lebenszyklus, in dem drei verschiedene infektiose
Entwicklungsstadien unterschieden werden: Sporozoiten (innerhalb von sporulierten
Oozysten), Tachyzoiten (Endozoiten) und Bradyzoiten (Zystozoiten, innerhalb von
Zysten). Der Lebenszyklus von T. gondii erfolgt in zwei Wirtsgruppen. Als Endwirte
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dienen die Feliden (Katzenartige) mit einer geschlechtlichen und ungeschlechtlichen
Vermehrung des Parasiten. Als Zwischenwirte kdnnen des Weiteren alle warmblti-
gen Tiere, einschlieB3lich der Nutztiere und des Menschen fungieren. In ihnen erfolgt
die Entwicklung ausschlie3lich ungeschlechtlich (Frenkel et al. 1970; Dubey und
Beatti 1988; Tenter et al. 2000).

Nach der Infektion eines Zwischenwirtes mit Oozysten oder Bradyzoiten wandeln
sich die Parasiten in Tachyzoiten um, die alle kernhaltigen Zellen infizieren kénnen
(Dubey et al. 1998). Die Tachyzoiten (griechisch: tachys schnell) sind halbmondfor-
mig, mit einer Lange von 4-8 pm und einer Breite von 2-4 um (Montoya und Liesen-
feld 2004).

Durch ungeschlechtliche Endodyogenie vermehren sich die Tachyzoiten sehr schnell
bis letztendlich die Wirtszelle vollstandig gefillt ist und rupturiert. Die freigewordenen
Parasiten konnen benachbarte Wirtszellen infizieren oder sich tber die Blut- bzw.
Lymphbahnen verbreiten und verschiedene Organe, wie z.B. das Zentralnervensys-
tem, das Auge, die Skelett- und Herzmuskulatur oder die Plazenta befallen (Montoya
und Liesenfeld 2004). Nachdem eine adaquate Immunabwehr eingesetzt hat, findet
eine Stadienkonversion von den Tachyzoiten zu Bradyzoiten statt, die sich innerhalb
von Gewebezysten entwickeln, in denen sie sich langsam ebenfalls durch Endodyo-
genie vermehren. Die Bradyzoiten (griechisch: bradys langsam) haben eine L&nge
von 7 um und eine Breite von 1,5 um. Der Zellkern liegt ndher am hinteren Pol,
wahrend dieser bei Tachyzoiten mehr zentral gelagert ist (Hill et al. 2005). Die Zysten
kénnen einen variablen Durchmesser von 0,5 — 70 um haben und hunderte von
Bradyzoiten enthalten.

Obwohl Gewebezysten sich auch in viszeralen Organen (z. B. Lunge, Niere und
Leber) entwickeln kbnnen, werden sie bevorzugt im Zentralnervensystem, im Auge
und in der Skelett- und Herzmuskulatur gefunden. Des Weiteren persistieren die
Gewebezysten im Zwischenwirt ein Leben lang ohne jedoch in den meisten Wirten
offensichtliche klinische Symptome zu verursachen (Dubey et al. 1998; Tenter et al.
2000; Hill et al. 2005).

Nimmt eine Katze diese Zysten mit der Nahrung auf, werden die Bradyzoiten freige-
setzt und durchlaufen eine asexuelle Endodyogenie. Nach mehreren Endodyogenien
fangt in den Epithelzellen des Dinndarms der Katze die sexuelle Entwicklungsphase
(Gamogonie) an, die letztendlich zur Bildung der Oozysten fuhrt. Diese werden mit

dem Kot der Katze ausgeschieden und sind zun&chst unsporuliert und nicht infektios.
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Die Sporogonie lauft aul3erhalb der Katze abhangig von der Temperatur und Luft-
feuchtigkeit innerhalb von 1-5 Tagen ab. Die sporulierten Oozysten enthalten zwei
Sporozysten mit je vier Sporozoiten (Dubey und Beattie 1988; Tenter et al. 2000).
Diese infektibsen Oozysten sind sehr resistent gegen ungtnstige Umweltbedingun-
gen und kdnnen 18 Monate im Freien tberleben (Frenkel 2000).

Die Katze ist jedoch auch in der Lage, nach Aufnahme von Tachyzoiten oder Oozys-
ten Oozysten auszuscheiden (Dubey und Frenkel 1972). Anhand der Prapatenzperi-
ode und der Haufigkeit der Oozystenausscheidung kann auf das Stadium geschlos-
sen werden, welches von der Katze aufgenommen wurde. Laut Dubey und Frenkel
(1976) scheiden ungefdhr 50% der Katzen Oozysten nach der Aufnahme von
Tachyzoiten bzw. Oozysten aus und fast alle Katzen nach der Aufnahme von

Gewebezysten.

Endwirt

) 4

Katze Oozysten

Aufnahme von
Oozysten durch
kontaminierte Nahrung
oder aus der Umgebung

Aufnahme von
zystenhaltigem Gewebe
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Aufnahme von \
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Zwischenwirt
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Abbildung 1: Lebenszyklus von Toxoplasma gondii
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1.3 Ubertragung von T. gondii auf Mensch und Tier

T. gondii ist weltweit verbreitet und kann ein breites Wirtsspektrum infizieren. Fir sein
Uberleben und seine Ausbreitung in den verschiedenen Wirten hat der Parasit eine
Vielzahl von Ubertragungsmaoglichkeiten entwickelt. Alle drei infektidsen Stadien
(Tachyzoiten, Bradyzoiten und Oozysten) spielen durch unterschiedliche Ubertra-
gungswege eine Rolle als Infektionsquelle fir Menschen und Tiere.

1.3.1 Oozysten als Infektionsquelle

Die mit dem Kot der Katze in die Umwelt ausgeschiedenen sporulierten Oozysten
stellen eine potentielle Infektionsquelle fir Menschen und andere Zwischenwirte dar,
wobei die Ubertragung horizontal durch Ingestion von Oozysten mit kontaminierten
Lebensmitteln und Wasser oder Inhalation von Oozysten-haltigen Stauben erfolgt.
Nach Erstinfektion kann die Katze nach 3-10 Tagen mehr als 10 Millionen Oozysten
ausscheiden, wahrend bei einer erneuten Infektion der Katze eine Oozystenaus-
scheidung selten ist (Grof3 2004).

Oozysten zeichnen sich durch eine grol3e Umweltresistenz aus und sind somit eine
lange Zeit Uberlebensfahig. Dariiber hinaus sind sie aufgrund ihrer Zystenwand sehr
resistent gegen Desinfektionsmittel (Wainwright et al. 2007). Verschiedene Faktoren,
wie z.B. Wind, Regen und Oberflachenwasser, konnen zur Verbreitung von Oozysten
in der Umwelt beitragen. Dabei spielen auch Regenwtrmer und koprophage Inver-
tebraten eine Rolle (Tenter et al. 2000).

Durch Kontakt mit Oozysten-kontaminiertem Erdboden besteht eine Gefahr der
Infektion von Nutztieren bei der Nahrungssuche, vor allem von Schafen, Ziegen und
Huhnern (Vesco et al. 2007; Lehmann et al. 2006). Eine Studie in den Niederlanden
zeigte, dass bei Freilandhaltung von Schweinen die Mdglichkeit einer T. gondii im
Vergleich zur Stallhaltung erhoht ist (Van der Giessen et al. 2007). Die hohe Sero-
pravalenz von bis zu 92% bei landwirtschaftlichen Nutztieren mit Weidegang in
einigen Regionen der Erde deutet auf eine breite Umweltkontamination mit T. gondii-
Infektion hin (Tenter et al. 2000). In Brasilien wurde die Existenz von Antikérpern
gegen T. gondii bei 60% der sechs- bis achtjahrigen Kinder mit der Ingestion von

Oozysten aus der Umwelt verbunden (Bahia-Oliveira et al. 2001).
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Das Oozystenstadium des Parasiten hat vermutlich auch eine wichtige Bedeutung
als Infektionsquelle fir den Menschen, da die Ubertragung durch den Verzehr von
ungewaschenem, rohem Gemuse oder Obst, das erdnah angebaut wurde, erfolgen
kann (Kapperud et al. 1996). Man kann auch durch den Kontakt mit Oozysten-
kontaminierter Erde (z. B. bei der Gartenarbeit) eine Infektion mit T. gondii bekom-
men. Dartber hinaus kann kontaminiertes Trinkwasser eine Infektionsquelle darstel-
len. Der weltweit grof3te Ausbruch einer akuten Toxoplasmose erfolgte im Jahr 1995
in Vancouver (Kanada), wobei sich 110 Personen mit Oozysten-kontaminiertem
kommunalem Trinkwasser infizierten (Bowie 1997; Eng 1999). Ebenso konnte
gezeigt werden, dass in Gebieten mit unbehandelten Trinkwasser oder geringen
Hygienestandards Oozysten-kontaminiertes Trinkwasser eine wichtige Rolle bei der
Infektion mit T. gondii spielt (Bahia- Oliveira et al. 2003; Ertrug et al. 2005; Sroka
2006; Heukelbach et al. 2007).

1.3.2 Gewebezysten als Infektionsquelle

Bradyzoiten-enthaltende Gewebezysten sind resistent gegeniber proteolytischen
Enzymen (Dubey et al. 1998) und kénnen bei + 4°C bis zu drei Wochen Uberleben.
Durch Erhitzen auf mehr als 67°C oder durch Aufbewahrung bei mindestens — 12°C
werden sie jedoch abgetétet. Die horizontale Ubertragung von T. gondii auf den
Menschen kann daher durch die orale Aufnahme von rohem oder nicht ausreichend
erhitztem, zystenhaltigem Fleisch infizierter Nutztiere erfolgen. Aus einer européi-
schen Multi-Center-Studie geht hervor, dass 30-63% der Toxoplasma-Infektionen
durch den Verzehr von nicht genugend erhitztem Fleisch verursacht werden. Im
Vergleich dazu werden nur 6-17% der Infektionen auf den Kontakt mit kontaminierter
Erde zurickgefihrt (Cook et al. 2000).

Die Pravalenz von Toxoplasmen sowie die Anzahl von Zysten im Gewebe sind
abhangig von der Tierart. Dabei wurde eine vergleichsweise grol3e Anzahl von
Gewebezysten in infizierten Schweinen, Schafen und Ziegen beobachtet, weniger
jedoch bei Geflugel, Kaninchen, Pferden und Wildtieren. Dartber hinaus stellt eine
hohe Seropositivitat in einigen Nutztieren nicht unbedingt eine Infektionsgefahr fur
den Fleischverbraucher dar. Obwohl die Seropravalenz von T. gondii in einigen
Regionen der Erde bei Rindern mehr als 90% betragt, kommen Gewebezysten in

dieser Tierart nur selten vor (Tenter et al. 2000; Dubey und Jones 2008).
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Die Bedeutung von rohem Fleisch als Risikofaktor fur eine Infektion mit T. gondii
hangt von unterschiedlichen Kultur- und Essgewohnheiten der Verbraucher sowie
den geografischen Regionen und der Tierhaltung ab. In Europa und den USA kommt
dem Schweinfleisch aufgrund der Haufigkeit des Verzehrs eine groRe Bedeutung bei
der Ubertragung der Infektion auf den Menschen zu. In Deutschland z.B. betrug der
Konsum von Schweinefleisch im Jahr 2009 pro Kopf 39,0 kg/Jahr, im Vergleich zu
8,5 kg/Jahr von Rind- und Kalbfleisch, 0,6 kg/Jahr pro Kopf von Schaf- und Ziegen-
fleisch und 11,0 kg/Jahr von Geflugelfleisch (nach Schatzung des Bundesmarktver-
bandes fur Vieh und Fleisch). In Landern wie Frankreich und Norwegen dagegen
wurde beschrieben, dass der Verzehr von unzureichend gekochtem Lammfleisch ein
hoheres Risiko fir Menschen darstellt als der Verzehr von Schweinefleisch (Kappe-
rud et al. 1996; Baril et al. 1999).

Beschaftigte der Fleisch-verarbeitenden Lebensmittelindustrie wie z.B. Schlacht-
hausangestellte, Metzger und Jager sind voraussichtlich zusatzlich durch die Aus-
weidung und Fleischbehandlung geféahrdet, sich mit T. gondii zu infizieren. So wurde
in einer Studie in Agypten (lbrahim et al. 1997) und in einer anderen in Brasilien
(Dias et al. 2005) sowie in China (Zhou et al. 2011) gezeigt, dass Schlachthausange-
stellte eine hohe Pravalenz von Antikdrpern gegen T. gondii aufweisen. Dagegen
konnte in einer Studie in Mexiko (Alvarado-Esquivel und Estrada-Martinez 2011)
keine Korrelation zwischen der Beschéaftigung mit ronem Fleisch und der T. gondii-
Seropositivitdt gefunden werden. Der Grund fir diese Unterschiede kann je nach
geographischer Region, Kontrollgruppe, Verwendung von besseren hygienischen
Bedingungen in den Schlachthdusern und Schutzmal3nahmen fir die Schlachthaus-

angestellten variieren.

1.3.3 Tachyzoiten als Infektionsquelle

Eine weitere wichtige Infektionsmdglichkeit ist die vertikale Ubertragung von Ta-
chyzoiten bei einer Erstinfektion in der Schwangerschaft tber die Plazenta auf den
Fotus. In Abhéangigkeit vom Infektionszeitpunkt kann dies zu unterschiedlichen
klinischen Symptomen fuhren. Tachyzoiten kénnen aul3erhalb ihres Wirtes jedoch
nicht Gberleben. Aus diesem Grund spielen sie epidemiologisch bei der horizontalen
Ubertragung eine untergeordnete Rolle.
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Es besteht jedoch das Risiko einer Infektion durch Tachyzoiten-enthaltende Milch. In
der Milch einiger Zwischenwirte, wie z. B. Schafen, Ziegen und Rindern konnten
Tachyzoiten nachgewiesen werden (Dubey und Beattie 1988). Zudem konnte eine
akute Toxoplasmose durch den Konsum unpasteurisierter Ziegenmilch beim Men-
schen beobachtet werden (Skinner et al. 1990). Ebenso wurde eine Toxoplasmose
bei einem gestillten Kleinkind beschrieben, dessen Mutter sich wahrend der Stillzeit
infiziert hatte (Bonametti et al. 1997). Die im Magen vorhandenen proteolytischen
Enzyme sind zwar in der Lage, Tachyzoiten abzutdten, da sie bei Kleinkindern aber
in geringeren Konzentrationen vorhanden sind, besteht bei ihnen ein erhdhtes Risiko
einer durch orale Aufnahme von Tachyzoiten verursachten Toxoplasmose. Des
Weiteren wurden Tachyzoiten im Sputum, Speichel, Urin, Tranen und Sperma von
einigen Zwischenwirten entdeckt (Tenter et al. 2000).

Akzidentielle Infektionen mit Tachyzoiten sind auch durch Organtransplantation (z. B.
Herz, Leber, Niere), Bluttransfusionen oder Laborunfalle moglich (Montoya und
Liesenfeld 2004).

1.4 Die medizinische Bedeutung von T. gondii

Die Toxoplasmose ist eine der haufigsten, Uber die Nahrung Ubertragene parasitare
Krankheit. Welcher Infektionsweg epidemiologisch die grof3te Rolle spielt, ist nicht
bekannt. Ungefahr ein Drittel der Weltbevolkerung hat Antikérper gegen den Parasi-
ten (Tenter et al. 2000). Dabei nimmt die Seropravalenz von T. gondii mit dem
Lebensalter zu, ohne einen grof3en Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern
zu zeigen. In Deutschland nimmt die Seropravalenz pro Lebensjahr um ca. 1% zu
(Grol3 2004). AuBRerdem variiert die Pravalenz zwischen den geographischen
Regionen und den ethnischen Gruppen. In den USA und England betragt die
Seropravalenz etwa 16-40% wahrend sie in Europa, Zentral- und Sudamerika bei
50 - 80% liegt (Dubey und Beattie 1988). Zudem konnten in Nord- und Sideuropa
unterschiedliche Seropravalenzen beobachtet werden. So liegt diese in den sudli-
chen Landern bei etwa 54%, wahrend sie in Nordschweden und Norwegen nur
5 -10% betragt (Evengard et al. 2001).

Die Infektion mit T. gondii verlauft bei immunkompetenten Patienten in der Regel
asymptomatisch, wobei die Zysten im Gewebe lebenslang persistieren kdnnen, ohne

dass der Patient die Infektion je bemerkt. Der Krankheitsgrad einer Toxoplasmose ist
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abhangig von der Virulenz des T. gondii-Stammes und der Anfalligkeit des Wirtes
(Hill et al. 2005).

In ca. 10% der Félle zeigen infizierte Menschen milde Symptome, wie z.B. Fieber,
Erschépfung, Kopfschmerzen und die am haufigsten auftretenden Lymphknoten-
schwellungen, die bis zu 4-6 Monate andauern konnen (Montoya und Liesenfeld
2004). Auch eine okuléare Toxoplasmose kann nach Infektion von Immungesunden
vorkommen. Lange Zeit ging man davon aus, dass eine Retinochorioiditis durch eine
pranatale Infektion hervorgerufen wird (Lebech et al. 1999). Neuere Erkenntnisse
bringen die okulare Toxoplasmose jedoch hauptséachlich mit einer postnatalen
Infektion in Verbindung (Gilbert und Stanford 2000; Holland 2003). Laut Holland
(2003) haben in den USA ca. 2 % der Immungesunden, die sich mit T. gondii infiziert
haben, okulare Symptome (meistens Retinochorioiditis) entwickelt. Retinochorioiditis
kann nach akuter Toxoplasmose sowie auch nach Aktivierung einer latenten Infekti-
on auftreten (Montoya und Remington 1996). Bei Immunkompetenten kénnen aber
auch sehr selten schwere Manifestationen wie Enzephalitis, Hepatitis oder Myokardi-
tis vorkommen (Tenter et al. 2000).

Die Toxoplasmose stellt bei einer Priméarinfektion wahrend einer Schwangerschaft
ein grofRes klinisches Problem dar, da in diesem Fall eine Gefahrdung fur den Fotus
besteht. Dabei wird der Parasit Uber die Plazenta Ubertragen und kann zu schweren
intrauterinen Schadigungen oder Spétfolgen fuihren. Eine unbehandelte Erstinfektion
wahrend der Schwangerschaft kann bei ca. 50% der Frauen zu einer konnatalen
Infektion fihren, wobei die Inzidenz der pranatalen Infektion weltweit 0,12-2% betragt
(Grol3 2004).

Das Risiko der diaplazentaren Ubertragung und die Mdoglichkeit der klinischen
Manifestation beim Kind sind wesentlich vom Zeitpunkt der maternalen Infektion
wahrend der Schwangerschaft abhangig (Grof3 2004). So ist das Risiko der Infekti-
onsubertragung auf den Fotus im 1. Trimenon mit 10-15% am geringsten und im
3. Trimenon mit 60-90% am hdéchsten (Remington et al. 2006). Je friher jedoch eine
Erstinfektion wahrend einer Schwangerschaft auftritt, desto schwerer sind die
klinischen Symptome. Zudem konnen Infektionen im 1. Trimenon zu einem Abort
fuhren, wahrend Infektionen im 2. Trimenon zu Gehirnschédigungen mit Hydroze-
phalus, intrazerebralen Verkalkungen und/oder Retinochorioiditis fihren kénnen. Die

meisten Kinder, die kurz vor der Geburt infiziert werden, sind bei der Geburt asymp-



Einleitung 9

tomatisch, aber ca. 80-90% von ihnen kdnnen bis zum 20. Lebensjahr eine Re-
tinochorioiditis entwickeln (Koppe et al. 1986).

Eine Toxoplasma-Infektion ist des Weiteren von grof3er Bedeutung bei immunsupp-
rimierten Patienten. Dabei handelt es sich in der Regel um eine Reaktivierung der
latenten Infektion, welche zu zerebraler oder systemischer Toxoplasmose flhren
kann. Gleichzeitig gehért die T. gondii-bedingte Enzephalitis zu den haufigsten
klinischen Symptomen bei AIDS-Patienten (Luft et al. 1983). Dabei erhéht sich das
Risiko einer Reaktivierung deutlich, wenn die CD4*-T-Lymphozyten auf unter 100/pl
abnehmen. Etwa ein Drittel der HIV-Patienten, die IgG-Antikorper gegen T. gondii
besitzen, entwickeln eine solche Toxoplasma-bedingte Enzephalitis (Walker und
Zunt 2005), die somit eine der haufigsten Todesursachen bei AIDS-Patienten
darstellt. In den USA sterben ungeféahr 10% und in Europa bis zu 30% der AIDS-
Patienten an Toxoplasmose (Luft und Remington 1992). Allerdings ist infolge der
Verwendung von hochaktiven antiretroviralen Therapien (HAART) T. gondii-
assozierte Mortalitat bei AIDS-Patienten deutlich gesunken (Samuel et al. 2002;
Jones et al. 2002; Hooshyar et al. 2007).

Ebenso wurde eine schwere klinische Toxoplasmose bei Krebspatienten beobachtet,
die unter einer immunsuppressiven Therapie standen oder eine Organtransplantation
erhielten (Schaffner 2001).

1.5 Diagnostik

Die Diagnose einer Infektion mit T. gondii erfolgt entweder indirekt durch verschiede-
ne serologische Verfahren oder direkt durch Nachweis des Parasiten mit Hilfe von
Mausinokulation, Zellkultur oder Nachweis von DNA mittels der Polymerasekettenre-
aktion (PCR)-Technik aus unterschiedlichen Korperflissigkeiten und Geweben
(Montoya und Liesenfeld 2004).

Mit Hilfe von serologischen Verfahren kann zwischen akuten und chronischen
Infektionen unterschieden werden. So lassen sich IgM-Antikérper nach einer Woche
und IgG-Antikérper nach ca. 1-2 Wochen nach Infektion nachweisen. Nur IgG-
Antikorper konnen lebenslang nachgewiesen werden. Das Immunsystem des
Patienten und auch die eingesetzte Untersuchungsmethode kénnen Einfluss auf den

Nachweis dieser Antikorper haben.
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Zu den serologischen Methoden gehdrt der Sabin-Feldman-Dye-Test, der im Jahr
1948 von Albert Sabin und Harry Feldman entwickelt wurde (Sabin und Feldman
1948). Der Test war ein wichtiges epidemiologisches Mittel zur Bestimmung der
Pravalenz der Toxoplasma-Infektion und galt fur Jahre als Gold-Standard zum
Nachweis von T. gondii. Das Prinzip des Testes beruht auf der Verhinderung der
Farbung lebender Toxoplasmen mit Methylenblau, wenn sich in Patientenserum
spezifische Antikérper gegen T. gondii befinden. Aufgrund der Notwendigkeit leben-
der Toxoplasmen wird der Sabin-Feldman-Test zurzeit nur in wenigen Laboren
verwendet.

Fur die Toxoplasma-Diagnostik in der Humanmedizin werden heutzutage meist
verschiedene Methoden verwendet wie z.B. der indirekte Immunfluoreszenz-
Antikorper-Test (IFAT), der den Nachweis von IgG-, IgM-, und IgA-Antikérpern
ermdglicht. Au3erdem gibt es verschiedene Agglutinationstests wie z.B. den Hamag-
glutinationstest (HAT), den Latexagglutinationstest (LAT) und den direkten Agglutina-
tionstest (DAT) zum Nachweis von T. gondii-spezifischen Antikérpern. Darlber
hinaus ist der Enzym-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) eine haufig eingesetzte
Methode, der ebenfalls den Nachweis von den verschiedenen spezifischen Antikor-
pern (IgG, IgM und IgA) erlaubt.

Die erfolgreichste Methode fir den direkten Erregernachweis stellt heutzutage die
PCR dar, bei der T. gondii -spezifische Primer verwendet werden. So kann mittels
PCR eine konnatale (Grover et al. 1990), okulare (Montoya et al. 1999), zerebrale
und disseminierte Toxoplasmose (Dupouy-Camet et al. 1993) diagnostiziert werden.
Die pranatale Toxoplasmose wird mittels Ultraschalluntersuchung oder durch PCR-

Analyse aus Fruchtwasser oder fetalem Blut nachgewiesen.
1.6 Therapie und Pravention

Eine Behandlung der asymptomatischen Infektionen bei Immunkompetenten ist in
der Regel nicht erforderlich. Die Therapie erfolgt bei einer Erstinfektion im Verlauf der
Schwangerschaft bis zur 16. Schwangerschaftswoche mit Spiramycin, gefolgt von
einer Therapie bestehend aus Pyrimethamin und Sulfadiazin. Zudem wird zusétzlich
Folinsdure verabreicht, um Schaden am Knochenmark zu vermeiden. Dabei kann
diese Therapie in Kombination mit regelmafigen Verlaufsuntersuchungen der Kinder

zur Verminderung der plazentaren Ubertragung des Parasiten und des Krankheits-
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grades bei Neugeborenen fiuhren (Grof3 2004; Hotop et al. 2012). Eine ahnliche
Behandlung mit den drei genannten Medikamenten ist fir die konnatale und reakti-
vierte Toxoplasmose, bei einer Retinochorioiditis und einer Enzephalitis angezeigt
(Montoya und Liesenfeld 2004). Eine Retinochorioiditis kann auferdem mit
Clindamycin oder Cotrimoxazol therapiert werden (Grof3 2004).

Um eine Infektionen mit T. gondii beim Menschen zu vermeiden, haben Praventi-
onsmalnahmen — besonders bei schwangeren Frauen und immmunsupprimierten
Patienten — eine grof3e Bedeutung. Dazu zahlt, Fleisch vor dem Verzehr ausreichend
zu erhitzen, die Hande nach dem Kontakt mit rohem Fleisch zu waschen, Gemise
und Obst grundlich zu waschen und Kontakt mit Katzen sowie mit Katzenkot-

kontaminierter Erde zu vermeiden.
1.7 Die Pravalenz von T. gondii im Schwein

Die Aufnahme von Toxoplasma-Zysten durch Verzehr von rohem oder unzureichend
erhitztem Fleisch oder Fleischprodukten verschiedener Nutztiere (besonders
Schweine, Schafe und Geflugel) stellt eine bedeutende Infektionsquelle mit T. gondii
fur den Menschen dar. In Deutschland z.B. haben Schweine und Huhner vermutlich
eine groRe Bedeutung in der Ubertragung des Erregers auf den Menschen.

Die Toxoplasmose bei Schweinen tritt weltweit auf. In vielen Landern wird bevorzugt
Schweinefleisch verzehrt und in Europa und den USA wird kontaminiertes Schweine-
fleisch daher als Hauptquelle fur Infektion des Menschen mit T. gondii angesehen
(Tenter et al. 2000). Schweine sind als Fleischlieferanten in verschiedenen Landern
der Erde von groRer wirtschaftlicher Bedeutung. Die Pravalenz von T. gondii bei
Schweinen ist abhangig von verschiedenen Faktoren wie z.B. den Hygienemal3nah-
men, der Haltung und dem Alter der Tiere. Aufgrund von wesentlichen Anderungen
in den landwirtschaftlichen Produktionsanlagen, die unter besseren hygienischen
Verhaltnissen arbeiten und Katzen und Kleinnager aus der Schweinehaltung fernhal-
ten, wurde die Toxoplasma-Infektion der Schweine in den letzten Jahrzehnten
gesenkt. Untersuchungen in verschiedenen Landern zeigten, dass die Seropravalenz
von T. gondii bei Mastschweinen aus Intensivhaltungsbetrieben unter 10% betragt
(Tenter et al. 2000).

Schweine in Freilandhaltung haben aufgrund des starkeren Kontaktes mit Toxoplas-

ma-Oozysten in der Umwelt ein hoheres Risiko, sich mit dem Parasiten zu infizieren
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im Vergleich zu intensiv gehaltenen Tieren. In einer niederlandischen Studie von
Kijlstra et al. (2004) wurden 1916 Schweineseren mittels Latexagglutinationstest
(LAT) und Immunofluoreszenz-Antikoérper-Test (IFAT) getestet. Diese Untersuchun-
gen ergaben, dass 1,2% der Tiere aus 6kologischer Haltung bzw. 4,7% der Tiere aus
Freilandhaltung positiv reagierten, wahrend alle Tiere aus Intensivhaltungsbetrieben
seronegativ waren. In Deutschland dagegen waren alle Schweine aus 0kologischer
Haltung seronegativ, wahrend Schweine aus Freilandhaltung eine Seropravalenz von
15,2% aufwiesen (Schulzig und Fehlhaber 2005). Zudem konnten Weigel et al.
(1995) zeigen, dass die Seropravalenz abhangig vom Alter der Tiere ist. So war die
Infektionsrate in lllinois (USA) bei Mastschweinen mit 3,1% deutlich geringer gegen-
Uber 20,8% bei den Zuchtsauen. In Deutschland zeigte eine Studie ahnliche Ergeb-
nisse: hier betrug die Préavalenz bei Mastschweinen 3,9% und bei Sauen 31,6%
(Ludewig et al. 2007).

Obwohl die Umstellung zu modernen Produktionsanlagen mit hoherem Hygienestan-
dard die Infektionen mit T. gondii bei Schweinen reduziert hat, fuhrt die zunehmende
Tendenz zu tierfreundlichen Haltungsformen zu einem erneuten Anstieg der Toxo-
plasmoseprévalenz bei Schweinen (Kijlstra et al. 2004; van der Giessen et al. 2007).

Ein haufiger Ubertragungsweg der Infektion mit T. gondii auf den Menschen in vielen
Landern ist der Verzehr von rohem oder ungentigend erhitztem Schweinfleisch oder
den daraus hergestellten Produkten. Die Verteilung der Gewebezysten sowie die
Zystenanzahl in jedem Gewebe spielen auch eine Rolle bei der Ubertragung der
Infektion. Dabei ist vor allem von Bedeutung, welche Organe am haufigsten Gewe-
bezysten enthalten und ob diese Organe essbar sind oder nicht. Nach einer Infektion
bilden sich im Zuge der Aktivierung des Immunsystems Gewebezysten im Wirt aus.
In welche Gewebe sich der Parasit ausbreitet und welche Organe bevorzugt befallen
werden, ist abhangig von der Tierart. Dubey (2009) konnte zeigen, dass lebende
Parasiten bei Schweinen am héaufigsten aus dem Gehirn, dem Zungenmuskel, dem
Herz und dem Zwerchfellmuskel isoliert werden konnten. Eine Studie von Dubey
(1988) zur Persistenz und Verteilung des Erregers in Geweben experimentell mit
Oozysten infizierter Schweine zeigte, dass der Parasit im Gewebe von Schweinen
bis zu 875 Tage nach der Infektion persistieren konnte. Die Untersuchungen ergaben
weiterhin, dass T. gondii bei 14 von 16 Tieren nachgewiesen werden konnte. Dabei
wurde T. gondii bei 11 Tieren im Herzen, bei 10 Tieren in der Zunge, bei 12 Tieren

im Gehirn und bei 6 Tieren im Zwerchfellmuskel nachgewiesen. Bei 5 von 16
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Schweinen wurden lebende Toxoplasmen aus kommerziell vermarkteten Fleischsti-
cken (Schulter, Schwanz, Schalrippchen, Keule) isoliert (Dubey 1988). Des Weiteren
konnte lebende Parasiten aus 13 von 149 Schweinewdrsten isoliert werden (Dias et
al. 2005). Zudem konnte der Erreger in Japan aus 57 von 101 Lymphknoten chro-
nisch infizierter Schweine isoliert werden (Zakimi et al. 2006).

1.8 Die Pravalenz von T. gondii im Huhn

Huhner werden in vielen Landern als eine bedeutende Quelle fir Humaninfektionen
mit T. gondii angesehen. Weil sie auch eine wesentliche Infektionsquelle fur Katzen
darstellen, die die umweltresistenten Oozysten ausscheiden, spielen Huhner eine
wichtige Rolle in der Epidemiologie der Infektion von T. gondii (Dubey 2010).
Weltweit wurde die Toxoplasmose des Huhns sowohl bei Freilandhihnern als auch
bei Kéafighaltung untersucht. Dabei hat die Infektion bei Freilandhaltung eine grofl3e
Bedeutung aufgrund der Essgewohnheiten der Hiihner. Hitlhner nehmen die Nahrung
vom Boden auf, was als Indikator fur die Kontamination von Boden mit T. gondii-
Oozysten verwendet werden kann (Dubey 2010). In vielen Landern wiesen Studien
zur Seropravalenz bei Freilandhiihnern eine hohe Infektionsrate nach; so lag diese
z.B. in Brasilien bei 39% im Jahr 2002 (Dubey et al. 2002) und im Jahr 2006 sogar
bei 66% (Dubey et al. 2006; Aigner et al. 2010). In einer weiteren Studie konnten die
Autoren mittels modifiziertem Agglutinationstest (MAT) Antikérper gegen Toxoplasma
gondii bei 129 (65%) von 198 Freilandhihnern nachweisen, wobei mittels Bioassay
der Erreger im Gewebe 86 von 198 Huhnern untersucht wurde und bei 61 (70,9%)
davon im Fleisch nachgewiesen werden konnte (da Silva et al. 2003).

Neben dem serologischen Nachweis von T. gondii bei Hihnern wurde teilweise auch
die Infektionsverteilung im Gewebe bestimmt. AuRerdem wurde ermittelt, welche
Organe vom Parasiten bevorzugt besiedelt wurden. Dabei weisen mehrere Studien
darauf hin, dass das Herz und das Gehirn zu den Organen gehoren, die bevorzugt
von T. gondii besiedelt werden (Dubey et al. 1993; Aigner et al. 2010; Yan et al.
2010).

In einem Ubersichtsartikel von Dubey (2010) wurden Ergebnisse aus verschiedenen
Landern in Sidamerika, den USA und Portugal zusammengefasst, die die Verteilung
der lebenden Parasiten in Gewebe naturlich infizierter Freilandhihner darstellten.

Insgesamt wurden dabei 149 Tiere durch Bioassays in der Maus untersucht, wobei
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das Herz mit 89,5% am héaufigsten betroffen war, gefolgt vom Gehirn mit 49,2% und
dem Oberschenkel mit 44,1%. Der Brustmuskel war mit 18,6% am wenigsten
betroffen. Diese Erkenntnisse sind insofern interessant, weil T. gondii auf Basis von
Studien mit Nagern als neurotroper Parasit gilt.

Im Vergleich zu Freilandhaltung ist die Pravalenz von lebenden Toxoplasmen bei
Huhnern aus Kafighaltung oder Schlachthéfen niedriger und somit das Risiko einer
Infektion durch den Verzehr dieses Fleischs ebenfalls geringer (Dubey 2010).
Obwohl in einigen Studien erwahnt wurde, dass T. gondii aus Organen wie Eierstock
und Eileiter naturlich infizierter Hiahner isoliert werden konnte (Jacobs und Melton
1966; Foster et al. 1969), ist die Wahrscheinlichkeit einer Toxoplasma-Infektion

durch den Verzehr von rohen Hihnereiern eher gering.

1.9 Ziel der Arbeit

Die Toxoplasmose ist eine der wichtigsten Lebensmittel-tbertragenen Infektions-
krankheiten. Der Verzehr von rohem oder unzureichend erhitztem Toxoplasma-
Zysten-haltigem Fleisch von Nutztieren spielt eine groRe Rolle bei der Ubertragung
des Erregers auf den Menschen. In Deutschland kénnten Schwein und Huhn dabei
die groRte Bedeutung besitzen. Die Anzahl von T. gondii-Zysten und die Pradilekti-
onsstellen des Erregers im Wirtsgewebe variieren jedoch von Tierart zu Tierart. Der
Erreger scheint aber besonderes haufig im Zentralnervensystem (ZNS), Skelettmus-
kulatur, Auge und Herz zu persistieren. Allerdings ist die Persistenz von Toxoplasma
in Muskulaturgewebe (besonderes Skelettmuskulatur) in infizierten Schweinen und
Huhnern wenig untersucht. Deshalb war das Ziel dieser Arbeit, die Verteilung von
Toxoplasma gondii in verschiedenen Geweben von infizierten Schweinen und
Huhnern zu bestimmen. Dazu sollten Gewebeproben von experimentell mit T. gondii
infizierten Tieren mittels quantitativer PCR auf Parasiten-DNA untersucht werden und
die Parasitenbelastung quantifiziert werden. Auch sollte eine Methode zur Bestim-
mung der Viabilitdt von Parasiten in Wirtsgewebe etabliert werden. Bei diesen
Untersuchungen war besonderes die Bedeutung von Skelettmuskulatur von Schwei-
nen und Huhnern fur die Persistenz des Parasiten von Interesse. Dadurch sollte ein
Beitrag geleistet werden, die Bedeutung von Toxoplasma-Persistenz in Skelettmus-

kulatur von Schweinen und Hiihnern zu bestimmen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Agarosegelelektrophorese

Geldokumentationsanlage

LightCycler I
Mikroskope

Nano-Drop

Pipetten
Thermocycler
Thermomixer
Vortexer

Waagen

Zahlkammer

Zentrifugen

2.1.2 T. gondii

NTE-Stamm (Typ II)
DX-Stamm (Typ II)

maus-avirulent

maus-avirulent

Keutz Labortechnik, Reiskirchen
BioDocll, Biometra, Gottingen
Roche, Mannheim

Axiostar plus, Zeiss

Model DM IL, Leica, Wetzlar
Modell1000, Thermo Scientific,
Schwerte

Reference, Eppendorf, Hamburg
Modell T3, Biometra, Gottingen
Modell compact, Eppendorf, Hamburg
Reax Top, Heidolph, Kelheim
LP6200 S, Sartorius, Gottingen
CP224 S, Sartorius, Gottingen
Neubauer, Roth, Karlsruhe

Modell 5424, Eppendorf, Hamburg
IK 15, Sigma, Osterode am Harz
Megafuge 2.0, Heraeus, Hanau

Megafuge 2.0 RS, Heraeus, Hanau

(Grof3 et al.1991)
(Dzitko et al. 2006)
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2.1.3 Tiergewebe

NMRI-Maus (Mus musculus) eigene Zucht, Institut fir Medizinische
Mikrobiologie, Géttingen

Schwein (Sus scrofa domestica) Institut fir Parasitologie, Tierarztliche Hochschule,
Hannover

Huhn (Gallina gallus domesticus) Institut fir Parasitologie, Tierarztliche Hochschule,

Hannover

2.1.4 Genomische DNA-Praparationen von Coccidia-Parasiten

Neospora caninum Institut fur Parasitologie, Tierérztliche Hochschule, Hannover
Sarcocystis gigantea  Institut fur Parasitologie, Tierarztliche Hochschule, Hannover

Besnoitia besnoiti Institut fur Parasitologie, Tierarztliche Hochschule, Hannover
Neospora caninum Institut fur Epidemiologie, Wusterhausen
Besnoitia besnoiti Institut fur Epidemiologie, Wusterhausen

Hammondia hammondi, Institut fir Epidemiologie, Wusterhausen

Isospora canis Institut fur Epidemiologie, Wusterhausen
Isospora felis Institut fur Epidemiologie, Wusterhausen
Toxoplasma gondii Institut fir medizinische Mikrobiologie, Gottingen
2.1.5 Kits

Genomische DNA-Isolierung
QIA Amp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden
RNA-Isolierung

Gen Elute Mammalian Total Sigma-Aldrich, Mlinchen
RNA Mini Kit

Reverse Transkription

Sensiscript Reverse Transcriptase Qiagen, Hilden
Real-time PCR-Kit

LightCycler FastStart DNA Roche, Mannheim

MasterPus SYBR Green | Kit
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DNA-Aufreinigung

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

2.1.6 Primer

Die Sequenzen fiur die PCR-Primer-Paare wurden aus der Literatur ausgewahlt und

von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Vor Gebrauch wurden sie mit H20-Bidest in

einer Konzentration von 50 uM gel6st, aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Folgende

Primer wurden in dieser Arbeit eingesetzt:

Nachweis des 529-bp-Fragments von T. gondii

Bezeichnung Sequenz 5'—-3' Referenzen
Toxo9_for AGGAGAGATATCAGGACTGTAG Reischl et al. 2003
Toxoll rev GCGTCGTCTCGTCTAGATCG

Toxo4_for CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG Homan et al.1999
Toxo5_rev CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT

Nachweis des B1-Gens von T.gondii

Bezeichnung Sequenz 5'—-3' Referenzen
Tgl for AAAAATGTGGGAATGAAAGAG Jalal et al. 2004
Tg2_rev ACGAATCAACGGAACTGTAAT

Tg.nested1_for CGCTAATGTGTTTGCATAGG Jalal et al. 2004

Tg.nested2_rev GGCACGTCTCTTGTTCTTCT

Nachweis des universellen Coccidia-Gens ,,small-subunit rRNA"

Bezeichnung Sequenz 5'—-3' Referenzen
Cocl_for AAGTATAAGCTTTTATACGGCT Schares et al. 2008
Coc2_rev CACTGCCACGGTAGTCCAATAC

Nachweis des Actin-Gens von T. gondii

Bezeichnung Sequenz 5'—3'

Referenzen

TgActin_for TGGCAACGAGCGATTCCGCTG

TgActin_rev GTTCCTTGGTCAGCCTCTCGCC

Lider, personliche

Mittelung
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Nachweis des Sagl-Gens von T. gondii

Bezeichnung Sequenz 5'—-3' Referenzen
sagl_for ATCGCCTGAGAAGCATCACTG Fux et al. 2007
sagl_rev CGAAAATGGAAACGTGACTGG

Nachweis des Bagl-Gens von T. gondii

Bezeichnung Sequenz 5'—3' Referenzen
bagl_for GACGTGGAGTTCGACAGCAAA Fux et al. 2007
bagl_rev ATGGCTCCGTTGTCGACTTCT

2.1.7 Chemikalien und Reagenzien

Substanz Bezugsquelle/Ort

Agarose Roth/Karlsruhe

dNTPs Roche, Mannheim
Ethidiumbromid Sigma / Deisenhofen
GeneRuler 1kb DNA-Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot
PBS Biochrom, Berlin

RNasin Promega, Medison

Tag-Polymerase Roche, Mannheim
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2.2 Methoden

2.2.1 Experimentelle Infektion von Schweinen und Huihnern mit

T. gondii und Gewinnung von Gewebeproben

Die Infektion der Schweine und Huhner, Gewinnung und Untersuchung der Seren,
Toten der Tiere und Gewinnung von Gewebeproben wurden im Institut fur Parasito-
logie, Tierarztliche Hochschule Hannover (Arbeitsgruppe von Prof. A. Tenter)
durchgeftihrt. Dort wurden die Tiere oral mit verschiedenen Infektionsdosen von
Toxoplasma Oozysten (DX-Stamm, Typ Il) experimentell infiziert.

Fur die vorliegende Arbeit wurden im ersten Infektionsversuch 8 Huhner verwendet,
die mit verschiedenen Infektionsdosen von Toxoplasma Oozysten infiziert wurden,
wovon 2 Hihner mit 1 Million Oozysten, 2 Hihner mit 100.000 Oozysten, 2 Hihner
mit 10.000 Oozysten und 2 Hihner mit 1.000 Oozysten oral infiziert wurden.

Im zweiten Infektionsversuch wurden 12 Tiere verwendet, davon waren 4 Hihner mit
10 Million Oozysten, 4 Huhner mit 1 Million Oozysten, 2 Hihner mit 100.000 Oozys-
ten und 2 Hihner mit 10.000 Oozysten oral infiziert. Als Negativkontrolle wurden 4
Huhner (K1, K2, K3 und K4) verwendet, die nicht infiziert wurden.

Um Toxoplasma gondii DNA im Gewebe der infizierten HUhner nachzuweisen,
wurden die Tiere 49 Tage (Huhner des ersten Infektionsversuchs) bzw. 86 Tage
(Huhner des zweiten Infektionsversuchs) nach der Infektion dekapitiert, prapariert
und jeweils mehrere Gewebeproben von Herz, Brustmuskel, Oberschenkelmuskel
und Gehirn von jedem Huhn gewonnen. Alle Proben wurden mit dem Skalpell und
der Pinzette zerkleinert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlie3end bei
-80°C oder in flissigem Stickstoff gelagert.

Fur die Versuche mit experimentell infizierten Schweinen wurden 11 Tiere verwen-
det, wovon 10 infiziert und 1 nicht infiziert war (Negativkontrolle: Schwein Nr.19).
Dabei wurden 4 Schweine mit 1 Million Toxoplasma Oozysten, 3 mit 100.000
Oozysten und 3 mit 1.000 Oozysten oral infiziert. 110 Tage nach der Infektion
wurden die Tiere durch Kopfschuss getotet und jeweils mehrere Gewebeproben von
Herz, Oberschenkelmuskulatur, Zunge, Bauchmuskulatur, Vorderbeinmuskel und
Gehirn gewonnen. Gewebeproben der Schweine wurden wie bei Hilhnern gelagert.
Fur die serologischen Untersuchungen der Tiere wurden Vollblutproben an unter-

schiedlichen Tagen nach Infektion bis zum Schlachttag abgenommen, zentrifugiert,
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Seren gewonnen und Antikorpertiter gegen T. gondii bestimmt. Bei Schweinen
wurden die Seren mittels Enzym-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) auf spezifi-
sche Antikoérper gegen Toxoplasma untersucht. Die Huhnerseren wurden mit Hilfe
des Direktagglutinationstests (Toxoscreen DA von BioMerieux) untersucht, der
spezifische Toxoplasma-Antikorper (IgG) im untersuchten Serum durch Agglutination

mit dem im Test verwendeten Formalin-fixierten T. gondii-Antigen nachweist.

2.2.2 Zellkultur von T. gondii und Parasitenisolierung

T. gondii-Tachyzoiten des NTE-Stammes wurden in murinen L929-Fibroblasten
vermehrt. Die Kultur erfolgte in 12-Loch-Zellkulturschalen, wobei Suspensionen von
Wirtszellen und Toxoplasmen in unterschiedlichen Verhaltnissen gemischt wurden.
Als Nahrmedium wurde je Loch etwa 1,5 ml Roswell Park Memorial Institut Medium
1640 (RPMI), mit 1% foetalem Kalberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin zugegeben. Zellkulturen wurden bei 37°C, 5% CO:2 und gesattigter
Wasserdampfatmosphére inkubiert.

Fur Versuche mit Tachyzoiten wurden diese nach Lyse der Wirtszellen aus Zellkultu-
ren isoliert. Durch Zentrifugieren bei 34 x g fur 5 min wurden die Wirtszellen von den
Parasiten abgetrennt und daraufhin die Toxoplasmen aus dem Uberstand bei
1300 x g fur 10 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 10 ml Phosphat-gepufferter
Kochsalzlosung (PBS-Puffer) gewaschen und erneut bei 1300 x g fur 10 min zentri-
fugiert. Anschlieend wurden die isolierten Toxoplasmen in einer Neubauer-
Zahlkammer ausgezahlt, danach wurden verschiedenen Toxoplasma-Mengen in

PBS-Puffer suspendiert und bis zur Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.3 Gewinnung von Mausgewebe

Nicht infizierte NMRI-Mause wurden mit Hilfe von CO:2 getttet, prapariert und
Gewebe wie Gehirn und Oberschenkelmuskulatur entnommen. Diese wurden mit
dem Skalpell zerkleinert und in Portionen zu 25 mg abgewogen. AnschlielRend wurde
das Mausmuskelgewebe und Hirngewebe mit den bereits vorbereiteten, aufgetauten
Toxoplasmen in Reaktionsgefaf3e Uberfuhrt. Diese Proben (T. gondii und Mausge-

webe) wurden bis zur DNA-Aufreinigung bei -20°C gelagert.
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2.2.4 Etablierung einer Standardkurve fur quantitative PCR

Zur Quantifizierung der Parasiten mittels quantitativer PCR wurden einerseits
isolierte Toxoplasmen ohne Gewebe und andererseits inokuliertes Mausgewebe mit

verschiedenen Toxoplasma-Mengen verwendet.

2.2.5 Isolierung genomischer DNA

Am Tag der Bearbeitung wurden die Gewebeproben von Schwein und Huhn nach
dem Auftauen mit dem Skalpell zerkleinert, in Portionen zu 25 mg abgewogen und
danach in Reaktionsgefalie tuberfuhrt.

Die Aufbereitung der abgewogenen Proben (Tiergewebe/ inokulierte Mausgewebe
mit Toxoplasmen, isolierte Toxoplasmen) erfolgte mit Hilfe des QIA AmpR DNA Mini
Kits (Qiagen) nach Angabe des Herstellers zur DNA-Extraktion aus Geweben. Hierfur
wurden 180 pl ATL-Puffer und 20 ul Proteinase K-Lésung zu den abgewogenen
Proben gegeben, gevortext und bei 56°C im Thermomixer unter dauerhaftem
Schitteln inkubiert. Nach vollstandiger Lyse wurden 200 pl AL-Puffer zugesetzt und
bei 70°C fur 10 min inkubiert, danach wurden 200 pl Ethanol (96-100%) zu dem
Gemisch gegeben. Anschlie3end wurde die DNA an eine QIAmp Spin-Saule durch
Zentrifugation bei 6.000 x g fur 1 min gebunden. Nach mehreren Waschschritten
wurde die DNA mit 200 ul AE-Puffer, Inkubation bei Raumtemperatur fur 1 min und
Zentrifugation bei 6.000 x g fur 1 min eluiert. Anschlie3end wurde die isolierte DNA
fur real-time PCR eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

2.2.6 RNA-Isolierung

Die RNA wurde aus Gewebe bzw. Toxoplasmen mittels des GenElute™ Mammalian
Total RNA Miniprep Kits (Sigma) nach Angaben des Herstellers isoliert. Fur die RNA-
Isolierung aus in Zellkultur gehaltenen Toxoplasmen wurden diese zunéachst bei
3000 x g fur 5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurden zum Pellet 250 pl Lysepuffer
mit 10 pl/ml 2-Mercaptoethanol gegeben und gemischt. Bei RNA-Isolierung aus
Gewebe wurden diese mit 300 pl Lysepuffer mit 10 pl/ml 2-Mercaptoethanol homo-
genisiert. Zur vollstandigen Lyse wurden 590 pl RNase-freies Wasser mit 10 pl
Proteinase K-Losung zugesetzt und bei 55°C fur 30 min inkubiert. AnschlieRend
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wurde das Lysat (Toxoplasmen, Gewebe) in eine blaue Filtratsaule tberfihrt und far
2 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Zum Filtrat wurde Ethanol (Toxoplasmen: 250 pl
70%; Gewebe: 450 pl 95-100%) gegeben und gemischt. Die Lysat/Ethanol-Mischung
wurde auf eine Nukleinsédure-bindende Saule Ubertragen, 1 min bei 14.000 x g
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Danach wurde 500 pl Waschpuffer 1 auf
die Bindesaule gegeben und 1 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Die Bindesaule wurde
in neues Reaktionsgefall Uberfuhrt, 500 ul Waschpuffer 2 auf die Saule gegeben und
1 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Wasch-
schritt mit Waschpuffer 2 wurde wiederholt. Zur Entfernung von maoglichen Etha-
nolriickstanden erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 14.000 X g fur 1 min. An-
schlieBend wurde die Bindesaule in neues Reaktionsgefal Uberfuhrt und die RNA
mit 50 pl Elutionspuffer und Zentrifugation bei 14.000 x g fur 1 min eluiert.

Die RNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Nano Drop Photospektrometers be-
stimmt und bis zum Einsatz bei - 80°C gelagert.

2.2.7 Reverse Transkription

Die isolierte RNA wurde mittels des Sensiscript Reverse Transkription Kits (Qiagen)
in cDNA umgeschrieben. Die RT-Losungen und die RNA-Proben wurden auf Eis
nach dem folgenden Schema pipettiert, gemischt und bei 37°C fir 90 min inkubiert.

Anschlielend wurde die resultierende cDNA mittels des PCR Purification Kits

(Qiagen) gereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2 pl 10 x RT-Puffer

2 ul dNTPs, 5 mM pro dNTP

0,4 ul Oligo-dT-Primer 50 uM

1l RNasin 10 U/ul

1pl Sensiscript Reverse Transkriptase

50 ng RNA-Template

ad 20 pul RNase-freies Wasser
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2.2.8 Quantitative real-tim Polymerasekettenreaktion

2.2.8.1 Prinzip

Das Prinzip der konventionellen Polymerasekettenreaktion (PCR) beruht auf der
Amplifikation eines definierten DNA-Abschnittes. Der PCR-Prozess besteht aus
mehreren Zyklen und jeder Zyklus enthalt drei Reaktionsschritte. Im ersten Schritt
(Denaturierung) wird der DNA-Doppelstrang durch Erhitzen in Einzelstrange ge-
trennt. Die spezifische Primer lagern sich im zweiten Schritt (Annealing) durch
Absenken der Temperatur an die DNA-Einzelstrange an. Im dritten Schritt wird die
Temperatur erhéht und die hitzestabile Tag-Polymerase verlangert die Primerse-
quenzen, wodurch der DNA-Abschnitt verdoppelt wird. Durch Wiederholung dieser
drei Schritte verdoppelt sich idealerweise die Kopienanzahl des amplifizierten,
definierten DNA-Abschnitts bei jedem Zyklus.

Die quantitative real-time PCR ist eine Methode, die auf dem Prinzip der konventio-
nellen (PCR) beruht. Dabei kombiniert diese Technologie die DNA-Amplifikation mit
der Quantifizierung des Produktes mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen wie SYBR
Green in einem einzigen Reaktionsgefal3.

Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Am Anfang
des PCR-Laufs ist die Fluoreszenz meist nicht nachweisbar, weil die Templatekon-
zentration noch gering ist. Der PCR-Zyklus, an dem das Fluoreszenzsignal signifikant
steigt, stellt den so genannten Crossing Point (CT-Wert) dar, am Ende des Laufs wird
anhand der erhaltenen Fluoreszenzsignale (CT-Werte) die Quantifizierung in der
exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. Nur in der exponentiellen Phase ist
eine korrekte Quantifizierung mdoglich, weil wahrend dieser Phase optimale Reakti-
onsbedingungen herrschen und keine limitierenden Faktoren vorhanden sind.
Zusatzlich kénnen bekannte Templatemengen amplifiziert und daraus eine Stan-
dardkurve erstellt werden, anhand derer die gesuchten Templatekonzentration
bestimmt werden kann.

In dieser Arbeit wurde die quantitative real-time PCR unter anderem genutzt, um
Toxoplasma-DNA im Gewebe von experimentell infizierten Schweinen und Hihnern

nachzuweisen und anhand einer Standardkurve zu quantifizieren.
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2.2.8.2 Durchfuhrung der real-time PCR

Far Nachweis und Quantifizierung von T. gondii-DNA in isolierter Parasiten oder
Gewebeproben wurde das 529-bp-repetitive DNA-Fragmente durch real-time PCR-
Technologie im LightCycler nachgewiesen. Aul3erdem wurde auch mittels real-time
PCR Coccidia-DNA, cDNA von T. gondii in Gewebeproben oder isolierten Parasiten
auf Basis der Gene Sagl, Bagl und p-actin nachgewiesen. Hierzu wurde der
LightCycler FastStart DNA MasterP's SYBR Green | Kit eingesetzt, wobei die PCR-
Reaktion in Glaskapillaren mit einem endgdltigen Volumen von 20 pl durchgefihrt
wurde. Nach Herstellerempfehlung wurde der PCR-Mastermix angesetzt und die

PCR-Ansatze entsprechend dem folgenden Schema pipettiert.

4 ul PCR-Reaktionsgemisch

0,25yl Vorwartsprimer  (Toxo09: 12 uM, Toxo4, Sagl, Bagl und Actin je 50 uM)
0,25yl  Ruckwartsprimer (Toxoll: 12 uM, Toxo5, Sagl, Bagl und Actin je 50 uM)
55ul H20

10 DNA Template

Die Kapillaren wurden verschlossen und bei 3000 x g fur 30 Sekunden zentrifugiert,
in den LightCycler Ubertragen und die unten aufgefiihrten PCR-Programme gestartet.
Jeder PCR-Lauf umfasste neben den experimentellen Proben eine Negativkontrolle
(H20), um eine Kontamination der PCR-Reaktion auszuschlie3en, und eine Positiv-
kontrolle (40 fg Toxoplasma-DNA).
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Tabelle 1: Real-time PCR-Programme

Zyklen Stufe Temperatur Zeit
1x Denaturierung 95°C 10 Minuten
45 X Denaturierung 95°C 10 Sekunden
Anealing fur:
529-bp-Gen 62°C 10 Sekunden
Sagl-Gen 60°C 10 Sekunden
Actin-Gen 62°C 5 Sekunden
Bagl-Gen 60°C 10 Sekunden
Elongation fur:
529-bp-Gen 72°C 10 Sekunden
Sagl-Gen 72°C 20 Sekunden
Actin-Gen 72°C 20 Sekunden
Bagl-Gen 72°C 20 Sekunden
1x Schmelzkurve 95°C 20 Sekunden
66°C 20 Sekunden
95°C 0 Sekunden
1x Kihlung 40°C 10 Sekunden

2.2.9 Nested PCR zum Nachweis von T. gondii genomischer DNA

2.29.1 Prinzip

Nested PCR ist eine Methode, bei der zwei konventionelle PCR-Reaktionen nachei-
nender durchgefuhrt werden, um die Sensitivitat der PCR weiter zu erhéhen, wobei
man das PCR-Produkt einer ersten PCR als Template fiir die zweite PCR verwendet.
Fur die zweite Reaktion werden neue Primerpaare verwendet, die zwischen den
Primern der ersten PCR liegen, dadurch werden nur die spezifischen DNA-

Abschnitte der ersten Reaktion amplifiziert.
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2.2.9.2 Durchfihrung der nested PCR

Die zwei PCR-Reaktionen der nested PCR wurden auf Basis des B1-Gens von
T. gondii durchgefuhrt. Primerpaar Tgl/Tg2, das 468 bp des T. gondii-B1-Gens
amplifiziert, wurden fur die direkte PCR eingesetzt. AnschlieRend wurden das
Primerpaar nested Tgl/nested Tg2, das 375 bp von dem ersten Produkt amplifiziert,
verwendet.

Als Proben fiur die nested PCR kamen die fir die Erstellung der Standardkurve fir
die real-time PCR verwendeten DNA-Proben (T.gondii in Mausgewebe) zum Einsatz.
Nach dem Auftauen der PCR-L6sungen und DNA-Template auf Eis wurden sie gut
gemischt, kurz zentrifugiert und dann in 0,5 ml-ReaktionsgefalRe mit einem endgulti-
gen Volumen von 25 ul nach dem unten aufgefihrten Pipettierschema angesetzt, in
das PCR-Gerat Uberfihrt und das Programmm gestartet. Danach wurde die zweite
PCR-Reaktion angesetzt, wobei als Template die Proben der ersten PCR-Reaktion
verwendet wurden. AnschlieRend wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelekt-
rophorese analysiert.

Die Reaktionsansatze und die PCR-Bedingungen waren wie folgt:

Tabelle 2: Nested PCR-Pipettierschema

Komponenten Volumen pro Ansatz Endkonzentration
10 x PCR-Puffer 2,5u 1 x PCR-Puffer
dNTPs (10mM) 1l 0,4 mM
Vorwartsprimer (50 uM) 0,5ul 1 um
Ruckwartsprimer (50 um) 0,5ul 1 um
Tag-Polymerase (5U/ul) 0,3 ul 15U

H20 -Bidest 17,7 ul

DNA-Template 2,5 ul
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Tabelle 3: Nested PCR-Programm

Stufe Zyklen Temperatur Zeit

Denaturierung 1x 94°C 2 min

Denaturierung 35 x fur die erste 94°C 1 min
o PCR-Reaktion

Amplifikation _ _ 55°C 40 sek

25 x fur die zweite

Elongation PCR-Reaktion 72°C 1 min

Primer Extension 1x 72°C 5 min

Kihlung 1x 4°C

2.2.9.3 Agarose-Gelelektrophorese

Um die GroRRe der PCR-Produkte durch Gelelektrophorese zu uberpriufen, wurde 1%

(w/v) Agarose in 80 ml 1x TAE-Puffer angesetzt und durch Aufkochen vollstandig

geldst. Nach einer kurzen Abkuhlung wurden 10 pl Ethidiumbromid (Stammlésung

10 mg/ml) dazugegeben und in die mit einem Probenkamm vorbereitete Gelkammer

gegossen. Nach dem Aushéarten der Agarose wurden 10 pl DNA mit 2 pl 6x DNA-

Loading-Puffer versetzt und in die Taschen des Gels aufgetragen. Ein 1 kb DNA-

Molekulargewichtsmarker wurde in eine Geltasche aufgetragen, um die GroéRe der

DNA-Fragmente bestimmen zu kénnen. Die Elektrophorese wurde in 1-fach TAE-

Puffer bei 120 V flr 30 Minuten durchgefiihrt. Die Gele wurden mit einer BioDocll™.-

Anlage bei ultraviolettem (UV) Licht ausgewertet und zur Dokumentation digitalisiert

bzw. Gelbilder mit einem Videoprinter ausgedruckt.

TAE-Puffer

40 mM Tris

1% Essigsaure

1 mM EDTA (pH 8,0)
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2.2.10 Uberprifen der Spezifitat der Toxoplasma-real-time PCR

mit DNA anderer Coccidia-Parasiten

Zur Evaluierung der Spezifitat der real time PCR wurden zunéchst die genomischen
DNA-Praparationen von verschiedenen Coccidia-Parasiten und die in dieser Arbeit
verwendete T. gondii-DNA mit den Primern Toxo9/Toxoll, die an des 529-bp-
repetitive DNA-Fragment binden, amplifiziert (PCR-Durchfihrung und Programm,
Kapitel 2.8.2). Danach wurden die gleichen DNA-Proben aus T. gondii und Coccidia-
Parasiten mit den Primern Cocl/Coc2 (je 5 uM), die das universell bei Coccidien
vorkommende Gen der kleinen Untereinheit der ribosomalen RNA amplifizieren (Ho
et al. 1996) mittels qPCR untersucht. Das Pipettierschema und die Durchfihrung der
Coccidia-PCR wurden, wie im Kapitel 2.8.2 beschrieben, durchgefuhrt. Das PCR-
Programm auf Basis des universellen Gens der kleinen Untereinheit der ribosomalen

RNA setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 4: PCR-Programm flr Coccidia-Parasiten

Zyklen Stufe Temperatur Zeit

1x Denaturierung 94°C 5 min

50 x Denaturierung 94°C 10 sek
Amplifikation 56°C (mit 0,5°C 10 sek

weniger fur jeden
Zyklus nach dem
Ersten bis 51°C und
dann weiter mit 51°C

flr den Rest)

Elongation 72°C 15 sek

1x Schmelzkurve 95°C 20 sek
66°C 20 sek

95°C 0 sek

1x Kihlung 40°C 10 sek




Material und Methoden 29

2.2.11 Nachweis von Toxoplasma-mRNA mittels reverser Tran-
skriptase-real-time PCR (RT-real-time PCR)

Zusatzlich zu dem Nachweis von Toxoplasma-DNA in Gewebe der experimentell
infizierten Huhner und Schweine wurde ermittelt, ob diese DNA von lebenden
Parasiten stammt. Dafur wurde das Vorhandsein von T. gondii-mRNA in den positi-
ven Gewebeproben mittels reverser Transkriptase-real-time PCR (RT-real-time PCR)
untersucht. Um Toxoplasma-mRNA nachzuweisen, wurde zunachst die Sensitivitat
der RT-real-time PCR bestimmt, dabei wurde die Stadiumspezifitat von T. gondii
(Tachzoiten oder Bradyzoiten) bertcksichtigt. Fir die Untersuchung der Sensitivitat
der RT-real-time PCR wurde einerseits eine Verdunnungsreihe von bekannten
Tachyzoiten-Mengen (108, 10°, 104, 103, 10?, 10), wie im Kapitel 2.2.2 beschrieben,
hergestellt, RNA mittels des GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kits isoliert
(Kapitel 2.2.6) und cDNA mittels des Sensiscript Reverse Transkription Kits syntheti-
siert (Kapitel 2.2.7). AufRerdem wurden die gleichen vorgenannten Tachyzoiten-
Mengen mit jeweils 25 mg Mausmuskulatur oder Gehirn inokuliert, RNA isoliert und
in cDNA umgeschrieben. Anschliel3end wurde cDNA des Sagl-Gens, das tachyzoi-
tenspezifisch ist (Burg et al. 1988), in der real-time PCR amplifiziert. Dazu wurde hier
Actin-cDNA von T. gondii als konstitutiv exprimiertes Gen (als Kontrolle) amplifiziert.
Die Primerpaare sagl for/sagl rev (Fux et al. 2007) und TgActin for /TgActin rev
wurden fur die RT-real-time PCR verwendet.

Anderseits wurde die Sensitivitdt der RT-real-time PCR fir den Bradyzoitennachweis
mit Verdunnungsreihe von Gewebezysten aus Gehirnen infizierter Mause bestimmit.
Die infizierte Maus wurde mit Hilfe von CO2 getotet, prapariert, das Gehirn in PBS
aufgenommen und gewaschen. Anschlieend wurde das Gehirn in 1 ml PBS uber-
fuhrt und durch kréaftiges Vortexen mit Glaskugeln homogenisiert. Die Zystenanzahl
in jeweils 30 pl Gehirnsuspension wurde unter dem Lichtmikroskop drei bis vier Male
ausgezahlt und davon der Mittelwert berechnet. AnschlieRend wurde eine Verdin-
nungsreihe von unterschiedlicher Zystenanzahl (0.0001 Zysten, 0.001 Zysten, 0.01
Zysten, 0.1 Zysten, 1 Zysten und 10 Zysten) in PBS-Puffer hergestellt, RNA isoliert
und in cDNA umgeschrieben. Danach wurde die cDNA des Bagl-Gens, das
bradyzoitenspezifisch ist (Bohne et al. 1995) in der real-time PCR amplifiziert. Als
Primer zum Nachweis der Bagl-mRNA wurden die Primer bagl for/ bagl rev aus
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den Literatur ausgewdahlt (Fux et al. 2007). Aulerdem wurden als Kontrolle die
cDNAs von Toxoplasma-Actin und Sagl amplifiziert.

Um zu ermitteln, ob T. gondii-mRNA in Gewebeproben von experimentell infizierten
Huhnern und Schweinen nachweisbar ist, wurde von jeweils 25 mg verschiedener
Gewebe aus Schweinen und Huhnern RNA isoliert und in cDNA mittels des Sen-
siscript Reverse Transkription Kits umgeschrieben (Kapitel 2.2.7) und in der real-time
PCR amplifiziert. Als Positivkontrolle wurde die bereits in PBS hergestellte Gehirn-
suspension mit der vorgenannten Verdinnung von 10 Zysten mitgefiihrt. Die real-
time PCR zum Nachweis von Toxoplasma-mRNA im Gewebe der experimentell
infizierten Schweine und Hihner erfolgte auf Basis des Bagl-mRNA mit den Primern

bag1l for/bagl rev.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis von Toxoplasma-DNA in Mausgewebe und

Bestimmung von Parasitenmengen mittels real-time PCR

Um Toxoplasma-DNA in Gewebeproben nachzuweisen und anhand einer Standard-
kurve Parasitenmengen quantifizieren zu konnen, wurde eine real-time PCR auf
Basis des 529-bp-Fragmentes von T. gondii etabliert. Dafir wurden zwei Primerpaa-
re (Toxo9 for/Toxoll rev und Toxo4 for/Toxo5 rev) aus der Literatur ausgewahlt
(Reischl et al. 2003; Homan et al. 1999. siehe Kapitel 2.1.6) und in der real-time PCR
getestet. Die Amplifikation erfolgte in 45 Zyklen, CP-Werte >41 wurden negativ
bewertet.

3.1.1 Nachweis von T. gondii-DNA mittels real-time PCR mit Primern
Tox09/Toxo1l

Zur Etablierung der real-time PCR und Erstellung einer Standardkurve wurde eine
Verdunnungsreihe von verschiedenen Toxoplasma-Mengen (104,103, 102, 10, 2.5) in
Mausgewebe hergestellt. Dazu wurden jeweils 25 mg Mausmuskulatur oder Maus-
gehirn mit den vorgenannten Toxoplasma-Mengen inokuliert, als Negativkontrolle
wurde Gewebe ohne Parasiten parallel mitgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde 40 fg
Toxoplasma-DNA verwendet. Die real-time PCR mit Primerpaar Toxo9/Toxoll
zeigte, dass der Erreger in allen Proben nachgewiesen werden konnte, die mit 2,5
oder mehr Parasiten pro 25 mg Gewebe inokuliert worden waren. Dabei entsprach
eine Menge von 2,5 Parasiten pro 25 mg Gewebe 0.1 T. gondii pro PCR. Die CP-
Werte der real-time PCR zeigten eine gute Abhangigkeit von der Parasitenanzahl: je
groer die T. gondii-DNA-Menge in der Probe war, desto friher stieg das Fluores-
zensignal Uber den Grenzwert (Abbildung 2). Die Negativkontrollen von Mausgewebe
ohne Parasiten zeigten einen CP-Wert von uber 41 und wurden daher als negativ
bewertet (Abbildung 2). Die Amplifikationen der Parasiten-DNA von inokulierter
Mausmuskulatur und Mausgehirn zeigten vergleichbare Verlaufe, die Amplifikation
von DNA aus Muskulaturproben war geringfiigig empfindlicher als die aus Gehirn-
proben (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Realtime PCR von Toxoplasma-DNA nach Extraktion verschiedener Toxoplasma-
Mengen (104,103, 10?, 10, 2.5, 0) mit 25 mg Mausgewebe (A. Muskulatur und B. Gehirn) mittels Oligonuk-
leotidprimer Toxo9 und Toxoll unter Verwendung des Fluoreszenfarbstoffes SYBR Green. Die Graphen
zeigen Amplifikationsverlaufe von DNA-Proben unterschiedlicher Parasitenmengen, die Parasitenzahlen
entsprechen den Mengen pro PCR, wobei pro PCR 5% der ursprunglich extrahierten DNA eingesetzt
wurde. Ein reprasentatives Experiment von mehreren PCR-Versuchen ist dargestellt.

Um die spezifischen PCR-Produkte von eventuell auftretenden unspezifischen
Amplifikaten oder Primerdimeren zu unterscheiden, wurde auch eine Schmelzkur-

venanalyse durchgefuihrt. Dabei weisen die spezifischen PCR-Produkte in der Regel
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einen héheren Schmelzpunkt auf als unspezifische Signale wie z.B. Primerdimere.
Die Schmelzkurve der mit Parasiten versetzten Gewebeproben wurde mit der
Positivkontrolle (40 fg Toxoplasma-DNA) verglichen. Die durchgefuhrten Schmelz-
kurven unserer real-time PCR zeigten die weitgehende Spezifitdt der amplifizierten
DNA-Fragmente. Lediglich bei Proben ohne spezifisches Template oder sehr
geringer Ausgangmenge von Toxoplasma-DNA wurden teilweise unspezifische

Signale geringer Intensitat nachgewiesen (nicht gezeigte Ergebnisse).

Die Spezifitait der real-time-PCR-Podukte wurde aul3erdem mittels Agarose-
Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.9.3) Uberprift (Abbildung 3). Ein Fragment mit der
erwarteten Grol3e von 162 bp wiesen alle Proben von Mausmuskulatur oder Maus-
gehirn auf, die mit 2,5 oder mehr Parasiten pro 25 mg Gewebe inokuliert worden
waren sowie die Positivkontrolle (PK). In der Negativkontrolle (Gewebe ohne Parasi-

ten) war dagegen keine Bande der erwarteten Grol3e zu erkennen.

A.

Parasiten pro 25 mg Gewebe

M NK PK 100001000 100 10 25 O

162 bp

Parasiten pro 25 mg Gewebe
M  NK PK 100001000 100 10 25 O

162 bp

Abbildung 3: Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Amplifikaten nach real-time PCR von Toxoplasma

gondii-haltigen Gewebeproben mittels Primer Toxo9 und Toxoll. Mausmuskulatur (A) oder Mausgehirn

(B) wurde mit unterschiedlichen Mengen von Toxoplasma-Parasiten inokuliert und DNA extrahiert. DNA

wurde durch real-time PCR amplifiziert, als Negativkontrolle (NK) wurde H:20, als Positivkontrolle (PK)

40 fg Parasiten-DNA mitgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufge-

trennt und mittels Ethidiumbromid und UV-Licht sichtbar gemacht.
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Eine Quantifizierung von PCR-Produkten ist mit Hilfe einer Standardkurve mdéglich,
die mit bekannten DNA-Mengen erstellt wird. In dieser Arbeit wurde eine Standard-
kurve aus den in Abbildung 2 exemplarisch gezeigten Ergebnissen erstellt, um in
folgenden Untersuchungen unbekannte T. gondii-DNA-Mengen anhand der real-time
PCR zu quantifizieren. So wurden aus den CP-Werten mehrerer Versuche mit
Toxoplasma-inokulierter Muskulatur und Gehirn die Mittelwerte berechnet und gegen
die Ausgangsmenge der Toxoplasmen aufgetragen (Abbildung 4). Uber die Steigung
der Geraden konnte dabei die Effizienz der Amplifikation bestimmt werden, bei
Verdoppelung des PCR-Produktes in jedem PCR-Zyklus betragt die Effizienz der
Amplifikation 2 und ist damit optimal. Die Steigung der Standardkurve nach Amplifi-
kation verschiedener Toxoplasma-Mengen betrug -3.412, die Effizienz der real-time
PCR mit Primer Toxo9 und Toxoll wurde mit 1.96 berechnet (Abbildung 4). Sie
kommt dem Maximalwert von 2.0 nahe und deutet auf eine sehr gute Effizienz der
Amplifikation des Toxoplasma-529-bp-Fragmentes mittels Primer Toxo9 und Toxoll
hin. Der Korrelationskoeffizient (r?) betrug 0.988 und bewies damit eine sehr gute

Korrelation der CP-Werte und der Parasitenanzahl.

y = 35.55 - 3.412 * x
35 r? = 0.988 .
- E=1.96
c
© 30 —
o
2
‘n 25
[7)]
o
O 20
15 + —
| | | | |

1 10 100 1000 10000

Parasiten [Anzahl / 25 mg Gewebe]

Abbildung 4: Standardkurve einer Verdiinnungsreihe von verschiedenen Toxoplasma gondii-Mengen

pro 25 mg Mausgewebe nach Amplifikation der Parasiten-DNA mittels real-time PCR. Mausmuskulatur

oder Mausgehirn wurden mit definierten Parasitenmengen versetzt, DNA extrahiert und das 529-bp-

Fragment mittels real-time PCR und Primerpaar Toxo9/Toxol1 amplifiziert. Gezeigt sind die mittleren CP-

Werte +/- S.E.M (Standardfehler). (n=2). Mit den Daten wurde eine Regressionsanalyse durchgefihrt,

aus der Steigung der Regressionsgerade wurde die Effizienz E der DNA-Amplifikation berechnet. Der

Korrelationskoeffizient r? ist angegeben.
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Die Ergebnisse der 529-bp-Fragment-basierten real-time PCR mit den Primern
Toxo9/Toxoll erlaubte einen deutlichen Nachweis von T. gondii-DNA in den mit
verschiedenen Parasitenmengen versetzten Mausgeweben ab einer Menge von 0,1

Parasit pro PCR, die damit eine gute Sensitivitat zeigte.

3.1.2 Nachweis von T. gondii-DNA mittels real-time PCR mit Pri-

mern Toxo4 und Toxo5

Auf Grundlage des 529-bp-repetitiven Gens von T. gondii wurden auch die Oligonuk-
leotidprimer Toxo4 und Toxo5 zur Durchfuihrung einer real-time PCR und Erstellung
der zugehdrigen Standardkurve tberpruft. Dafir wurde eine Verdinnungsreihe von
unterschiedlichen Toxoplasma-Mengen (104,103, 102, 10) hergestellt. Mit den
vorgenannten Parasitenmengen wurden jeweils 25 mg Mausmuskulatur oder
Mausgehirn inokuliert. Als Positivkontrolle wurde 40 fg Toxoplasma-DNA und
Gewebe ohne Parasiten als Negativkontrolle parallel mitgefihrt. Das Primerpaar
Toxo4 und Toxo5 wurde in der real-time PCR mit einer Annealingtemperatur von
64°C und auch 65°C uberpruft. Die Analyse erfolgte unter den unter Punkt 2.2.8.2
aufgefuihrten Reaktionsbedingungen und in Mehrfachanséatzen. Die real-time PCR
mit Primerpaar Toxo4 und Toxo5 zeigte, dass die T. gondii-DNA in allen Proben
amplifiziert werden konnte, die mit 10 oder mehr Parasiten pro 25 mg Gewebe
versetzt worden waren. Dabei entsprach eine Menge von 10 Parasiten pro 25 mg
Gewebe 0.5 T. gondii pro PCR. AulRerdem bewiesen die CP-Werte der real-time
PCR mit den Primern Toxo4 und Toxo5 eine gute Korrelation mit den Parasitenmen-
gen, wobei bei hoherer Parasitenanzahl ein friherer Anstieg des Fluoreszenzsignals
Uber den Grenzwert erhalten wurde (Abbildung 5). Die mitgeflihrten Negativkontrol-
len von Mausgewebe ohne Parasiten zeigten hier kein Amplifikationssignal und
wurden daher als negativ bewertet (Abbildung 5). Beim Vergleich der Amplifikations-
verlaufe von inokulierter Mausmuskulatur und Mausgehirn ist zu erkennen, dass die
Amplifikation von DNA aus Gehirnproben mittels real-time PCR mit den Primern
Toxo4/Toxo5 geringfligig sensitiver war als die aus den Muskelproben (Abbildung 5).
Die zugehorigen Schmelzkurven zeigten den gleichen Schmelzkurvenpeak der
Positivkontrolle. Unspezifische Signale wurden nur bei Proben nachgewiesen, die
kein spezifisches Template enthielten oder sehr geringe Ausgangmengen von

Toxoplasma-DNA enthielten (nicht gezeigte Ergebnisse).
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Abbildung 5: Realtime PCR von Toxoplasma-DNA nach Extraktion verschiedener Toxoplasma-
Mengen (104,103, 102, 10, 0) mit 25 mg Mausgewebe (A. Muskulatur und B. Gehirn) mittels Oligonukleo-
tidprimer Toxo4 und Toxo5 unter Verwendung des Fluoreszenfarbstoffes SYBR Green. Die Graphen
zeigen Amplifikationsverlaufe von DNA-Proben unterschiedlicher Parasitenmengen, die Parasitenzahlen
entsprechen den Mengen pro PCR, wobei pro PCR 5% der urspringlich extrahierten DNA eingesetzt

wurde. Ein reprasentatives Experiment von mehreren PCR-Versuchen ist dargestellt.
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Die Spezifitat der gebildeten PCR-Podukte mit dem Primerpaar Toxo4/Toxo5 wurde
auch mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.9.3) tuberpruft (Abbildung 6). Die
Ergebnisse zeigten das erwartete Fragment mit einer GréRe von 529 bp in allen
Proben von Mausmuskulatur oder Mausgehirn, die mit 10 oder mehr Parasiten pro
25 mg Gewebe inokuliert worden waren sowie in der Positivkontrolle (PK). Dagegen
war in der Negativkontrolle (Gewebe ohne Parasiten) keine spezifische Bande zu

erkennen.

Parasiten pro 25 mg Gewebe

M NK PK 10000 1000 100 10 0

500 bp

Parasiten pro 25 mg Gewebe

M NK PK 10000 1000 100 10 0

500 bp

Abbildung 6: Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Amplifikaten nach real-time PCR von Toxoplasma
gondii-haltigen Gewebeproben mittels Primer Toxo4 und Toxo5. Mausmuskulatur (A) oder Mausgehirn
(B) wurde mit unterschiedlichen Mengen von Toxoplasma-Parasiten inokuliert und DNA extrahiert. DNA
wurde durch real-time PCR amplifiziert, als Negativkontrolle (NK) wurde H20, als Positivkontrolle (PK)
40 fg Parasiten-DNA mitgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufge-
trennt und mittels Ethidiumbromid und UV-Licht sichtbar gemacht.
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Um die Standardkurven der real-time PCR mit den Primern Toxo4/Toxo5 zu erstel-
len, wurden aus den CP-Werten mehrerer Versuche mit Toxoplasma-versetzter
Mausmuskulatur oder Mausgehirn unabhangig von den Annealingtemperaturen die
Mittelwerte berechnet und gegen den Logarithmus der Ausgangsmenge der Toxo-
plasmen dargestellt (Abbildung 7: A. Mausmuskulatur und B. Mausgehirn). Die
Steigung der Standardkurven der mit Toxoplasma inokulierten Mausmuskulatur oder
Mausgehirn nach Amplifikation verschiedener Toxoplasma-Mengen betrug -4.754,
bzw. -4,312. Damit wurde die Effizienz der real-time PCR mit den Primern Toxo4 und
Toxo5 mit 1.62 bzw. 1.71 berechnet (Abbildung 7). Der Korrelationskoeffizient (r?)
betrug 0.994 fur den Muskulaturversuch und 0.996 fur den Gehirnversuch und zeigte
damit eine sehr gute Korrelation der CP-Werte der real-time PCR mit den Primern

Toxo4/Toxo5 und der Parasitenanzahl.
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Abbildung 7: Standardkurve einer Verdunnungsreihe von verschiedenen Toxoplasma gondii-Mengen
pro 25 mg Mausgewebe (A. Muskulatur und B. Gehirn) nach Amplifikation der Parasiten-DNA mittels real-
time PCR. Mausmuskulatur oder Mausgehirn wurden mit definierten Parasitenmengen versetzt, DNA
extrahiert und das 529-bp-Fragment mittels real-time PCR und Primerpaar Toxo4/Toxo5 amplifiziert.
Gezeigt sind die mittleren CP-Werte +/- S.E.M. (n=3 jeweils fir Muskulatur und Gehirn). Mit den Daten
aus Muskulatur oder Gehirnversuch wurde eine Regressionsanalyse durchgefiihrt, aus der Steigung der
Regressionsgerade wurde die Effizienz E der DNA-Amplifikation berechnet. Der Korrelationskoeffizient r?

ist angegeben.
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Die Standardkurve ermoéglicht nicht nur die Quantifizierung unbekannter Parasiten-
mengen anhand einer Standardgeradengleichung, sondern hilft auch bei einer
Evaluation der Reaktionseffizienz und damit dem Amplifikationsverlauf. Ausgehend
von den in Abbildungen 2 und 5 gezeigten Daten der real-time PCR mittels der
Primerpaare Toxo9/Toxoll und Toxo4/Toxo5 und den zugehérigen Standardkurven
ist zu erkennen, dass die Amplifikation von T. gondii-DNA aus den mit verschiedenen
Parasitenmengen versetzten Gewebeproben mittels real-time PCR mit den Primern
Toxo09/Toxoll deutlich empfindlicher war (Abbildung 2) als die mit den Primern
Toxo4/Toxo5 (Abbildung 5). Dabei zeigte die real-time PCR mittels Primerpaar
Toxo9/Toxoll eine hohere Effizienz der Amplifikation des Toxoplasma-529-bp-
Fragmentes (Abbildung 4) im Vergleich zu der mittels Primer Toxo4/Toxo5 (Abbil-
dung 7). Deshalb wurden die Primer Toxo4 und Toxo5 von weiteren Versuchen

ausgeschlossen.

3.2 Weitere Untersuchungen zur Sensitivitdt des Toxo-

plasma-Nachweises in Wirtsgewebe mittels PCR

In weiteren Untersuchungen wurde der Toxoplasma-Nachweis in Wirtsgewebe mit
einer anderen Methode (nested PCR) bestimmt und die Sensitivitat dieser Methode
mit der der real-time PCR verglichen. Aul3erdem wurde auch der Einfluss von

Wirtsgewebe auf die Sensitivitat der real-time PCR evaluiert.

3.2.1 Nachweis von T. gondii-DNA im Mausgewebe mittels nested
PCR

Zur Etablierung der nested PCR und zur Ermittlung ihrer Sensitivitat zum Nachweis
von T. gondii in Gewebeproben wurde mit der unter Punkt 3.1.1 genannten Verdun-
nungsreihe von verschiedenen Toxoplasma-Mengen (104,103, 10%, 10, 2.5) jeweils
25 mg Mausmuskulatur und Mausgehirn inokuliert. Die nested PCR erfolgte auf
Basis des B1-Gens von T. gondii. Daflr wurden aus der Literatur das Primerpaar
Tgl for/Tg2 rev fur die erste PCR und das Primerpaar Tg.nestedl for/Tg.nested2 rev
fur die zweite PCR ausgewahlt (Jalal et al. 2004, siehe Kapitel 2.1.6). Als Negativ-
kontrolle wurde Gewebe ohne Parasiten parallel mitgefiihrt. PCR-Pipettierschema
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und PCR-Programme fir die erste und zweite PCR sind in Kapitel 2.2.9.2 aufgefuhrt.
Die Uberprufung der Spezifitat der erhaltenen PCR-Produkte erfolgte anschlieRend
mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Die Ergebnisse der nested PCR zeigten, dass der Erreger ab einer Toxoplasma-
Menge von 10 Parasiten pro 25 mg Mausmuskulatur oder Mausgehirn nachgewiesen
werden konnte, dabei wurde ein Fragment mit der erwarteten Gréf3e von 375 bp
erhalten (Abbildung 8). Dagegen war die Amplifikation der T. gondii-DNA mittels
nested PCR in Proben, die mit 2,5 Parasiten pro 25 mg Gewebe versetzt wurden,
nicht erfolgreich (Abbildung 8). Hier konnte wie auch in der Negativkontrolle (Gewebe
ohne Parasiten) keine Bande der erwarteten GroRe nachgewiesen werden. Das
deutete darauf hin, dass die Sensitivitat der nested PCR zur Detektion von T. gondii-

DNA in Gewebe im Vergleich zur real-time PCR geringer war.
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A.
Parasiten pro 25 mg Gewebe
M 10000 1000 100 10 2,5 0
— 375 bp
250 bp—
B.

Parasiten pro 25 mg Gewebe
M 10000 1000 100 10 25 O

Abbildung 8: Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Produkten nach nested PCR der Toxoplasma
gondii-haltigen Gewebeproben. Mausmuskulatur (A) oder Mausgehirn (B) wurden mit verschiedenen
Toxoplasma-Mengen inokuliert und DNA extrahiert. DNA wurde durch nested PCR amplifiziert, bei der
zwei konventionelle PCR-Reaktionen nacheinender auf Basis des B1-Gens von T. gondii durchgefiihrt
wurden. Als Negativkontrolle wurde Gewebe ohne Parasiten mitgefuihrt. M: 1kb DNA-Marker. Die nested
PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid und
UV-Licht sichtbar gemacht.

3.2.2 Einfluss von Wirtsgewebe auf die T. gondii-529-bp-real-time
PCR

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss von Wirtsgewebe auf den Nachweis
von Toxoplasma gondii DNA mittels real-time PCR evaluiert. Hierfur wurden Toxo-
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plasma-Tachyzoiten aus der Zellkultur gewonnen (Kapitel 2.1.2.1) und Mengen von
104,103,10% und 10 Parasiten in PBS-Puffer titriert.

Um zu ermitteln, wie stark die Wirtsgewebe die Sensitivitat der PCR beeinflussen,
wurde DNA aus den vorgenannten isolierten Toxoplasma-Proben einerseits ohne
Gewebe und andererseits nach der Zugabe von je 25 mg Mausmuskulatur oder
Mausgehirn extrahiert und anschlieRend als Template in der real-time PCR mit den
Primern Toxo9/Toxol1 eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde 40 fg Toxoplasma-DNA
und als Negativkontrolle Gewebe ohne Parasiten parallel mitgefiihrt. Nach mehreren
PCR-Versuchen zeigten die Ergebnisse, dass die Amplifikation der T. gondii-DNA
aus unterschiedlichen Parasitenmengen ohne Gewebe mittels real-time PCR deutlich
empfindlicher war als die von Parasiten-inokulierter Mausmuskulatur oder Mausge-
hirn (Abbildung 9). So wurden signifikante Amplifikationssignale von Parasiten in
Mausgewebe etwa drei Zyklen spéter als die von Parasiten ohne Gewebe erhalten
(Abbildung 9). Das wies darauf hin, dass die Gewebe den Nachweis von T. gondii-
DNA beeintrachtigten und die Sensitivitat der T. gondii real-time PCR im Gewebe

verringerten.

35 -
o —e&— T. gondii/ 25 mg Muskel
O, 30 - -0+ T. gondii | 25 mg Gehirn
< —-v— T. gondii ohne Gewebe
S 25

20 -

10 100 1000 10000

Parasiten [Anzahl]

Abbildung 9: Real-time PCR von T. gondii-DNA aus unterschiedlichen Parasitenmengen (104, 103, 102,

10) ohne und mit Mausgewebe zur Ermittlung des Einflusses der Wirtsgewebe auf die real-time PCR. Die

DNA wurde aus den Toxoplasma-Mengen einerseits ohne Gewebe und andererseits mit jeweils 25 mg

Mausmuskulatur oder Mausgehirn extrahiert und in der real-time PCR mittels Primer Toxo9 und Toxol1

amplifiziert. Nach mehreren PCR-Versuchen wurden die Mittelwerte der CP-Werte berechnet und gegen

die Parasitenanzahl aufgetragen.
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In weiteren Untersuchungen zum Einfluss der Wirtsgewebe auf die real-time PCR
wurde ermittelt, ob die geringere Sensitivitdt der real-time PCR durch Inhibitoren im
Gewebe oder durch eine begrenzte Membrankapazitat der DNA-Bindesaule wéhrend
der DNA-Isolierung hervorgerufen wird. Daflr wurden einerseits jeweils 25 mg
Mausmuskulatur und Gehirngewebe mit Parasitenmengen von 100 und 1000
inokuliert, danach wurde die DNA isoliert und in der real-time PCR eingesetzt.
Anderseits wurde jeweils DNA getrennt von den oben genannten Parasitenmengen
ohne Mausgewebe und von Mausgewebe ohne Parasiten extrahiert. Die aus den
Geweben und den Parasiten isolierte DNA wurde dann vereint und in mehreren real-

time PCR Ansatzen amplifiziert.

Die Ergebnisse der real-time PCR zeigten eine nur geringfligig niedrigere Empfind-
lichkeit von Toxoplasma-DNA, wenn diese zusammen mit Mausmuskulatur oder
Mausgehirn isoliert worden war im Vergleich zur Amplifikation von Parasiten-DNA,
die getrennt aus Parasiten und Mausgewebe isoliert worden war (Abbildung 10).
Dies deutete darauf hin, dass die Membrankapazitat wahrend der DNA-Isolierung
von inokulierter Mausmuskulatur oder Mausgehirn lediglich in geringem Mal3e zur
Hemmung der real-time PCR beitragt. Da der Unterschied in den CP-Werten der
real-time PCR von getrennten und ungetrennten DNA-Isolierungen gering und nicht
signifikant war, ist anzunehmen, dass Inhibitoren im Gewebe der entscheidende
Faktor fur die geringere Sensitivitdt der 529-bp-basierenden PCR in Gegenwart von

Wirtsgewebe darstellte.
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Abbildung 10: Real-time PCR-Ergebnisse von Toxoplasma-DNA nach getrennter und ungetrennter
Extraktion von Parasiten und Mausgewebe zur Untersuchung der Hemmung der PCR durch Inhibitoren
im Mausgewebe oder durch Einfluss der Membrankapazitat wahrend der DNA-Isolierung. Mausmuskula-
tur (A) oder Mausgehirn (B) wurde mit Parasitenmengen von 1000 und 100 inokuliert, DNA extrahiert und
in der real-time PCR amplifiziert. Andererseits wurde DNA getrennt aus Parasiten und Gewebe isoliert
und fur die real-time PCR gemischt. Die Parasitenanzahl wurde pro 25 mg Gewebe angegeben. Nach

mehreren PCR-Versuchen wurden die Mittelwerte +/- S.E:M. der CP-Werte berechnet.
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3.3 Spezifitat der 529-bp-real-time PCR

Um die Spezifitat der real-time PCR mit den Primern Toxo9/Toxoll zu evaluieren,
kamen genomische DNA-Préparationen von verschiedenen Coccidia-Parasiten
(Neospora caninum, Hammondia hammondi, Besnoitia besnoiti, Sarcocystis gigan-
tea, Isospora canis, Isospora felis) und die in dieser Arbeit verwendete Toxoplasma-
DNA zum Einsatz. Dafur wurden zunéachst die genomischen DNA-Praparationen von
T. gondii und den anderen Coccidien mit den spezifischen Primern Cocl/Coc2
(Schares et al. 2008) fur das universelle Gen der ribosomalen RNA der kleinen
Untereinheit von Coccidien in der real-time PCR amplifiziert (Reaktionsbedingungen
siehe Kapitel 2.2.10). Die Ergebnisse zeigten das Vorkommen von Coccidia-DNA in
allen DNA-Proben (Abbildung 11). Mittels Agarose-Gelelektophorese wurde ein
Amplifikat der erwarteten Grof3e von 294 bp bei allen Coccidien inklusive T. gondii
erhalten (Abbildung 12). AnschlieBend wurden die gleichen DNA-Proben aus
T. gondii und den anderen Coccidien mit den Primern Toxo9/Toxoll auf Amplifikati-
on des 529-bp-Fragments untersucht (Reaktionsbedingungen siehe Kapitel 2.2.8.2).
Die Ergebnisse zeigten, dass mit diesen Primern nicht nur ein Fragment von
T. gondii amplifiziert wurde, sondern auch Amplifikate mit den genomischen DNA-
Praparationen von Sarcocystis gigantea, Isospora canis und Isospora felis entstan-
den (Abbildung 11). Allerdings zeigte die real-time PCR nach Amplifikation von
T. gondii-DNA ein deutlich starkeres Signal als nach Amplifikation der anderen
Coccidien-DNAs. Durch Agarose-Gelelektrophorese wurde eine Ubereinstimmung
der AmplifikatgroRe von 162 bp in T. gondii, S. gigantea, |. canis und I. felis nachge-
wiesen (Abbildung 12). Dagegen konnte DNA aus Neospora caninum, Hammondia
hammondi und Besnoitia besnoiti mit den Primern Toxo9/Toxoll nicht amplifiziert

werden.
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Abbildung 11: Real-time PCR mit Toxoplasma-DNA und DNA-Préaparationen anderer Coccidien mit
Primerpaaren Tox09/Toxo11 und Cocl/Coc2 zur Uberpriifung der Spezifitat der real-time PCR. Genomi-
sche DNA-Préparationen verschiedener Coccidia-Parasiten und T. gondii-DNA wurden in der real-time
PCR zunéchst mit Primern Cocl/Coc2 und anschlieBend mit Primern Toxo9/Toxoll amplifiziert. Die
Mittelwerte der CP-Werte mehrerer PCR-Versuche wurden berechnet und als (1/CP)*100 dargestellt. Nd:
Nicht detektiert.

M NK H N S B If lc T

500 bp
294 bp H: Hammondia hammondi
N: Neospora caninum

B: Besnoitia besnoiti

S: Sarcocystis gigantea
B. Ic: Isospora canis

If: Isospora felis

M NK HN S B If Ic T T: Toxoplasma gondii

250 bp

Abbildung 12: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte nach real-time PCR von T. gondii-DNA
und DNAs von anderen Coccidien mittels Primern Coc1/Coc2 (A) und Primern Toxo9/Toxoll (B). NK:
PCR-Negativkontrolle (H20). M:1kb DNA-Marker.
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3.4 Nachweis von Toxoplasma gondii in Gewebeproben

experimentell infizierter Schweine

3.4.1 Serologischer Nachweis der Toxoplasma-Infektion mittels

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fur die Versuche mit experimentell infizierten Schweinen wurden 10 Tiere mit
verschiedenen Infektionsdosen von Toxoplasma-Oozysten infiziert, vier Tiere mit 10°,
drei Tiere mit 10° und drei Tiere mit 103 Oozysten. Als Negativkontrolle wurde ein
nicht infiziertes Schwein verwendet. Um die erfolgreiche Infektion der Versuchstiere
sicherzustellen, wurden die Tiere an unterschiedlichen Tagen nach Infektion bis zum
Schlachttag serologisch mittels ELISA auf Toxoplasma-spezifische Antikdrper
untersucht. Die Infektion, die Blutabnahme und die Untersuchung der Tierseren
wurden im Institut fr Parasitologie, Tierarztliche Hochschule Hannover (Arbeitsgrup-
pe von Prof. A. Tenter) durchgefiihrt. Die serologische Untersuchung ergab bei allen
experimentell infizierten Schweinen einen positiven Toxoplasma-spezifischen
Antikorpernachweis (Abbildung 13). Dabei zeigte der Zeitpunkt des Antikdrperan-
stiegs eine gute Abhangigkeit von der Infektionsdosis: je gro3er die Infektionsdosis
war, desto friher stiegen die Antikorpertiter gegen T. gondii in den Seren an (Abbil-
dung 13). Das nicht infizierte Schwein (Schwein 19) wies keine Antikorper gegen
Toxoplasma-Antigene im ELISA auf (Abbildung 13D).
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Abbildung 13: Serologische Untersuchung von experimentell mit Toxoplasma infizierten Schweinen

mittels ELISA. Zehn Tiere wurden mit verschiedenen Infektionsdosen von Toxoplasma-Oozysten infiziert.

Gruppe 1 enthielt 4 Schweine und wurde mit 10% Oozysten infiziert (A), Gruppe 2 mit 3 Tieren wurde mit

105 Oozysten (B) und Gruppe 3 mit 3 Tieren wurde mit 103 Oozysten (C) infiziert. Ein nicht-infiziertes

Schwein (Nr. 19) diente als Negativkontrolle (D). An unterschiedlichen Tagen nach der Infektion wurde

Blut abgenommen und Seren mittels ELISA auf Antikdrper gegen T. gondii untersucht. Die Graphen

zeigen den Antikorperanstieg nach der Infektion mit T. gondii bis zum Tag, an dem die Tiere getotet

wurden.
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3.4.2 Nachweis von T. gondii-DNA in Schweinegewebe mittels real-
time PCR

Um T. gondii-DNA im Muskelgewebe der experimentell infizierten Schweine nachzu-
weisen, wurden die Versuchtiere getotet und verschiedene Gewebe mittels real-time
PCR auf Vorliegen des Erregers untersucht. Es wurden jeweils mehrere Proben von
Herz, Zunge, Oberschenkel, Vorderbein, Bauch und Gehirn untersucht. Von jedem
Gewebe wurden 25 mg abgewogen und die DNA extrahiert. Die real-time PCR
wurde mit den Primern Toxo09/Toxoll in Mehrfachanséatzen durchgefihrt. Als
Positivkontrolle wurde 40 fg Toxoplasma-DNA mitgefihrt. Nach real-time PCR
wurden in manchen Geweben schwache Amplifikate nachgewiesen und aufgrund der
Schmelzkurvenanalyse als unspezifisch bewertet (nicht gezeigte Ergebnisse).
Deshalb wurde ein Grenzwert berechnet, um den Infektionszustand der verschiede-
nen Schweinegewebe zu bestimmen. Dazu wurde der Mittelwert minus 2*SD (2*
Standardabweichung) der CP-Werte der Gewebe von Negativkontrollen berechnet
und ein Grenzwert von 38,61 erhalten. CP-Werte, die groRer waren als dieser
Grenzwert, wurden als negativ und niedrigere CP-Werte als positiv bewertet (Abbil-
dung 14). Die real-time PCR der Proben der experimentell infizierten Schweine
zeigte, dass DNA des Erregers in verschiedenen Geweben, unter anderem in
Muskelgeweben der infizierten Schweine, in unterschiedlicher Mengen nachgewie-
sen werden konnte (Abbildung 14). Dabei gab es keinen deutlichen Zusammenhang
zwischen der Infektionsdosis und dem Nachweis von T. gondii-DNA im Gewebe. Das
nicht-infizierte Kontrollschwein (Nr. 19) erwies sich in allen untersuchten Geweben
als negativ (Abbildung 14). Dartber hinaus wurde auch in allen Geweben des mit
1000 Oozysten infizierten Schweins Nr. 18 der Grenzwert unterschritten und damit

keines der Gewebe als Toxoplasma-positiv eingestuft.
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Abbildung 14: Nachweis von T. gondii-DNA in Schweinegeweben mittels real-time PCR mit Primern
Toxo09/Toxoll. Zehn Tiere wurden experimentell mit verschiedenen Infektionsdosen von Toxoplasma-
Oozysten (108, 10°5, und 109) infiziert. Ein nicht infiziertes Schwein (Nr. 19) wurde als Negativkontrolle
mitgefuhrt. Die Schweine wurden 98-110 Tage nach der Infektion getotet und Proben von verschiedenen
Geweben der Schweine auf Toxoplasma-DNA untersucht. Dazu wurde DNA aus Gewebe extrahiert und
das 529-bp-Fragment mittels real-time PCR in mehreren Versuchen amplifiziert. Aus dem Mittelwert der
CP-Werte von Negativkontrollen minus 2*SD wurde ein Grenzwert von 38,61 berechnet. Der Graph zeigt
die Verteilung der Parasiten-DNA in Schweinegewebe, die aufgrund des Grenzwertes als Toxoplasma-

positiv (kleiner als Grenzwert) oder Toxoplasma-negativ (groRer als Grenzwert) bewertet wurden.

Aus den in Abbildung 14 dargestellten Ergebnissen konnte die Infektionsverteilung in
den unterschiedlichen Gewebearten der untersuchten Schweine bestimmt werden.
Interessenterweise war die Haufigkeit von Toxoplasma gondii in bestimmten Muskel-
geweben deutlich hoher als z.B. im Gehirn oder Zunge. Dabei war der Oberschenkel
mit ungefahr 70% besonders haufig positiv, eine hohe Infektionsrate zeigten auch
Bauchmuskulatur mit 60% sowie Gehirn und Vorderbeinmuskulatur mit jeweils 40%.
Das Herz war mit 30% weniger haufig und die Zunge mit nur 10% am seltensten
betroffen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Verteilung von T. gondii-DNA in verschiedenen Gewebearten von experimentell
infizierten Schweinen. Untersucht wurden Herz, Oberschenkel, Zunge, Bauch, Vorderbein und Gehirn auf
das Vorhandensein des 529-bp-Fragments der T. gondii-DNA. Experimentelles Vorgeben wie in
Abbildung 14 beschrieben.

Neben der Gewebeverteilung wurde anhand der unter Punkt 3.1.1 dargestellten
Standardkurve auch berechnet, wie viele Parasiten die T. gondii-positiven Proben
der Schweingewebe enthielten. Dazu wurden die CP-Werte der real-time PCR
anhand der Standardgeradengleichung (y= 35,55-3,412*x) in Parasitenmengen
umgerechnet. Diese Quantifizierung zeigte mit Parasitenzahlen von 0,1 bis 4,1 in
25 mg Gewebe deutliche Unterschiede im Vorhandsein von Parasiten-DNA (Tabelle
5). Dabei waren keine deutlichen Unterschiede in den Parasitenmengen in Abhan-
gigkeit der Gewebeart festzustellen. Allerdings wurde in den Geweben, die beson-
ders haufig positiv fuir T. gondii-DNA waren (Oberschenkelmuskulatur und Bauch-
muskulatur), auch die grél3ten Mengen von Parasiten-DNA in einzelnen Proben

nachgewiesen.
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Tabelle 5: Quantifizierung von Toxoplasma gondii in Geweben der Versuchschweine

Parasitenanzahl / 25 mg Gewebe

Schwein
Infektionsdosis (ID-Nr.)  Herz Oberschenkel Zunge Vorderbein Bauch Gehirn

2 2,3 0,8 0,4 - 0,3 0,7
1Million 3 ] 4.1
Oozysten 4 0,5 - 1,4 0,2 0,3
7 0,6 2,6 - 0,1 2,3 0,5
11 - 3
100000 Oozys-
12 - 0,7
ten
13 - 0,8
15 0,2 0,1 - 0,7 0,6 0,4
1000 Oozysten 17 - - - 0,9 0,4
18

So konnte mittels real-time PCR in Schweinegewebe nach experimenteller Infektion
mit T. gondii Parasiten-DNA relativ haufig im Muskelgewebe der infizierten Tiere

unabhangig von der Infektionsdosis nachgewiesen werden.
3.5 Nachweis von Toxoplasma gondii in Hihnern

Als weiteres Nutztier, das fur die Lebensmittel-bedingte Ubertragung von T. gondii
auf den Menschen von grofRer Bedeutung sein kdnnte, wurde in der vorliegenden
Arbeit das Huhn untersucht. Dafir wurden 20 Huhner (8 Huhner im ersten Versuch
und 12 im zweiten) experimentell mit verschiedenen Infektionsdosen von Toxoplas-
ma-Oozysten im Institut fir Parasitologie, Tierarztliche Hochschule Hannover (AG
Prof. A. Tenter) infiziert. Als Negativkontrolle wurden 4 nicht infizierte Hihner (K1,
K2, K3 und K4) verwendet. Die Tiere wurden nach der Infektion dekapitiert und
jeweils mehrere Gewebeproben von Herz, Brustmuskel, Oberschenkelmuskel und
Gehirn gewonnen. Auf3erdem wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion
und am Schlachttag Serum fir den Nachweis Toxoplasma-spezifischer Antikdrper

gewonnen.
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3.5.1 Serologischer Nachweis der Toxoplasma-Infektion mittels des

Direktagglutinationstests (Toxoscreen DA)

Die serologische Untersuchung der experimentell infizierten Huhner des ersten und
zweiten Infektionsversuchs zeigte einen positiven Antikdrpernachweis gegen Toxo-
plasma-Antigen im Toxoscreen DA-Test (nicht gezeigte Ergebnisse). Die vier nicht-

infizierten Huhner (K1, K2, K3 und K4) wiesen keine Antikdrper gegen T. gondii auf.

3.5.2 Nachweis von T. gondii-DNA in Hihnergeweben mittels real-
time PCR

Um T. gondii-DNA im Gewebe der Versuchshihner mittels real-time PCR nachzu-
weisen und zu quantifizieren, wurde die DNA aus den entnommenen Geweben
extrahiert und durch real-time PCR mit den Primern Toxo9/Toxo11 untersucht. Wie
bereits fur die Versuche mit Schweinen beschrieben, wurden aus den CP-Werten der
Gewebe nicht-infizierter Kontrolltiere der Mittelwert minus 2*SD als Grenzwert (CP =
38,74) bestimmt, um positive von negativen Amplifikationsergebnissen zu unter-
scheiden. Danach erwiesen sich nach Amplifikation von DNA aus Gewebeproben der
Huhner des ersten Infektionsversuches nur vier Proben als T. gondii-positiv (Abbil-
dung 16 A). Bei Huhn Nummer 6 konnte der Erreger im Gehirn, bei Huhn Nummer 9
und 13 in der Brustmuskulatur und bei Huhn Nummer 10 im Herz nachgewiesen
werden. Dabei zeigte sich keine deutliche Relation zwischen dem Nachweis von
T. gondii-DNA im Gewebe und der Infektionsdosis. Die nicht-infizierten Kontrollhiih-
ner (K1 und K2) erwiesen sich in allen untersuchten Geweben als negativ (Abbildung
16 A). Die real-time PCR der DNA aus Gewebeproben von Hihnern des zweiten
Infektionsversuches zeigte, dass der Erreger in verschiedenen Muskelgeweben
und/oder im Gehirn aller infizierten Hihner nachgewiesen wurde (Abbildung 16 B).
Alle untersuchten Gewebe der nicht-infizierten Kontrolltiere (K1, K2, K3 und K4)
waren Toxoplasma-negativ (Abbildung 16 B). Dabei war kein deutlicher Zusammen-
hang zwischen der Infektionsdosis und dem Nachweis von Toxoplasma-DNA
festzustellen. Allerdings wurden in Gehirnen von zwei Hihnern der héchsten Infekti-
onsrate (Huhner 22 und 46) die grof3ten Mengen Toxoplasma-spezifischer DNA
nachgewiesen (Abbildung 16 B). Die Verteilung von Toxoplasma-DNA in den

einzelnen Geweben war auch von der Infektionsdosis unabhéngig (Abbildung 16 B).
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Abbildung 16: Nachweis von T. gondii-DNA in Geweben experimentell mit Toxoplasma infizierter
Huhner mittels real-time PCR mit den Primern Toxo9/Toxoll. Zwanzig Tiere wurden experimentell mit
verschiedenen Infektionsdosen von Toxoplasma-Oozysten infiziert. Davon wurden je 2 Hihner mit 108,
105, 10% und 102 Toxoplasma-Oozysten im ersten Infektionsversuch (A) und jeweils 4 Tiere mit 107 oder
108 und je 2 Tiere mit 10° oder 10* Oozysten im zweiten Infektionsversuch (B) infiziert. Vier nicht infizierte
Hahner (K1, K2, K3 und K4) wurden als Negativkontrolle verwendet. Die Huhner wurden 49 Tage
(Versuch 1) bzw. 86 Tage (Versuch 2) nach der Infektion dekapitiert und mehrere Proben von verschie-
denen Geweben gewonnen. AnschlieRend wurde aus den Geweben DNA extrahiert und eine real-time
PCR auf Basis des 529-bp-Gens in mehreren Versuchen durchgefihrt. Aus dem Mittelwert der CP-Werte
der Negativkontrollen minus 2*SD wurde ein Grenzwert von 38,74 berechnet. Im Graphen sind anhand
der CP-Werte der DNA-Amplifikationen positive DNA-Nachweise (kleiner als Grenzwert) bzw. negative
DNA-Nachweise (groRer als Grenzwert) dargestellt.
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Aus den in Abbildung 16 dargestellten Ergebnissen konnte die Infektionsverteilung in
den untersuchten Gewebearten von Huhnern des zweiten Infektionsversuches
bestimmt werden. Die Ergebnisse zeigten eine hohe Infektionsrate im Skelettmus-
kelgewebe sowie im Gehirn. Dabei enthielten Skelettmuskelgewebe wie Oberschen-
kel und Brustmuskulatur nach experimenteller Infektion mit T. gondii-Oozysten zu
50% Toxoplasma-DNA. Die gleiche Infektionsrate zeigte auch das Gehirn. Herzge-
webe war dagegen mit mehr als 20 % deutlich weniger haufig positiv (Abbildung 17).
Aufgrund der niedrigen Infektiositat der Toxoplasma-Oozysten bei Hihnern des
ersten Infektionsversuchs und damit des geringeren Toxoplasma-DNA-Nachweises
im Vergleich zur Haufigkeit des Toxoplasma-Nachweises bei Hihnern des zweiten
Infektionsversuches wurden die Ergebnisse von Hilhnergeweben des ersten Infekti-

onsversuches in die Analyse der Gewebeverteilung nicht einbezogen.

60
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40 ~

30 A

529 bp positiv [%]

20 A

Herz Brust- Oberschenkel-  Gehirn
muskel muskel

Abbildung 17: Haufigkeit des Nachweises von Toxoplasma-DNA in verschiedenen Geweben der

experimentell mit T. gondii-Oozysten infizierten Huhner (Versuch 2). Untersucht wurden Herz, Ober-

schenkel, Brustmuskulatur und Gehirn auf das Vorhandensien des 529-bp-Fragments der T. gondii-DNA

mittels real-time PCR. Experimentelle Einzelheiten sind in der Bildunterschrift von Abbildung 16 darge-

stellt.
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Anhand der unter Punkt 3.1.1 dargestellten Standardkurve wurde auf Basis der
Geradengleichung (Abbildung 4, y=35,55-3,412*x) die Parasitenlast in den T. gondii-
positiven Gewebeproben quantifiziert. Die Quantifizierung zeigte mit Parasitenzahlen
von 0,1 bis 4,9 in 25 mg Gewebe deutliche Unterschiede im Vorhandsein von
Parasiten-DNA (Tabelle 6). Dabei wurden in Gehirngewebe die gré3ten Mengen von
Parasiten-DNA in einzelnen Proben nachgewiesen. Geringere Parasitenzahlen von
0,1 bis 1,6 enthielten Skelettmuskelgewebe (Oberschenkel und Brustmuskulatur).
Herzgewebe, das weniger haufig positiv fur T. gondii-DNA war, zeigte mittlere

Mengen von Parasiten-DNA in den positiven Proben (Tabelle 6).

Tabelle 6: Quantifizierung von Toxoplasma gondii in Geweben der Versuchshthner

Parasitenanzahl / 25 mg Gewebe

Infektionsdosis

Huhn _
Herz Brustmuskel Oberschenkel Gehirn
(ID-Nr.)
22 - 0,3 - 49
0,2
29 - - 0,4
10 Million Oozysten -
44 - - 0,5
4,8
46 - 11 0,2
26 - 1,6 - 0,5
32 - - - )
1 Million Oozysten .
36 1,2 0,6 0,9
37 34 - 0,9 )
55 - 0,7 - -
100000 Oozysten 1,4
74 - 0,1 -
23 - - 1,2 -
10000 Oozysten 24
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So konnte mittels der real-time PCR Toxoplasma-DNA relativ haufig in Gehirn und
Skeletmuskelgeweben der experimentell infizierten Huhner nachgewiesen werden.
Dagegen konnte Toxoplasma-DNA nur in zwei Herzgewebeproben nachgewiesen

werden.

3.6 Nukleinsaure-basierte Untersuchung der Viabilitat von
T. gondii im Gewebe experimentell infizierter Hihner und

Schweine

In den bisher dargestellten Arbeiten wurde anhand der Amplifikation von Toxoplas-
ma-DNA die Gewebeverteilung der Parasiten in experimentell infizierten Haustieren
untersucht. Da DNA relativ stabil ist, Iasst ein DNA-Nachweis keine Ruckschlusse auf
das Vorhandsein lebender Parasiten in den Geweben zu. Um zu ermitteln, ob die
nachgewiesene Parasiten-DNA von lebenden Toxoplasmen stammen kdnnte, sollte
eine Methode etabliert wurde, um T. gondii-mRNA in Toxoplasma-DNA-positiven
Gewebeproben mittels reverser Transkriptase-real-time PCR (RT-real-time PCR) und
damit die Viabilitdit der Parasiten nachzuweisen und T. gondii-Tachyzoiten von
Bradyzoiten zu differenzieren. Da RNA sehr instabil ist, kann sie mit hoher Wahr-
scheinlichkeit nur in lebenden Parasiten nachgewiesen werden. Fir den Nachweis
von Toxoplasma-mRNA im Gewebe der experimentell infizierter Hihner und Schwei-
ne wurde zunachst die Sensitivitdt der RT-real-time PCR bestimmt, dabei sollten
spezifische mMRNAs von Tachyzoiten und Bradyzoiten nachgewiesen werden. Dazu
diente einerseits Mausgewebe, das mit bekannten Tachyzoiten-Mengen inokuliert
wurde und andererseits eine Verdinnungsreihe von T. gondii-Gewebezysten aus
Gehirnen infizierter Mause. Nach reverser Transkriptase der mRNA in cDNA wurden
Sagl als tachyzoitenspezifisches Gen (Burg et al. 1988), Bagl als bradyzoitenspezi-
fisches Gen (Bohne et al. 1995) und Actin als housekeeping-Gen von T. gondii durch
real-time PCR amplifiziert. Die Actin-cDNA kann dabei sowohl in Tachyzoiten als

auch in Bradyzoiten nachgewiesen werden.
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3.6.1 Sensitivitat des Sagl-mRNA-Nachweises

Die Sensitivitat der RT-real-time PCR zum Nachweis von Toxoplasma-mRNA in
Wirtsgewebe wurde anhand einer Verdinnungsreihe von verschiedenen Tachyzoi-
ten-Mengen (106, 10%, 104, 103, 102, 10) ohne Wirtsgewebe oder pro 25 mg Maus-
muskulatur oder Gehirn evaluiert. RNA wurde von den vorgenannten Parasitenmen-
gen mit oder ohne Wirtsgewebe isoliert und mittels Sensiscript Reverse Transkription
Kits in cDNA umgeschrieben (Kapitel 2.2.7). AnschlieRend wurde cDNA des tachyzo-
itenspezifischen Sagl-Gens durch real-time PCR amplifiziert. Auf3erdem wurde
cDNA von Toxoplasma-Actin als konstitutiv exprimiertes Gen als Kontrolle amplifi-
ziert. Proben von Mausmuskulatur oder Gehirn ohne Parasiten sowie H20 wurden
als Negativkontrollen eingesetzt. Die Spezifitdt der Amplifikate wurde anhand der
Schmelzkurveanalyse sowie mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.9.3)
Uberpruft (nicht gezeigte Ergebnisse).

Actin-mRNA-positiver bzw. -negativer Proben wurden aufgrund eines Grenzwerts
unterschieden, der als Mittelwert der CP-Werte von Negativproben minus 2*SD
(Grenzwertce = 34,09; Grenzwertwcpqo0) = 2,94) berechnet wurde, dabei waren
positive Proben gréRer als der Grenzwertwce«00) und negative Proben kleiner
(Abbildung 18). Die Ergebnisse zeigten, dass Toxoplasma-Actin-mRNA ab eine
Menge von 10* Parasiten nachgewiesen werden konnte, wenn RNA-Isolation und
RT-real-time PCR mit Toxoplasma ohne Gewebe erfolgte (Abbildung 18). Toxoplas-
ma-Actin-mRNA konnte auch in Proben mit 10° oder mehr Parasiten pro 25 mg
Mausgewebe nachgewiesen werden (Abbildung 18). In manchen Proben (Muskel mit
102 und Gehirn mit 10%) wurde Actin-mRNA von Toxoplasma grenzwertig nachge-
wiesen. In Proben von Negativkontrollen (Gewebe ohne Parasiten 0) entstanden
teilweise schwache unspezifische Amplifikate, aber Actin-cDNA wurde nicht amplifi-
ziert (Abbildung 18). Die RT-real-time PCR von Toxoplasma-Actin zeigte eine gute
Korrelation zwischen CP-Wert und Ausgangmenge von Parasiten, allerdings waren
relativ grof3e Menge von Tachyzoiten notwendig, um ein positives Signal zu erhalten.
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Abbildung 18: Nachweis von Actin-mRNA von T. gondii mittels RT-real-time PCR von verschiedenen
Parasitenmengen (10%(1e+6), 105(1e+5), 104(le+4), 10%(1e+3), 10%(1le+2), 10(1le+1)) ohne und mit
Mausgewebe. Mausmuskulatur oder Gehirn wurden mit definierten Parasitenmengen versetzt, RNA
isoliert, cDNA synthetisiert und Actin-cDNA mittels real-time PCR amplifiziert. Dargestellt sind die
Mittelwerte +/- S.E.M. des Kehrwertes der CP-Werte multipliziert mit 100. Als Grenzwert des mRNA-
Nachweises wurde der Mittelwert der Negativproben plus 2*SD festgelegt, Werte oberhalb dieses

Grenzwertes wurden als positiv gewertet.

Fur den Sagl-mRNA-Nachweis wurde ein Grenzwert von 36,8 (Grenzwert(/cp+100)
=2,72), wie bereits flr Actin beschrieben, berechnet. Sagl-positive Proben lagen
Uber dem Grenzwert, der den Infektionszustand aufzeigte (Abbildung 19). Im Gegen-
satz zur Actin-mRNA wurde Sagl-mRNA mittels RT-real-time PCR in Proben ohne
Wirtsgewebe bereits ab eine Parasitenmenge von 10 nachgewiesen (Abbildung 19).
AuRerdem konnte Sagl-mRNA in Proben nachgewiesen werden, die 10* oder mehr
Parasiten pro 25 mg Gewebe enthielten. Die Amplifikation von Sagl-cDNA zeigte,
dass die Sensitivitdat der RT-real-time PCR bei Proben mit Wirtsgewebe deutlich
geringer war als bei isolierten Parasiten. Bei geringeren Parasitenmengen oder den
Negativkontrollen (Gewebe ohne Parasiten, 0) wurden zum Teil geringfligig unspezi-

fische Amplifikate, aber nicht das erwartete Fragment amplifiziert (nicht gezeigte



Ergebnisse

61

Ergebnisse). Im Vergleich zur Actin-mRNA wurde Sagl-mRNA von T. gondii in

geringeren Ausgangmengen von Parasiten deutlich nachgewiesen.

45 -
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3,0 -

DNA [1/CP x 100]

2,9 -

2,0 -

Abbildung 19: Nachweis von Sagl-mRNA von T. gondii mittels RT-real-time PCR von verschiedenen
Parasitenmengen (10%(1e+6), 105(1e+5), 104(le+4), 10%(1le+3), 10%(1e+2), 10(le+1)) ohne und mit
Mausgewebe. Mausmuskulatur oder Gehirn wurden mit definierten Parasitenmengen versetzt, RNA
isoliert, cDNA synthetisiert und Sagl-cDNA mittels real-time PCR amplifiziert. Dargestellt sind die
Mittelwerte +/- S.E.M. des Kehrwertes der CP-Werte multipliziert mit 100. Als Grenzwert des mRNA-

Nachweises wurde der Mittelwert der Negativproben plus 2*SD festgelegt, Werte oberhalb dieses
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Grenzwertes wurden als positiv gewertet.
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3.6.2 Sensitivitat des Bag1l-mRNA-Nachweises

Die Sensitivitat der RT-real-time PCR zum Nachweis von T. gondii-mRNA wurde
anhand einer Verdiunnungsreihe von T. gondii-Gewebezysten aus Gehirnen infizier-
ter Mause evaluiert. Fur diesen Versuch wurden Gehirne der mit Toxoplasma-Zysten
infizierten Mause wie in den Methoden beschrieben (Kapitel 2.2.11) gewonnen,
homogenisiert und aus der Gehirnsuspension wurde eine Verdinnungsreihe von
unterschiedlicher Zystenanzahl (10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 und 0.0001 Zysten) in PBS
hergestellt, RNA isoliert und cDNA mittels des Sensiscript Reverse Transkription Kits
synthetisiert (Kapitel 2.2.7). Gehirn einer nicht infizierten Maus sowie H20 wurden als
Negativkontrolle eingesetzt. Weil sich die Parasiten im Gewebe innerhalb von Zysten
im Bradyzoitenstadium befinden, wurde cDNA des bradyzoitenspezifischen Bagl-
Gens mit Hilfe der real-time PCR amplifiziert. Zudem wurde cDNA von Toxoplasma-
Actin als konstitutiv exprimiertes Gen als Kontrolle und Toxoplasma-Sagl amplifi-
ziert. Die Spezifitat der Amplifikate wurde anhand der zugehérigen Schmelzkur-
venanalyse sowie mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.9.3) Uberprift
(nicht gezeigte Ergebnisse)

Um Actin-mRNA-positive bzw. -negative Proben zu unterscheiden, wurde ein
Grenzwert als Mittelwert der CP-Werte von Negativproben minus 2*SD (Grenzwertcp
= 37,44; Grenzwerta/cp+100) = 2,74) berechnet, dabei waren positive Proben grol3er
als der Grenzwert@/cp+100) und negative Proben kleiner (Abbildung 20). Amplifikation
der Actin-cDNA aus T. gondii-Gewebezysten in der real-time PCR zeigte, dass
Actin-mRNA ab eine Menge von 0,1 Toxoplasma-Zysten oder mehr nachgewiesen
werden. In der Negativkontrolle (Gehirngewebe nicht-infizierter Maus) sowie in
Proben mit sehr geringer Ausgangmenge von Toxoplasma-Zysten entstanden

schwache unspezifische Amplifikate.
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Abbildung 20: Nachweis von Actin-mRNA von Toxoplasma gondii mittels RT-real-time PCR einer
Verdiinnungsreihe von T. gondii-Gewebezysten (10 (1e+1), 1 (1e+0), 0.1 (1e-1), 0.01 (1e-2), 0.001 (1e-3)
und 0.0001 (1le-4) Zysten) aus Gehirnen infizierter Mausen. Gehirngewebe wurde gewonnen, homogeni-
siert, die Zystenanzahl pro 30ul Suspension unter dem Mikroskop ausgezéhlt und es wurde anschliel3end
eine Verdunnungsreihe von den vorgenannten Zystenanzahlen in PBS hergestellt. Danach wurde RNA
isoliert, cDNA synthetisiert und Actin-cDNA mittels real-time PCR amplifiziert. Dargestellt sind die
Mittelwert +/- S.E.M. des Kehrwertes der CP-Werte multipliziert mit 100. Als Grenzwert des mRNA-
Nachweises wurde der Mittelwert der Negativproben plus 2*SD festgestellt, Werte oberhalb dieses

Grenzwertes wurden als positiv gewertet.

Fur den Bagl-mRNA-Nachweis aus Toxoplasma-Gewebezysten wurde, wie bereits
fur Actin beschrieben, ein Grenzwert von 36,53 (Grenzwert/cp+100) = 2,75) berechnet.
Ahnlich den Ergebnissen der Actin-mRNA konnte Bagl-mRNA mittels RT-real-time
PCR ab einer Menge von 0,01 T. gondii-Zysten oder mehr nachgewiesen werden. In
der Probe mit 0,01 Zysten wurde Bagl-mRNA allerdings nur grenzwertig nachgewie-
sen. Dagegen entstanden in Proben mit geringeren Ausgangmengen von Toxoplas-
ma-Zysten sowie in der Negativkontrolle keine spezifischen Amplifikate. Die RT-real-
time PCR von Toxoplasma-Bagl zeigte eine gute Korrelation zwischen CP-Wert und

Ausgangmenge der Gewebezysten.
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Abbildung 21: Nachweis von Bagl-mRNA von Toxoplasma gondii mittels RT-real-time PCR einer
Verdinnungsreihe von T. gondii-Gewebezysten (10 (1e+1), 1 (1e+0), 0.1 (1e-1), 0.01 (1e-2), 0.001 (1e-3)
und 0.0001 (1e-4) Zysten) aus Gehirnen infizierter Mausen. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- S.E.M.
des Kehrwertes der CP-Werte multipliziert mit 100. Als Grenzwert des mRNA-Nachweises wurde der
Mittelwert der Negativproben plus 2*SD festgelegt, dabei waren positive Proben gréRer als dieser

Grenzwert. Experimentelle Einzelheiten sind wie in der Abbildung 20 beschrieben.

In diesem Versuch wurde neben Actin- und Bagl-mRNA von T. gondii die Sagl-
MRNA mit den Primern sagl for/sagl rev amplifiziert, die spezifisch das tachyzoiten-
spezifische Sagl-Gen, aber nicht das bradyzoitenspezifische Bagl-Gen amplifizie-
ren, um die Stadienspezifitit im Gewebe sicherzustellen. Hier dienten isolierte
Tachyzoiten mit Ausgangmenge von 10° Parasiten als Positivkontrolle sowie Gehirn
einer nicht-infizierten Maus als Negativkontrolle. Wie bereits beschrieben, wurde ein
Grenzwert von 37,31 (Grenzwert@/cpx00) = 2,68) bestimmt. Die Ergebnisse zeigten,
dass aul3er der Positivkontrolle zwei Proben (mit 0,0001 und 1 Zysten) schwach uber
dem Grenzwert lagen (Abbildung 22). Allerdings konnte anschlielend anhand der
zugehorigen Schmelzkurveanalyse gezeigt werden, dass diese Amplifikate unspezi-
fisch waren, da die erhaltenen Schmelzkurven nicht denen der Positivkontrolle
entsprachen (nicht gezeigte Ergebnisse). In den anderen Proben wurde keine Sagl-
cDNA amplifiziert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: RT-real-time PCR von T. gondii -Sagl-mRNA mit den Primern sagl for/sagl rev von
definierten Mengen von T. gondii-Gewebezysten (10 (1e+1), 1 (1e+0), 0.1 (1e-1), 0.01 (1e-2), 0.001 (1e-
3) und 0.0001 (1e-4) Zysten) aus Gehirnen infizierter Mausen. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- S.E.M.
des Kehrwertes der CP-Werte multipliziert mit 100. Als Grenzwert des mRNA-Nachweises wurde der
Mittelwert der Negativproben plus 2*SD festgelegt, dabei waren positive Proben gréRer als dieser

Grenzwert. Experimentelle Einzelheiten sind in der Abbildung 20 dargestellt. PK: Positivkontrolle.

Die Ergebnisse der RT-real-time PCR in Gehirnen infizierter Mause zeigten, dass
Toxoplasma-mRNA deutlich ab Ausgangmenge von 0,1 Toxoplasma-Zysten im
infizierten Gehirn nachgewiesen werden konnte. Dagegen war mit niedrigeren

Zystenmengen kein positives Signal zu erhalten.

3.6.3 Nachweis von Toxoplasma-mRNA im Gewebe experimentell

infizierter Hihner und Schweine

In Gewebeproben der in dieser Arbeit untersuchten experimentell infizierten Schwei-
ne und Huhner wurde Toxoplasma-DNA mittels 529-bp-Fragment-basierter real-time
PCR nachgewiesen (Kapitel 3.4.2 und 3.5.1). Um zu ermitteln, ob die nachgewiese-
ne Parasiten-DNA von lebenden Toxoplasmen stammen konnte, wurden die Toxo-
plasma-DNA-positiven Gewebeproben auf Vorhandsein von Toxoplasma-mRNA
untersucht. Dazu dienten verschiedene positive Gewebeproben der untersuchten

Schweine und Hihner, die die hochste Parasitenanzahl enthielten. Auflerdem
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wurden Gewebeproben der nicht-infizierten Tiere (Huhn: K1, K2, K3 und Schwein Nr.
19) mitgetestet. Von den ausgewahlten Gewebeproben wurde RNA isoliert und in
cDNA mittels des Sensiscript Reverse Transkription Kits umgeschrieben (Kapitel
2.2.7). Anschliel3end wurde cDNA des bradyzoiten-spezifischen Bagl-Gens und des
Actin-Gens durch real-time PCR amplifiziert. Als Positivkontrolle diente die bereits in
Kapitel 3.6.2 vorgenannte cDNA-L6sung von 10 Zysten. Die Spezifitat der Amplifika-
te wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberprft (Abbildung 23). Die CP-Werte
der RT-real-time PCR von Bagl-mRNA sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt
(Tabelle 7, 8). Die Ergebnisse zeigten in den Toxoplasma-DNA-positiven Gewebe-
proben unspezifische Amplifikate im Vergleich zur Positivkontrolle, dabei wurde mit
Agarose-Gelelektrophorese ein Fragment der erwarteten Grof3e von 101 bp nur in
der Positivkontrolle, aber nicht in den Gewebeproben der beiden experimentell
infizierten Tierarten nachgewiesen (Huhnerergebnisse: Abbildung 23). Auf3erdem
unterschieden sich die CP-Werte zwischen nicht-infizierten Kontrolltieren und
Toxoplasma-infizierten Tieren nicht grungsatzlich. Ahnliche Ergebnisse von unspezi-
fischen Amplifikaten ergab die Amplifikation von Actin-cDNA in allen untersuchten
Gewebeproben (nur in Hihnergeweben untersucht) im Vergleich zur Positivkontrolle
(nicht gezeigte Ergebnisse). So konnte T. gondii-mRNA in Gewebeproben der

experimentell infizierten Hihner und Schweine nicht detektiert werden.

Tabelle 7: CP-Werte der RT-real-time PCR zur Untersuchung des Vorhandenseins von
T. gondii-mRNA (Bag1l-mRNA) in verschiedenen Geweben der experimentell

infizierten Hihner und nicht-infizierten Kontrollhtihner

Huhn Infektion H.0 Positivkontrolle Gehirn Brustmuskel Oberschenkel
>41 31,32

K1 - 26,97 27,27 n.b.

K2 - 33,22 32,52 n.b.

K3 - 32,14 32,11 n.b.

H 22 + 27,8 n.b. n.b.

H 23 + n.b. n.b. 27,74
H26 + n.b. 27,63 n.b.

H46 + 33,81 33,87 n.b.

H74 + 29,03 n.b. n.b.

n.b: nicht bearbeitet
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Tabelle 8: CP-Werte der RT-real-time PCR zur Untersuchung des Vorhandenseins von

T. gondii-mRNA (Bag1l-mRNA) in verschiedenen Geweben der experimentell

infizierten Schweine und des nicht-infizierten Kontrollschweins

Schwein Infektion H.O Positivkontrolle Gehirn Oberschenkel
>41 27,86 R -
S 19 - 28,45 26,2
S2 + 27,48 26,46
S7 + 27,68 26,1
S11 + n.b. 27,05
S 15 + 27,89 n.b.
n.b: nicht bearbeitet
A.
H,0 PK KUG KLBS H22/G H23/GS H26/BS H74/G
200 bp
50 bp
B.
H,0 PK K2/G K2/BS K3/G K3/GS H46/G H46/GS
200 bp
50 bp

Abbildung 23: Agarose-Gelelektrophorese von Amplifikation der RT-real-time PCR von verschiedenen
Huhnergeweben zur Untersuchung der Vitalitat der bereits im Hihnergewebe durch DNA-Amplifikation
nachgewiesenen Parasiten. RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und das Bagl-Gen durch real-
time PCR untersucht. PK: Positivkontrolle, K: Kontrolle (nicht infizierte Hihner), H: Huhn+ ID-Nr, G:
Gehirn, GS: Oberschenkel, BS: Brustmuskulatur.
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4. Diskussion

Die orale Aufnahme von Toxoplasma-Zysten durch den Verzehr von rohem oder
ungenugend gegartem Fleisch oder Fleischprodukten landwirtschaftlicher Nutztiere
stellt eine wichtige Infektionsquelle fir den Menschen mit T. gondii dar. Die Gewebe-
zysten konnen vermutlich jahrlang im Wirtsgewebe lebensfahig bleiben, z.B. sind in
Schweinefleisch Gewebezysten in der Lage, mehr als zwei Jahre zu persistieren
(Dubey et al. 1998). Die Anzahl der bei verschiedenen Wirtsspezies vorkommenden
Gewebezysten und ihre Verteilung in den unterschiedlichen Wirtsgeweben sind
abhangig von der Tierart. So kommen Toxoplasma-Zysten am haufigsten bei
Schweinen, Schafen und Ziegen vor, weniger haufig bei Gefligel, Pferden und
Jagdtieren und bei Rindern sind sie nur sehr selten (Tenter et al. 2000). Mehrere
Studien zeigten, dass T. gondii bei Schweinen, Schafen und Ziegen die Tendenz
aufweist, haufiger in Skelett- und Herzmuskulatur zu persistieren als in anderen
Organen (Dubey et al. 1998; Tenter 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Beitrag geleistet, die Bedeutung des Verzehrs
von rohem oder nicht ausreichend erhitztem Fleisch von Schweinen und Huhnern fir
die Ubertragung von Toxoplasma gondii auf den Menschen zu bestimmen. Um das
Infektionsrisiko fir Menschen durch Verzehr von Zysten-haltigem Fleisch einzuschat-
zen, wurde das Vorhandsein und die Verteilung von T. gondii in Gehirn und unter-
schiedlichen Muskelgeweben von experimentell infizierten Schweinen und Hihnern
mittels real-time PCR untersucht. Aul3erdem sollte auch die Vitalitat des Parasiten in

dem untersuchten Gewebe ermittelt werden.

4.1 Nachweis von Toxoplasma-DNA in Mausgewebe und

Bestimmung von Parasitenmengen mittels real-time PCR

Die real-time PCR wird als ein sehr empfindliches spezifisches und schnelles
Verfahren fir den Nachweis und die Quantifizierung von Toxoplasma gondii in
verschiedenen klinischen Proben von Menschen und Tieren (z.B. Gewebe, Liquor,
Amnionflissigkeit oder Blutproben) angesehen (Jauregui et al. 2001; Reischl et al.
2003; Su et al. 2010). Verschiedene Targets wurden als Basis fur die real-time PCR

verwendet, dazu gehort das von Homan et al. (2000) entdeckte 529-bp-Fragment,
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das im Genom von Toxoplasma gondii in hoher Kopienzahl von 200 bis 300 vorhan-
den ist. Infolgedessen ist die auf Grundlage dieser Repeat-Region basierende real-
time PCR sensitiver als die mit Targets, die nur in geringer Kopienzahl oder als
Einzelkopie im Genom der Erreger vorkommen. Aul3erdem konnte mit der real-time
PCR auf der Basis des 529-bp-Fragments T. gondii-DNA in Proben mit geringen
Parasitenmengen nachgewiesen werden (Edvinsson et al. 2006). Aufgrund dieser
Informationen wurde in dieser Arbeit eine real-time PCR auf Basis des 529-bp-
Fragments unter Verwendung des Fluoreszenfarbstoffes SYBR Green zum Nach-
weis und Quantifizierung von Toxoplasma gondii in Gewebe von Schwein und Huhn
etabliert.

Die in dieser Arbeit verwendete real-time PCR erfolgte als erstes mit den mit ver-
schiedenen bekannten Tachyzoiten-Mengen versetzten Mausgeweben (Gehirn oder
Muskulaturgewebe), um die Sensitivitat der real-time PCR zum Nachweis von
T. gondii im Gewebe zu untersuchen und eine Standardkurve aus bekannten
Parasitenmengen zu erstellen. Da die geeignete Auswahl von Primern ebenso wie
auch die Auswahl des Targets in der PCR wichtig ist, wurden dafir zwei Primerpaa-
re, Toxo9/Toxoll und Toxo4/Toxo5 getestet. Mit den Primern Toxo9/Toxoll liel3
sich T. gondii-DNA in Mengen zwischen 2,5 und 10* Tachyzoiten pro 25 mg Maus-
gewebe nachweisen. Dagegen lieRen sich 10 bis 10* Tachyzoiten pro 25 mg Maus-
gewebe mit den Primern Toxo4/Toxo5 nachweisen. Im Vergleich konnten Jauregui
et al. (2001) mittels einer real-time PCR von 4 bis 3,7 x 10° Bradyzoiten/g in versetz-
ten Schweinemuskulaturproben nachweisen. Diese Sensitivitat ist hoher als die hier
beschriebene real-time PCR (2,5 Tachyzoiten/ 25 mg oder 100 Tachyzoiten/g mit
den Primern Toxo9/Toxoll). Jauregui et al. (2001) benutzten dabei eine real-time
PCR (TagMan-PCR) mittels ITS1-abgeleiteten Primern und fluorogenen Sonden.
Dagegen war die PCR-Sensitivitat in einer Studie von Warnekulasurija et al. (1998)
relativ gering. Hier wurde mit Hilfe einer nested PCR (P30-Gen) bis zu einer Menge
von 5 x 10° Trophozoiten/g in gespikten Fleischproben nachgewiesen. Diese gerin-
gere Sensitivitdt wurde auf eine hohe Salzkonzentration in den Fleischproben
zurlckgefuhrt.

Die Empfindlichkeit der real-time PCR auf Basis des 529-bp-Fragments war mit den
Primern Toxo9/Toxoll deutlich hoher als mit den Primern Toxo4/Toxo5. In der
Studie von Reischl et al. (2003) gelang mittels real-time PCR der Nachweis von 20 fg

Toxoplasma-DNA, das entspricht weniger als einem Toxoplasma-Tachyzoiten. Im
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Gegensatz dazu erfolgte in Untersuchungen von Homan et al. (2000) die Amplifikati-
on des 529-bp-Fragments mittels der Primer Toxo4/Toxo5 und konnte minimal vier
Tachyzoiten pro 200 pl humaner Amnionflissigkeit nachweisen. Die geringere
Sensitivitat der real-time PCR mit den Primern Toxo4/Toxo5 liegt vermutlich daran,
dass diese Primer das komplette 529-bp-Fragment amplifizieren, wéahrend Primer
Tox09/Toxoll nur 162 bp von der 529-bp-Repeat-Region amplifizieren. Dabei
umfasst die Amplifikation mit Primern Toxo4/Toxo5 auch das sogenannte T-reiche
DNA-Segment am 3'-Ende, das als besonders problematisch bei der Amplifikation
angesehen wird. Dieses Segment hat einen negativen Einfluss auf die Taq DNA-
Polymerase und ebenso auf die Effizienz der Amplifikation (Reischl et al. 2003).
Aufgrund dieser Informationen wurden die weiteren Untersuchungen nur mit den

Primern Toxo9/Toxo11 durchgefihrt.

4.2 Weitere Untersuchungen zur Sensitivitat und Spezifitat

des Toxoplasma-Nachweises in Wirtsgewebe mittels PCR

Anhand der auf Basis des B1l-Gens etablierten nested PCR zum Nachweis von
T. gondii-DNA in Wirtsgewebe (Muskulatur oder Gehirn) konnten nur bis zu 10 oder
mehr Tachyzoiten pro 25 mg Gewebe detektiert werden. Dagegen war die real-time
PCR zum Nachweis des repetitiven 529-bp-Fragments mit einer Nachweisgrenze
von bis zu 2,5 oder mehr Tachyzoiten pro 25 mg Gewebe deutlich sensitiver. Diese
unterschiedliche Sensitivitat zwischen nested PCR und real-time PCR kann durch die
unterschiedliche Kopienzahl der beiden untersuchten Gene im Genom des Erregers
erklart werden. Wahrend das B1-Gen im Genom von T. gondii 35 Mal vorkommt, ist
die 529-bp-Region mit 200 bis 300 Kopien vorhanden (Homan et al. 2000; Reischl et
al. 2003; Edvinsson et al. 2006; Calderaro et al. 2006).

Der Einfluss von Wirtsgewebe auf die Sensitivitat der T. gondii-529-bp real-time PCR
wurde ebenfalls Uberprift. Dabei war der Nachweis von T. gondii-DNA aus unter-
schiedlichen Parasitenmengen ohne Gewebe deutlich empfindlicher (etwa drei
Crossing Points friher) als der aus gleichen Parasitenmengen mit Wirtsgewebe.
Schatzungen zufolge entspricht ein Unterschied von etwa 3,5 Crossing Points in
PCR-Reaktionen einer zehnfach hoheren Ausgangskonzentration des DNA-
Templates (Reischl et al. 2003). Darum zeigen die Ergebnisse, dass das Wirtsgewe-
be einen negativen Einfluss auf die T. gondii-529-bp real-time PCR ausibte, deren
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Sensitivitat etwa zehnfach geringer war als jene von Parasiten ohne Gewebe. Es war
daher auch von Interesse zu klaren, ob die geringere Sensitivitat der real-time PCR
durch Inhibitoren im Gewebe verursacht wird oder durch eine begrenzte Memb-
rankapazitdt der DNA-Bindesaule wéahrend der DNA-Isolierung. Die Ergebnisse
zeigten deutlich, dass die Membrankapazitat wéhrend der DNA-Isolierung von
inokulierter Mausmuskulatur oder Mausgehirn nur in geringem Mal3e zur verminder-
ten Sensitivitat der real-time PCR beitrug. Da der Unterschied in den CP-Werten der
real-time PCR nach Amplifikation gleicher Mengen von Parasiten-DNA, die entweder
zusammen mit dem Wirtsgewebe isoliert wurden oder getrennt isoliert und nachtrag-
lich gemischt wurden, gering und nicht signifikant war, ist zu vermuten, dass Inhibito-
ren im Wirtsgewebe eine hemmende Wirkung auf die Sensitivitat der 529-bp-
basierten PCR in Gegenwart von Wirtsgewebe hatten. Bei Verwendung des
LightCycler-Systems hat moglicherweise das Vorhandensein grof3er Mengen von
unspezifischer Gewebe-DNA eine hemmende Wirkung auf den Nachweis von
Parasiten-DNA (Bellete et al. 2003; Edvinsson. 2004). Bellete et al. (2003) konnten
zeigen, dass der Nachweis von Parasiten-DNA beeintrachtigt wurde, wenn die
unspezifische DNA in LightCycler-Kapillaren eine bestimmte Menge uberschritten
hatte.

Die Spezifitat der real-time PCR wurde anhand der Amplifikation von genomischer
DNA verschiedener Coccidia-Parasiten (Neospora caninum, Hammondia hammondi,
Besnoitia besnoiti, Sarcocystis gigantea, Isospora canis, Isospora felis) und der in
dieser Arbeit verwendeten Toxoplasma-DNA ermittelt. Mit den Primern Cocl/Coc2
konnten alle Coccidia-DNA einschlief3lich Toxoplasma-DNA nachgewiesen werden.
AulRer der zu erwarteten Amplifikation von T. gondii-DNA traten Kreuzreaktionen mit
den Primern Toxo9/Toxoll dagegen nur mit den genomischen DNA-Praparationen
von Sarcocystis gigantea, Isospora canis und Isospora felis auf. Isospora spp. und
Sarcocystis spp. werden als sehr wirtssspezifisch fir die Zwischenwirte angesehen
(Tenter et al. 1995; Lindsay et al. 1997). Wahrend Isospora canis und Isospora felis
am haufigsten bei Hunden und Katzen vorkommen, kann Sarcocystis gigantea oft
eine Infektion bei Schafen verursachen und am haufigsten in Speiserthre- und
Zungenmuskulatur vorkommen. Allerdings kénnen andere Spezies von Isospora und
Sarcocystis Hihner und Schweine infizieren. Z.B. wurden Isospora suis, |. almataen-
sis und I. neyrai aus dem Schwein isoliert. Dabei stellt der Dinndarm die bevorzugte

Stelle flr Isospora-Arten dar (Lindsay 1997). Wahrend das Schwein ein Zwischenwirt
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von zwei oder drei Arten von Sarcocystis (haufig S. miescheriana und S. suihominis)
ist, kbnnen sich Hihner oft mit S. horvathi infizieren. Hier kommen diese Arten in
Muskelgewebe ihres Wirts vor (Lindsay 1995; Tenter 1995). Das bedeutet, dass bei
Untersuchung von Gewebeproben mit unbekanntem Infektionsstatus (aus Freiland-
haltungstieren) mittels 529-bp-PCR eine Kreuzreaktion mit Sarcocystis spp. auftreten
konnte. In diesem Fall konnen serologische Verfahren (z.B. ELISA, IFAT) zum
Nachweis spezifischer Antikbrper gegen Sarcocystis spp. und Toxoplasma gondii bei
der Differentialdiagnose helfen. Serologische Kreuzreaktionen sind aber bei niedri-
gen Titerwerten mdglich. Bei Untersuchungen von Moon (1987) traten bei experi-
mentell mit T. gondii infizierten Schweinen Kreuzreaktionen gegen Sarcocystis-
Antigen bis zu 1:16 in IFA und bis zu 1:32 in ELISA auf. Ausgehend von diesen
Erkenntnissen eignet sich unsere real-time PCR fir den Nachweis von T. gondii-DNA
im Gewebe von Huhnern und Schweinen, die experimentell mit dem Erreger infiziert
wurden und nicht fir Proben mit unbekanntem Infektionsstatus wegen des Kreuzre-
aktionsrisikos mit Sarcocystis. Deshalb wurde das Primerpaar Toxo9/Toxoll in
dieser Arbeit weiter fur die 529-bp-PCR zum Nachweis von T. gondii-DNA in Schwei-

ne- und Hihnergeweben verwendet.

4.3 Nachweis von Toxoplasma gondii in Gewebeproben

experimentell infizierter Schweine

Die experimentell infizierten Schweine wurden an unterschiedlichen Tagen auf die
Existenz von Antikdrpern gegen T. gondii untersucht. Mittels ELISA reagierten alle
infizierten Tiere deutlich positiv. Abhangig von der Infektionsdosis wies der Antikor-
peranstieg in Schweineseren unterschiedliche Zeitpunkte auf. Bei Tieren mit hoher
Infektionsdosis stiegen die Antikorpertiter gegen Toxoplasma gondii friiher an als bei
jenen, die mit geringer Infektionsdosis infiziert worden waren. Somit konnte die
Infektion der Schweine mit Hilfe des ELISA-Verfahrens bestétigt werden.

Verschiedene Gewebeproben (Gehirn und unterschiedliche Muskelgewebe) wurden
von den experimentell infizierten Schweinen enthommen und auf das Vorhandsein
von Toxoplasma-DNA mit Hilfe der real-time PCR untersucht. Erreger wurden
erfolgreich sowohl im Gehirn als auch in verschiedenen Muskelgeweben der
Schweine detektiert. Dabei waren neun der zehn infizierten Schweinen mittels real-

time PCR zumindest in einem Gewebe positiv fir den Nachweis von Toxoplasma-
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DNA. Es gab dabei keinen deutlichen Zusammenhang zwischen der Infektionsdosis
und dem Nachweis von T. gondii-DNA im Gewebe. Im Gegensatz zur Serologie
ergab die real-time PCR jedoch bei einem mit 1000 Oozysten infizierten Schwein (Nr.
8) negative Ergebnisse in allen getesteten Proben. Dennoch bedeutet das, dass
mittels dieser Methode ein hoher Prozentsatz von Positivitat erreicht wurde (lediglich
ein Schwein von zehn war negativ). Samico Fernandes et al. (2012) detektierten
T. gondii-DNA in 21 von 38 seropositiven Schweinen. Eine eventuelle Interpretation
fur die negativen PCR-Ergebnisse ist nach Angaben von Esteban-Redondo et al.
(1999), Yai et al. (2003), Hill et al. (2006) und Bezerra et al. (2012), dass insbeson-
dere bei groRen Tieren der Nachweis von Toxoplasma-Gewebezysten aus verschie-
denen Grunden schwierig ist. Dazu gehoéren die unregelmaRige Verteilung der
Parasiten im Gewebe von fleischliefernden Tieren, das von dem Erreger jeweils
bevorzugte Gewebe sowie der niedrige Probenumfang, der fir die Untersuchung
mittels PCR verwendet wird, im Vergleich zu dem gesamten Wirtsumfang (Esteban-
Redondo et al. 1999; Yai et al. 2003; Hill et al. 2006; Bezerra et al. 2012). Ausge-
hend davon sind falsch-negative Ergebnisse zu erwarten und die negativen PCR-
Ergebnisse in einer Gewebeprobe deuten nicht notwendigerweise darauf hin, dass
das ganze Organ als T. gondii-negativ angesehen werden kann.

Die Verteilung von T. gondii-DNA im Gewebe der experimentell infizierten Schweine
zeigte, dass Oberschenkelmuskulatur mit 70% und Bauchmuskulatur mit 60% am
haufigsten betroffen waren. Der Erreger wurde auch im Vorderbein und im Gehirn mit
je 40% nachgewiesen, am wenigsten waren Herz mit 30% und Zunge mit 10%
betroffen. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit den Erkenntnissen, dass T. gondii in
infizierten Schweinen bevorzugt in Muskelgeweben persistiert (Tenter et al. 2000).
Obwohl unterschiedliche Studien gezeigt haben, dass T. gondii in Nagern neurotrop
ist, deuten verschiedene Studien mit Nutztieren darauf hin, dass die Persistenz von
T. gondii dort im Muskelgewebe effizienter ist als im Gehirn (Dubey und Beattie
1988; Dubey et al. 1996). Belfort-Neto et al. (2007) untersuchten Gewebeproben von
50 Schweinen in Erechim, Brasilien, dabei konnte der Erreger in der Zunge von 66%
und im Zwerchfellmuskel von 34% der Schweine detektiert werden. Daruiber hinaus
konnten Dubey et al. (1988) bei 5 von 16 Schweinen lebende Toxoplasmen aus
kommerziell vermarkteten Fleischstiicken (Schulter, Schwanz, Schalrippchen, Keule)
isolieren. Diese Informationen weisen darauf hin, dass die Persistenz von T. gondii in

den verschiedenen essbaren Muskelgeweben des Schweins und der Verzehr von
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nicht ausreichend erhitztem Fleisch oder Fleischprodukten das Ubertragungsrisiko
auf den Menschen deutlich erhoht.

Die Quantifizierung des Erregers in den T. gondii-positiven Gewebeproben ergab
eine Parasitenanzahl von 0,1 bis 4,1 in 25 mg Gewebe. Dabei gab es keine deutli-
chen Unterschiede in den Parasitenmengen in Abhangigkeit von der Gewebeart,
obwohl Gewebe wie Oberschenkelmuskulatur und Bauchmuskulatur, die besonders
haufig positiv fur T. gondii-DNA waren, in einzelnen Proben die gré3iten Mengen von
Parasiten-DNA enthielten. Im Gewebe der fleischliefernden Tiere ist die T. gondii-
Menge sehr gering, so wurde geschatzt, dass nur etwa eine Gewebezyste in 100g
Fleisch vorhanden ist (Hill und Dubey 2002). Vermutlich kénnen diese Erkenntnisse
als Erklarung fur die geringen Parasitenanzahlen in den untersuchten Geweben
dienen. Dazu kann auch der in dieser Arbeit festgestellte negative Einfluss des
Wirtsgewebes auf die Sensitivitat der real-time PCR beitragen (Kapitel 3.2.2). Dabei
wurde nachgewiesen, dass die Sensitivitat der real-time PCR im Gewebe zehnfach
geringer ist als ohne Gewebe. Das bedeutet, dass eine Parasitenanzahl von 0,1 bis
4,1 in 25 mg Schweinegewebe in der Realitdt zehnfach héher sein sollte, dass also
tatsachlich eine Anzahl von 1 bis 40 Parasiten pro 25 mg Gewebe vorkommen.
Ausgehend davon erhoht sich das Ubertragungsrisiko der Infektion auf den Men-
schen durch Verzehr von rohem oder unzureichend gekochtem Schweinfleisch
deutlich.

4.4 Nachweis von Toxoplasma gondii in Gewebeproben

experimentell infizierter Hihner

Alle infizierten Huhner waren serologisch mit Hilfe des Toxoscreen DA-Tests positiv
auf den Nachweis von T. gondii-Antikdrper. Damit wurde die Infektion der untersuch-
ten Huhner bestatigt. Gewebeproben wie Herz, Oberschenkelmuskulatur, Brustmus-
kulatur und Gehirn wurden von jedem Huhn entnommen und auf Vorliegen von
T. gondii-DNA mittels real-time PCR untersucht. Mittels real-time PCR wurde spezifi-
sche Toxoplasma-DNA bei 11 von 12 Hihnern mindestens in einem Gewebe
detektiert. Das zeigt wie bei Schweinen auch bei Hihnern einen hohen Prozentsatz
von Positivitdt (> 90% der untersuchten Hihner). Der Nachweis von Toxoplasma
gondii in Geweben der experimentell infizierten Hihner und auch die Verteilung des

Parasiten in einzelnen Geweben waren unabh&ngig von der verwendeten Infektions-
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dosis. In den untersuchten Hihnern konnte T. gondii am haufigsten im Gehirngewe-
be, in der Oberschenkelmuskulatur sowie in der Brustmuskulatur mit jeweils 50%
nachgewiesen werden. Dagegen wies das Herz mit ungefahr 20 % eine deutlich
geringere Haufigkeit auf. Diese Ergebnisse zeigen, dass Muskelgewebe von Hiih-
nern wie auch von Schweinen wichtige Organe zur Erregerpersistenz darstellen.
Zum Vergleich wurde in verschiedenen Studien von Dubey et al. (2004, 2005)
beobachtet, dass Toxoplasma gondii bei Hihnern eine gréRere Tendenz hat, im
Herz lokalisiert zu persistieren als im Skelettmuskel und im Gehirn. Andere Untersu-
chungen zeigten, dass das Herz und das Gehirn zu jenen Organen von Huhnern
gehdorten, die von Toxoplasma gondii bevorzugt werden (Aigner et al. 2010; Yan et al
2010; Dubey 2010) und dass persistierende T. gondii in der Brustmuskulatur weniger
haufig vorkommen als in anderen Hiuhnergeweben (Dubey 2010; Hill und Dubey
2013). In einem Ubersichtsartikel fasste Dubey (2010) Untersuchungen auf Vorhand-
sein von T. gondii in Hihnergewebe aus verschiedenen Landern zusammen. Dabei
wurden 149 Huhner mittels Bioassay untersucht und der Erreger am haufigsten aus
dem Herz mit 89,5% isoliert. T. gondii konnte auch im Gehirn mit 49,2%, Oberschen-
kel mit 44,1% und am wenigsten im Brustmuskel mit 18,6% nachgewiesen werden.
Yan et al. (2010) untersuchten mittels PCR (ITS1l-abgeleitete Primer) auch das
Vorliegen von Toxoplasma gondii in unterschiedlichen Hihnergeweben. Hier waren
Herz und Lunge mit jeweils 5 von 20 Proben am haufigsten infiziert, in 4 von 20
Proben waren Gehirn, Milz und Auge betroffen.

Ahnlich der Ergebnisse von Schweinegeweben stellt die unregelmaRige Verteilung
des Erregers im Tierkorper und der geringe Probenumfang (in dieser Arbeit 25 mg
Gewebe) eine eventuelle Erklarung fur die negativen PCR-Ergebnisse im Hihnerge-
webe dar (Esteban-Redondo et al. 1999; Yai et al. 2003; Hill et al. 2006; Bezerra et
al. 2012). AuBerdem wurde in dieser Arbeit im Vergleich zu anderen Studien eine
geringere Probenanzahl untersucht, dartiber hinaus wurde in manchen Studien nur
das Vorhandensein von lebenden Parasiten untersucht (Dubey 2010). Bezuglich der
hier festgestellten geringen Infektionsrate im Herzgewebe im Vergleich zu den
anderen Studien konnten der verwendete Parasitenstamm oder der Hiuhnerstamm
eine Rolle spielen.

Zusatzlich zur Infektionsverteilung wurde auch bei Hihnern die Parasitenanzahl in
den T. gondii-positiven Gewebeproben berechnet. Dabei ergab sich eine Anzahl von

0,1 bis 4,9 in 25 mg Gewebe, die unabhéngig von der Gewebeart war. Die geringe



Diskussion 76

Zystenanzahl im Gewebe von fleischliefernden Tieren (eine Gewebezyste in 100 g
Fleisch) ist eine mogliche Erklarung fur diese geringe Parasitenanzahl im Hihnerge-
webe (Hill und Dubey 2002). Aigner et al. (2010) konnten anhand der real-time PCR
(529-bp-Fragment-PCR) das Vorliegen von Toxoplasma-DNA im Herz (mit 80,8%)
und Gehirngewebe (mit 84,6%) von 26 serologisch positiven Hihnern nachweisen
und quantifizieren. Durchschnittlich zeigte die Quantifizierung im Gehirn 437 Parasi-
ten pro Gramm Gewebe und im Herz 155 Parasiten pro Gramm Gewebe. In dieser
Studie wurde kein signifikanter Unterschied in der Infektionsrate oder in den Parasi-
tenmengen zwischen den beiden Geweben festgestellt. Im Vergleich wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Anzahl von 1,2 bis 3,4 Parasiten im Herz und von 0,2 bis
4,9 Parasiten im Gehirn pro 25 mg Gewebe nachgewiesen. Wenn man diese
Parasitenanzahl pro Gramm Gewebe berechnet, bedeutet das eine Anzahl von 48
bis 136 Parasiten im Herz und von 8 bis 196 Parasiten im Gehirn pro Gramm
Gewebe. Der Unterschied in Parasitenanzahl im Vergleich zu der oben genannten
Studie koénnte auf die verwendete Methode zurtckgefuhrt werden. Dabei wurde in
der Studie von Aigner et al. (2010) das ganze Organ entnommen, in einer Pepsinl6-
sung verdaut, zentrifugiert, das Pellet resuspendiert und DNA aus 400pul extrahiert
und dann mittels real-time PCR amplifiziert.

4.5 Nukleinsaure-basierte Untersuchung der Viabilitat von
T. gondii im Gewebe experimentell infizierter Hihner und

Schweine

Im Anschluss an den T. gondii-DNA-Nachweis in den unterschiedlichen Geweben
von experimentell infizierten Hidhnern und Schweinen wurde die Viabilitat des
Parasiten in diesen Geweben untersucht. Nur der Nachweis von lebenden Parasiten
in Fleisch oder Fleischprodukten erlaubt eine genaue Schatzung des tatsachlichen
Risikos fir die offentliche Gesundheit (Bezerra et al. 2012). Da DNA stabil ist und ein
DNA-Nachweis lebende von toten Parasiten nicht unterscheiden kann und weil RNA
instabil ist und mit hoher Wahrscheinlichkeit nur in lebenden Parasiten nachgewiesen
werden kann, wurde T. gondii-mRNA in Toxoplasma-DNA-positiven Gewebeproben
von infizierten Hihnern und Schweinen mittels reverser Transkriptase-real-time PCR

(RT-real-time PCR) untersucht. Zunachst wurde die Sensitivitat der RT-real-time
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PCR bestimmt. Dafur dienten die mit bekannten Tachyzoiten-Mengen inokulierten
Mausgewebe (Gehirn und Muskelgewebe) sowie eine Verdinnungsreihe von
T. gondii-Gewebezysten aus Gehirnen infizierter Mause fir den spezifischen Nach-
weis von Sagl-mRNA (tachyzoitenspezifisch) bzw. von Bagl-mRNA (bradyzoiten-
spezifisch). AuRerdem wurde Actin als housekeeping-Gen von T. gondii durch real-
time PCR amplifiziert. Mittels RT-real-time PCR war die Sensitivitat des Sagl-mRNA-
Nachweises deutlich besser als die von Toxoplasma-Actin-mRNA. Sagl-mRNA
wurde in Proben ohne Wirtsgewebe bereits ab einer Parasitenmenge von 10 und in
Proben mit 104 oder mehr Parasiten pro 25 mg Mausgewebe detektiert. Die in dieser
Arbeit festgestellte hemmende Wirkung von Gewebe erklart die geringere Sensitivitat
der RT-real-time PCR im Gewebe im Vergleich zur PCR von Parasiten-DNA ohne
Gewebe. Durch RT-real-time PCR zum Nachweis von T. gondii-mRNA in Gehirnen
infizierter Mause konnte Actin-mRNA ab einer Menge von 0,1 und Bagl-mRNA ab
einer Menge von 0,01 isolierter Toxoplasma-Zysten oder mehr nachgewiesen
werden. Entsprechend detektierten Meyer et al. (2000) mittels RT-real-time PCR
Sagl ab 11 Tachyzoiten und Bagl ab 1 Bradyzoiten. Um die Stadienspezifitat
sicherzustellen, wurde Sagl-Primer mit cDNA aus isolierten Toxoplasma-Zysten
getestet. Die Untersuchung mit Hilfe der RT-real-time PCR ergab in zwei Proben (mit
0,0001 und 1 Zysten) schwach positive Testergebnisse, die groRer als der errechne-
te Grenzwert waren. Bei der Uberpriifung der Spezifitat der real-time PCR anhand
der zugehorigen Schmelzkurve wurde dies als unspezifisch identifiziert, da die
erhaltenen Schmelzkurven nicht denen der Positivkontrolle entsprachen. So konnten
in diesem Versuch lebende Parasiten durch Amplifikation von Sagl und Bagl-mRNA
mit Hilfe der RT-real-time PCR nachgewiesen werden. Allerdings war die Sensitivitat
dieser Methode im Vergleich zum T. gondii-DNA-Nachweis im Mausgewebe (Kapitel
3.1.1) deutlich geringer.

Um zu ermitteln, ob die nachgewiesene Parasiten-DNA im Gewebe der experimentell
infizierten Huhner und Schweine von lebenden Toxoplasmen stammen kdnnte,
wurden unterschiedliche Toxoplasma-DNA-positive Gewebeproben (25 mg Gewebe)
auf das Vorhandsein von Toxoplasma-mRNA untersucht. Alle untersuchten Gewe-
beproben der experimentell infizierten Hihner und Schweine waren in der RT-real-
time PCR negativ auf den Nachweis von Bagl-cDNA. So konnte T. gondii-mRNA
und damit lebende Parasiten in den untersuchten Gewebeproben nicht nachgewie-

sen werden. Die geringere Sensitivitdt der RT-real-time PCR zum mRNA-Nachweis
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in den Gewebeproben kann vermutlich als Erklarung fur diese negativen PCR-
Ergebnisse dienen. Diese geringe Sensitivitat geht vermutlich auf die geringe
Kopienzahl des Targets zurtick, wobei Sag1l-Gen und Bagl-Gen je nur in einzelner
Kopie im Toxoplasma-Genom vorkommen (Burg et al. 1988; Bohne et al. 1995). Well
RNA instabil ist, ist RNA-Abbau wahrend der Isolierung als Ursache ebenfalls nicht
komplett auszuschlieBen. RNA wurde in cDNA umgeschrieben, was zu einem
weiteren Targetverlust beitragen kdonnte. Aul3erdem kann auch die geringe Zysten-
anzahl im Gewebe der Nutztiere (nur eine Gewebezyste in 100 g Fleisch) (Hill und
Dubey 2002) eine Rolle spielen. Die Viabilitat von Toxoplasma gondii im Gewebe der
fleischliefernden Nutztiere, darunter Hihner und Schweine, wurde von unterschiedli-
chen Autoren nachgewiesen (Dias et al. 2005; Dubey 2009, 2010; Bezerra et al.
2012). In diesen Studien diente der Bioassay in der Maus als Methode, um lebende
Parasiten aus dem untersuchten Gewebe zu isolieren. Der Bioassay konnte lebende
Toxoplasmen nachweisen und zeigte damit eine bessere Sensitivitat zur Beurteilung
der Viabilitat im Vergleich zu der in dieser Arbeit verwendeten RT-real-time PCR.
Ausgehend davon ist diese Methode nicht geeignet fir die routineméaRige Diagnose
von lebenden Parasiten und stellt daher keine Alternative fur die Bioassay dar.

Durch Etablierung einer real-time PCR konnte mit guter Sensitivitdt T. gondii-DNA in
verschiedenen Muskelgewebe von Hiuhnern und Schweinen nachgewiesen werden.
Das Vorhandensein des Erregers im Fleisch dieser Nutztiere stellt ein Risiko fur die
Ubertragung auf den Menschen dar, wenn Fleisch oder Fleischprodukte roh oder

nicht ausreichend erhitzt verzehrt wurden.
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5. Zusammenfassung

Toxoplasma gondii ist weltweit einer der haufigsten zoonotischen Parasiten. Der
Erreger kann alle warmblutigen Tiere einschlie3lich des Menschen infizieren. Die
Toxoplasmose des Menschen verlauft in der Regel asymptomatisch. Allerdings hat
die Infektion eine groRe Bedeutung wahrend der Schwangerschaft und bei immun-
supprimierten Patienten. 30% - 63% der Toxoplasma-Infektionen des Menschen
erfolgen durch die orale Aufnahme von Gewebezysten aus rohem oder unzureichend
erhitztem Fleisch (Cook et al. 2000). Fleischlieferende Nutztiere wie Schweine,
Schafe, Ziegen und Geflugel gelten als eine wichtige Infektionsquelle fur den Men-
schen. Allerdings variieren Anzahl und Lokalisation der Gewebezysten zwischen
verschiedenen Tierarten. Das Ziel dieser Arbeit war der Nachweis von Toxoplasma-
DNA in verschiedenen Muskulaturgeweben von Schweinen und Hihnern nach oraler
Infektion mit Oozysten. AulRerdem wurde untersucht, welche Gewebe Pradilektions-
stellen fur die Persistenz von T. gondii darstellen kénnen und was das fur die
Ubertragung der Infektion auf den Menschen bedeutet. Der Konsum von Schweine-
und Huahnerfleisch in Deutschland ist grof3, deshalb wurden diese beiden Tiere in
dieser Arbeit untersucht.

Zuerst wurde eine real-time PCR auf Basis des 529-bp-Fragments von Toxoplasma
gondii etabliert. Anhand bekannter Parasitenmengen wurde eine Standardkurve
erstellt; dabei wurde T. gondii-DNA in Mengen von 2,5 oder mehr Tachyzoiten pro
25 mg Gewebe nachgewiesen. Untersuchungen zur Sensitivitat zeigten, dass die
real-time PCR sensitiver als eine nested PCR war, und dass die Sensitivitdt der PCR
bei Amplifikation von Parasiten-DNA in Gegenwart von Muskel- oder Gehirngewebe
etwa zehnfach geringer war als jene von Parasiten ohne Gewebe. Untersuchungen
zur Spezifitat der real-time PCR mit genomischer DNA verschiedener Coccidia-
Parasiten zeigten Kreuzreaktionen mit der DNA von Sarcocystis gigantea, Isospora
canis und I. felis, die bei Feldisolaten zu Toxoplasma-falsch-positiven Ergebnissen
fuhren kdnnten.

Im Zusammenarbeit mit dem Institut fir Parasitologie, Tierarztliche Hochschule
Hannover (AG Prof. A. Tenter) wurden 10 Schweine und 12 Huhner experimentell
mit unterschiedlichen Infektionsdosen von Toxoplasma-Oozysten infiziert und
verschiedene Gewebeproben entnommen. Anhand der 529-bp-PCR waren 90% der

untersuchten Schweine und >90% der untersuchten Hithner Toxoplasma-DNA-
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positiv. In Schweinen gelang der Nachweis von Toxoplasma-DNA in Oberschenkel-
muskulatur mit 70% und Bauchmuskulatur mit 60% am haufigsten. Gehirn und
Vorderbeinmuskulatur waren mit jeweils 40%, Herz mit 30% und Zunge mit 10%
Toxoplasma-DNA-positiv. In experimentell infizierten Hihnern wurde T. gondii-DNA
am haufigsten in Oberschenkelmuskulatur, Brustmuskulatur und Gehirn mit jeweils
50% und im Herz mit ungefdhr 20% nachgewiesen. Dabei gab es keinen deutlichen
Zusammenhang zwischen der Infektionsdosis und dem Nachweis von T. gondii-DNA
im Gewebe. Die Quantifizierung des Erregers in den T. gondii-positiven Gewebepro-
ben ergab eine Parasitenanzahl von 0,1 bis 4,1 in 25 mg Schweinegewebe und von
0,1 bis 4,9 in 25 mg Hihnergewebe, die unabhangig von der Gewebeart war.
Ausgehend von diesen Ergebnissen stellen die Muskulatur von Schweinen und
Huhnern ein wichtiges Gewebe fir die Persistenz von T. gondii in diesen fleischlie-
fernden Tieren dar,

Da DNA relativ stabil ist, kann ihr Nachweis nicht als Indiz fur lebende Parasiten
gelten. Ein DNA-Nachweis erlaubt daher keinen eindeutigen Hinweis auf das tat-
sachtlichen Infektionrisiko bei Fleischverzehr. Deshalb wurde in dieser Arbeit auch
eine reverse Transkriptase-real-time PCR etabliert, um lebende Parasiten in den
infizierten Geweben der Schweine und Hiuhner durch Nachweis von T. gondii-mRNA
zu detektieren. Dafur wurden Sagl-mRNA (tachyzoitenspezifisch) und Bagl-mRNA
(bradyzoitenspezifisch) amplifiziert. Die Sensitivitat dieser Methode war geringer als
die der real-time PCR fur T. gondii-DNA und konnte in experimentell infizierten
Schweinen und Huhnern keine lebenden Parasiten detektieren. Deshalb bleibt der
Bioassay in der Maus die geeignetere Methode fir Untersuchungen der Viabilitat des
Erregers im Gewebe.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Muskulatur von Schweinen und Hihnern
bevorzugte Orte fur die Persistenz von T. gondii in diesen fleischliefernden Tieren
darstellen. Das ist ein wichtiger Hinweis, dass bei Verzehr von rohem oder nicht
ausreichend erhitztem Fleisch oder Fleischprodukten dieser Tiere ein potenzielles

Infektionsrisiko fiir den Menschen besteht.
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