FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT

FLI

Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Federal Research Institute for Animal Health

Amtliche Methode
und Falldefinition

Rauschbrand
(Clostridium chauvoei)

Amtliche Methode und Falldefinition | FLI | Stand 31.03.2023



Rauschbrand (Clostridium chauvoei)

Inhaltsverzeichnis
AMElChe MetROde ... ittt et e e aeeaeenenas 3
1. Charakterisierung der INfeKEioN ........c.oiiiiii i ettt aee e 3
1.1 =T N 3
1.2 KLinische SYmMpPLomatiK ....ueiiiiiiii i ittt i e i et eeeieeeeeeeeeaneesanneessnneeennneens 3
1.3 D1 (= S a VA e - T To 1 S PPN 3
1.4 Diagnostische INAIKATION ...uiiieiiii it ettt eeieeeeeeeeennaeeesneesenneeesnnneesnneens 3
1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung .........ooviieiiiiiniiii i eeeaees 3
1.6 Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden FasSUNG) ....covvueiiiiueieiietieineeeenieeeenneeeesneeeenneens 4
2. Untersuchungsmaterial ..........oooiiiiiiiiiiiiiii ittt e et eeaeeaeaneaas 4
I U] 01 =] g DTl [0 o T = - o - S N 4
3.1 Bakteriologische Untersuchung, kultureller NaChweis........c.ccvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienns 4
3.2 Nachweis durch direkte Immunfluoreszenz.........c.ccooeiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaens 7
3.3 Nukleinsaurenachweis in der PCR ......cieiiiiiitii it ee e aeaeaas 7
3.4 Nukleinsaurenachweis in der Real-Time PCR......cocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininini e 9
3.5 Identifikation von Bakterienisolaten mit MALDI-TOF MS .......ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeenes 11
3.6 Gesamtgenomsequenzierung und GEeNOTYPISIEIUNG .....ccveuueirrreteerneeeerneeeenneeeesneeeesneeecnneens 11
L= -3 N 12
7N 4] 2T 1 o T S PP 14
Falldefinition - Rauschbrand; Clostridium Ch@QUVOEI ..............ccueiiuiiieiiiiiiiiiii it eieieeenan, 16

2 | Amtliche Methode und Falldefinition | FLI | Stand 31.03.2023



Rauschbrand (Clostridium chauvoei)

Amtliche Methode

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Der Rauschbrand ist eine seuchenhaft und akut verlaufende, infektiose, aber nicht kontagiose Gasodem-
krankheit, die meist junge Rinder sowie gelegentlich Schafe bzw. Ziegen befallt und durch die metastatische
Bildung von Gasodemen in den groBen Muskelpartien gekennzeichnet ist. Der Erreger, Clostridium (C.) chau-
voei (manchmal auch als C. feseri bezeichnet) ist ein grampositives, Endosporen bildendes, anaerobes Stab-
chenbakterium. Die Infektion des Rindes erfolgt meist Uber den Verdauungstrakt, die
C. chauvoei-Infektion des Schafes ist dagegen eine Wundinfektion. Der seuchenhafte Verlauf beim Rind
macht die vorrangige Bekampfung des Rauschbrandes gegenuber den anderen Clostridieninfektionen erfor-
derlich.

1.2 Klinische Symptomatik

Gasig-knisternde, "rauschende” Schwellungen an Hals, Schulter, Riicken, Oberschenkel, zugleich schwere
Allgemeinstorungen. Tod meist schon nach mehreren Stunden, Krankheit dann erst feststellbar. Bei Schafen
tritt Rauschbrand vorwiegend als reine Wundinfektionskrankheit auf, z. B. nach Verletzungen, bei Geburten,
als Folge von Hundebissen oder nach dem Scheren. Auch hier knisternde Anschwellungen.

1.3 Differenzialdiagnose

Andere Gasodemerreger, insbesondere von C. septicum, dem Erreger des Pararauschbrandes. C. septicum
verursacht bei Schafen Wund- und Geburtspararauschbrand, tritt aber auch bei anderen Tieren als
Gasodemerreger in Erscheinung. Bei den Gasodeminfektionen sind weitere Clostridienspezies, besonders
C. nowyi, C. perfringens, C. histolyticum, C. sordellii und C. fallax differenzialdiagnostisch zu beriicksich-
tigen. Des Weiteren ist Milzbrand auszuschlieRen.

1.4 Diagnostische Indikation

Abklarung eines Verdachts und/oder Feststellung eines Rauschbrandausbruchs gemaB Verordnung zum
Schutz gegen den Milzbrand und den Rauschbrand in der jeweils geltenden Fassung

1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung

Staatliche Veterinaruntersuchungsamter sowie NRL Rauschbrand am FLI, Institut fir bakterielle Infektio-
nen und Zoonosen, Jena
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1.6 Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

= Gesetz zur Vorbeugung vor und Bekampfung von Tierseuchen (Tiergesundheitsgesetz) in der jeweils gel-
tenden Fassung

= Verordnung liber anzeigepflichtige Tierseuchen in der jeweils geltenden Fassung

= Verordnung uber meldepflichtige Tierseuchen in der jeweils geltenden Fassung

= Verordnung zum Schutz gegen den Milzbrand und den Rauschbrand in der jeweils geltenden Fassung.

Seit dem 10.04.2020 ist der Rauschbrand der Schafe und Ziegen nicht mehr anzeigepflichtig und unterliegt

der Meldepflicht. Der Rauschbrand der Rinder ist weiterhin anzeigepflichtig.

2. Untersuchungsmaterial

Aufgrund des schnellen und meist letalen Krankheitsverlaufes konzentriert sich die Diagnose fast ausschlieB-
lich auf postmortale Nachweisverfahren. Bei Tieren, die spater als 24 Stunden post mortem zur Sektion
gelangen, ist eine exakte Diagnosestellung infolge der schnellen postmortalen Zersetzung des Gewebes und
Einwanderung verschiedener Clostridienspezies (“post-mortem-invader”) erschwert. Bei Gasodeminfektio-
nen sind typisch veranderte Gewebeproben moglichst schnell steril zu entnehmen. Die Aufbewahrung der
Proben erfolgt bei 4 °C. Bei langerer Lagerdauer (> 24 Stunden) empfiehlt sich die Aufbewahrung bei
-20 °C, ggf. konnen Gewebeproben (haselnussgroBe Stiicke) auch in Alkohol konserviert werden.
Einsendungen an das Labor:

Bitte verwenden Sie das Einsendeformular, das auf der Internetseite des Labors zu finden ist:
https://www.fli.de/de/institute/institut-fuer-bakterielle-infektionen-und-zoonosen-ibiz/referenzlabore/

nrl-fuer-rauschbrand/.

3. Untersuchungsgang

3.1 Bakteriologische Untersuchung, kultureller Nachweis

Clostridien haben die Fahigkeit zur Bildung von Endosporen, die im Direkt- (Original-) Praparat mittels Gram-
farbung oder Sporenfarbung nachweisbar sind und bereits wichtige Orientierungen geben konnen.

Die primare Anzucht von Clostridien aus Untersuchungsmaterial erfolgt vorwiegend auf festen Nahrboden
als anaerobe Oberflachenkultur. Erganzend konnen flissige Anreicherungskulturen angelegt werden, die
nach erfolgtem Wachstum zur Bakterienisolierung auf feste Medien ausgeimpft werden.

Eine selektive Anziichtung von Clostridien, die in flussigem Untersuchungsmaterial bzw. Aufschwemmung
von festem Material in Sporenform vorkommen, kann nach Erhitzen der Proben fiur 15 Minuten bei
75 °C erfolgen. Alternativ kann auch eine Sporenselektion mit Ethanol vorgenommen werden, hierbei sollte
das Verhaltnis Ethanol / Probenmaterial etwa 70 / 30 betragen.
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Rauschbrand (Clostridium chauvoei)

Kulturmedien

Fir die Anzucht, Isolierung und Differenzierung werden Nahrmedien verwendet, auf denen C. chauvoei op-

timal wachst und charakteristische Wuchseigenschaften zeigt:

» Blutagar (Nahragar (z. B. Sifin) mit 5 % Kalberblut)

» Hefeextrakt-Cystein-Agar mit Schafblut nach Beerens (z. B. Oxoid PB5101A)

» Schaedler-Agar (z. B. Oxoid PB5034A)

» Laktose-Eigelb-Agar (Anhang): zur Beurteilung einiger Identifizierungsmerkmale, wie Laktosespaltung,
Lecithinase- und Lipasebildung.

» Geeignete flussige Kulturmedien sind:

»= Bouillon nach Selzer (Anhang)

= RCM (Reinforced Clostridium Medium, z. B. Merck 105411)

» Leber-Leberbouillon nach Tarozzi (Anhang)

Selektivmedien sind im Handel erhaltlich, haben sich aber nur fir wenige Clostridienspezies bewahrt, da
durch die Empfindlichkeit der meisten Clostridien gegeniiber den in den Nahrboden befindlichen Hemmstof-
fen die Keimzahl stark reduziert wird.

Kulturbedingungen

Die Bebriitung erfolgt unter anaeroben Verhaltnissen, d. h. in Anaerobiertopfen unter Einsatz von Gas-Ent-
wickler-Kits (z. B. Gas Pak [BBL], Anaerocult A [Merck], AnaeroGen [Oxoid]) oder der Gasaustauschtechnik
bzw. in Anaerobier-Brutschranken. Es empfiehlt sich, die Anaerobiose im KulturgefaB durch Mitfiihren eines
Redoxindikators (z. B. Resazurin Anaerobierindikator BRO055B, Oxoid) zu prufen. Eine Vorreduzierung der
Agarplatten im AnaerobiergefaB verbessert das Wachstum und damit die Isolierungsrate. Die fliissigen Nahr-
medien sollen unmittelbar vor der Verwendung zehn Minuten ausgekocht und wieder abgekiihlt werden.

Da die meisten Clostridienspezies relativ schnell wachsen, kann die Ablesung der Kulturplatten bzw. Kon-
trolle der Bouillonkulturen nach einer anaeroben Bebriitung von ein bis drei Tagen bei 37 °C erfolgen.

Identifizierung und Differenzierung

C. chauvoei ist ein grampositives, Endosporen bildendes, anaerobes Stabchenbakterium. Wie die meisten
Clostridien bildet C. chauvoei auf festen Nahrboden oder in flissigen Medien Sporen, die im Phasenkontrast-
mikroskop oder mittels Gram- bzw. Sporenfarbung nachgewiesen werden konnen. In alteren Kulturen treten
auch gramlabile Stabchen auf. C. chauvoei wachst als strikter Anaerobier nicht auf aerob bebriiteten Nahr-
boden.

Auf Blutagar bildet C. chauvoei nach 24 bis 48 Stunden kleine (1 - 2 mm), runde, flache bis leicht gewolbte,
meist durchsichtige Kolonien mit deutlicher (beta-)Hamolyse. Weitere Wuchsformen wie gelappter Rand,
unregelmaliger Rand, wurzelformige Auslaufer, Kolonien mit Randwulst, radiare Oberflachenstruktur, graue
Koloniefarbe, beige Koloniefarbe und weitere, atypische Wuchsformen konnen vorkommen.
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Auf Schaedler-Agar und auf Hefeextrakt-Cystein-Agar mit Schafblut nach Beerens bildet C. chauvoei nach
24 bis 48 Stunden etwas groRere Kolonien als auf Blutagar, die (beta-)Hamolyse ist ebenfalls deutlich aus-
gepragt, die Kolonien erscheinen weil} bis grau, auf Hefeextrakt-Cystein-Agar matt, die Kolonieform variiert.
Auf Laktose-Eigelb-Agar wachst C. chauvoei Lactose positiv (gelb), Lipase (perlmuttartiges Schillern) und
Lecithinase (Trubung des NB) negativ.

C. septicum wachst auf Blutagar meist als Bakterienrasen mit schwacher Hamolyse, ebenfalls haufig zu
beobachten sind durchsichtige Kolonien unterschiedlicher GroRe, unregelmafiger Rand, wurzelformige Aus-
laufer. Atypische Wuchsformen, wie bei C. chauvoei beschrieben, konnen vorkommen.

Auf Schaedler-Agar wachst C. septicum meist als Bakterienrasen mit unvollstandiger Hamolyse.

Auf Hefeextrakt-Cystein-Agar mit Schafblut nach Beerens bildet C. septicum meist keinen Rasen, nach 24
bis 48 Stunden aber relativ groBe, weiB-graue Kolonien, die im Zentrum teilweise erhaben sind, der Kolo-
nierand, bisweilen auch die ganze Kolonie, erscheint matt.

Auf Laktose-Eigelb-Agar wachst C. septicum Lactose positiv (gelb), Lipase (perlmuttartiges Schillern) und
Lecithinase (Trubung des NB) negativ.

Die weitere biochemische Priifung kann in einem Fermentations-Basis-Medium mit Zuckerzusatz (Schau,
1988, Anhang) erfolgen. Die Bebriitung erfolgt mindestens drei bis fiinf Tage anaerob bei 37 °C. Die beiden
Erreger gleichen sich in vielen Eigenschaften. Nach Bergey's Manual of Systematic Bacteriology lasst sich C.
chauvoei am einfachsten durch die Fermentation von Saccarose und die ausbleibende Verstoffwechselung
von Cellobiose und Trehalose von C. septicum unterscheiden.

Weitere differentialdiagnostisch bedeutsame Clostridienspezies sind C. novyi, C. perfringens, C. histolyti-
cum, C. sordellii und C. fallax. Sie konnen durch das Wachstum auf Laktose-Eigelb-Agar und weitere Reak-
tionen in der Bunten Reihe abgegrenzt werden.

Da die biochemische Priifung aufwandig ist, und bei schlechtem oder ausbleibendem Wachstum im Basis-
Medium die Priifparameter falsch negativ beurteilt werden konnen, ist ggf. eine weiterfihrende Speziesdif-
ferenzierung durch Sequenzierung eines Teilstiicks der 16S-rDNA zu empfehlen. Geeignete Primer
(16SUNI-R und 16SUNI-L) und ein Amplifikationsverfahren sind beschrieben worden (Kuhnert et al., 1996).

Tabelle 1: Differenzierung von C. chauvoei und C. septicum (modif. nach Al-Khatib, 1969)

Merkmale C. chauvoei C. septicum
Biochemie

Saccharose +

Cellobiose - +
Trehalose - +
Salicin - +/-
Askulin - +
Immunfluoreszenz

C. chauvoei +

C. septicum - +
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3.2 Nachweis durch direkte Immunfluoreszenz

In der Routinediagnostik ist der direkte Fluoreszenztest zum Nachweis von C. chauvoei geeignet, der Nach-
weis von C. septicum fallt nach Erfahrungen des NRL nicht fir alle Stamme positiv aus. Entsprechende
Antiseren werden angeboten (Anhang). Es konnen sowohl Organ-Abklatsch-Praparate als auch Kulturen
(moglichst nach ca. 24 Stunden anaerober Inkubation) untersucht werden. Entsprechende Positiv- und Ne-
gativkontrollen sind mitzufuhren. Beziiglich der Durchfuhrung wird auf die Angaben des Herstellers verwie-
sen.

3.3 Nukleinsaurenachweis in der PCR

Zum Nachweis von C. chauvoei und C. septicum mittels PCR eignen sich DNA-Praparationen aus Gewebepro-
ben und aus Kulturmaterial. Die DNA kann durch Extraktion mit kommerziell erhaltlichen DNA-Extraktions-
kits nach Angaben der Hersteller gewonnen werden (z. B. DNeasy Blood and Tissue Kit, Qiagen).

Nachweis von C. chauvoei

Die PCR-Methode nach Sasaki et al., 2000 ermdglicht den spezifischen Nachweis von C. chauvoei. Die hierfir
verwendeten PCR-Primersequenzen ermoglichen die Amplifikation eines 509 bp Fragmentes der 16-23S-rDNA
Spacerregion aus dem Genom von C. chauvoei.

Literatur:

Sasaki et al., 2000. Rapid and direct detection of Clostridium chauvoei by PCR of the 165-23S rDNA spacer
region and partial 23S rDNA sequences. J. Vet. Med. Sci. 62 (12): 1275-1281.

Primer: 1GSC4: 5" - GAATTAAAACAACTTTATTAACAAATG - 3°

Primer: 23UPCH: 5" - GGATCAGAACTCTAAACCTTTCT - 3°

Kontroll-DNA (Clostridium chauvoei)

Die Durchfiihrung erfolgt in Anlehnung an die Angaben in Sasaki et al., 2000. Pro Reaktionsansatz wird ein
Volumen von 50 pl und eine Hot-Start-Polymerase (z. B. Qiagen) verwendet. Die Reagenzienzusammenset-
zung fiur einen Reaktionsansatz ist in dem Musterprotokoll aufgefuhrt. Fir jeden durchzufuhrenden PCR-
Ansatz werden mindestens zwei Kontrollen mitgefiihrt: 1) Fir die Positivkontrolle wird DNA eines Kon-
trollstammes von C. chauvoei (z. B. ATTC 10092) verwendet. 2) Als Negativkontrolle (Reagenzienkontrolle)
wird dem Reaktionsansatz anstelle von DNA lediglich Reinstwasser zugefiigt. Es kann das in dem PCR-Mus-
terprotokoll aufgefiihrte Temperatur-Zeit-Profil mit der entsprechenden Zyklusanzahl verwendet werden.
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PCR - Mix Arbeits- Programm

(fur eine 50 pl Reaktion) konzentration

5 pl Puffer (10 x) 1x Init.Denaturierung : 14  Min 95 °C

(inkl. 15 mM Mgcl,)

1 pU dNTP-Mix (10 mM) 0,2 mM

2,5 pl Primer 1GSC4 (10uM) 0,5 pM Denaturierung 1 Min 95 °C

2,5 pU Primer 23UPCH (10uM) 0,5 uM Annealing 1 Min 55 °C

0,25 pl Tag-Pol. (5 U/pl) 0,025 U/pt Elongation 1 Min 72 °C

37,75 pl H,0 Finale Extension 5 Min 72 °C
Kihlung 8 °C

Zyklenzahl : 35

Eine DNA-Probe in einem PCR-Reaktionsansatz gilt als positiv getestet, wenn bei der nachfolgend durchge-
fuhrten gelelektrophoretischen Untersuchung 1.) ein Amplifikat mit einer Fragmentlange von 509 bp nach-
gewiesen werden kann, 2.) kein Amplifikationsprodukt bei der Negativkontrolle vorhanden ist, 3.) bei der
Positivkontrolle ein Amplifikationsprodukt mit einer FragmentgroBe von 509 bp nachgewiesen werden
konnte. Eine DNA-Probe gilt als negativ getestet, wenn kein Amplifikat nachgewiesen werden konnte und
die Positiv- und Negativkontrollen eindeutig positiv bzw. negativ sind. Falls die Kontrollreaktionen keine

eindeutigen Ergebnisse geben, ist der Ansatz zu wiederholen.

Nachweis von C. chauvoei und C. septicum

Die PCR-Methode nach Sasaki et al., 2001 ermoglicht den spezifischen Nachweis von C. chauvoei und
C. septicum bzw. die Diskriminierung beider Spezies. Das hierfiir verwendete PCR-Primerpaar ermoglicht
die Amplifikation eines 522 bp Fragmentes der 16-23S-rDNA Spacerregion aus dem Genom von C. chauvoei,
bzw. die Amplifikation eines entsprechenden 594 bp Fragmentes aus dem Genom von C. septicum.

Literatur:

Sasaki et al., 2001. Amplification of the 16-23S rDNA spacer region for rapid detection of Clostridium chau-

voei and Clostridium septicum. Research in Veterinary Science, 71: 227-229.

Primer: IGSCS:
Primer: 23UPCH:

Kontroll-DNA (Clostridium septicum)

Die Durchfiihrung erfolgt in Anlehnung an die Angaben in Sasaki et al., 2001. Pro Reaktionsansatz wird ein
Volumen von 50 pl und eine Hot-Start-Polymerase (z. B. Qiagen) verwendet. Die Reagenzienzusammenset-
zung fiur einen Reaktionsansatz ist in dem Musterprotokoll aufgefuihrt. Fiir jeden durchzufiihrenden PCR-
Ansatz werden mindestens drei Kontrollen mitgefiihrt: 1.) und 2.). Fir die beiden Positivkontrollen wird
jeweils DNA eines Kontrollstammes von Clostridium chauvoei (z. B. ATTC 10092) und Clostridium septicum

5" - GAAAATTGCACATGAATTAAA - 3°
5" - GGATCAGAACTCTAAACCTTTCT - 3°
Kontroll-DNA (Clostridium chauvoei)
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(z. B. ATTC 12464) verwendet. 3.) Als Negativkontrolle (Reagenzienkontrolle) wird dem Reaktionsansatz
anstelle von DNA lediglich Reinstwasser zugefuigt. Es kann das in dem PCR-Musterprotokoll aufgefiihrte Tem-
peratur-Zeit-Profil mit der entsprechenden Zyklusanzahl verwendet werden.

PCR - Mix Arbeits- Programm

(fur eine 50 pl Reaktion) konzentration

5 pl Puffer (10 x) 1Xx Init. Denaturierung 14 Min 195 °C

(inkl. 15 mM Mgcl,)

1 HU dNTP-Mix (10 mM) 0,2 mM

2,5 MU Primer IGSCS (10uM) 0,5 uM Denaturierung 1 Min 195 °C

2,5 pU Primer 23UPCH (10uM) 0,5 UM Annealing 1 Min 55 °C

0,25 |yl Tag-Pol. Hotstart(5 U/pl) 0,025 U/pl Elongation 1 Min 72 . °C

37,75 pl H,0 Finale Extension 5 Min 72 °C
Kiihlung 8 °C

Zyklenzahl : 35

Eine DNA-Probe gilt als positiv getestet auf C. chauvoei bzw. C. septicum, wenn bei der nachfolgend durch-
gefiihrten gelelektrophoretischen Untersuchung 1.) ein Amplifikat mit einer Fragmentlange von 522 bp (bei
C. chauvoei) bzw. von 594 bp (bei C. septicum) nachgewiesen werden kann, 2.) kein Amplifikationsprodukt
bei der Negativkontrolle vorhanden ist, 3.) bei den Positivkontrollen jeweils Amplifikationsprodukte mit
einer FragmentgrofRe von 522 bp und 594 bp nachgewiesen werden konnten. Eine DNA-Probe gilt als negativ
getestet, wenn kein Amplifikat nachgewiesen werden konnte und die Positiv- und Negativkontrollen eindeu-
tig positiv bzw. negativ sind. Falls die Kontrollreaktionen keine eindeutigen Ergebnisse geben, ist der Ansatz
zu wiederholen.

3.4 Nukleinsaurenachweis in der Real-Time PCR

Zum Nachweis von C. chauvoei und C. septicum mittels Real-Time PCR eignen sich DNA-Praparationen aus
Gewebeproben und aus Kulturmaterial. Die DNA kann durch Extraktion mit kommerziell erhaltlichen DNA-
Extraktionskits nach Angaben der Hersteller gewonnen werden (z. B. DNeasy Blood and Tissue Kit, Qiagen).

Die Real-Time PCR nach Lange et al., 2010 ermoglicht den spezifischen Nachweis von Clostridium chauvoei
und/oder Clostridium septicum. Bei dieser Real-Time PCR wird ein 149 bp Fragment des spo0OA Genes von
C. chauvoei bzw. C. septicum unter Verwendung der Primer RT-SpoF und RT-SpoR amplifiziert. Die PCR-
Produkte beider Clostridienarten werden daraufhin jeweils wahrend des PCR-Laufes mittels einer spezies-
spezifischen HEX- bzw. FAM-markierten DNA-Sonde (RT-chau, RT-sept) detektiert. Bei jedem Reaktionsan-
satz wird eine interne Amplifikationskontroll-DNA (IAC) mitgefiihrt, um falsch-negative Ergebnisse auszu-
schlieBen, die auf PCR-inhibierende Substanzen zuriickzufuihren sind. IAC ist ein 712 bp Fragment des Vektors
pEGFP-1 (BD Bioscience Clontech), welches unter Verwendung der Primer EGFP-15F und EGFP-10R generiert
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Rauschbrand (Clostridium chauvoei)

werden kann (siehe Hoffmann et al., 2006). Unter Verwendung der IAC-DNA und der Primer EGFP-1-F und
EGFP-2-R, wird wahrend der Amplifikation ein 132 bp Fragment gebildet, welches spezifisch mit der CY5-
markierten EGFP-Sonde detektiert wird.

Literatur:

M. Lange, H. Neubauer, C. Seyboldt., (2010): Development and validation of a multiplex Real-Time PCR for
detection of Clostridium chauvoei and Clostridium septicum. Molecular and Cellular Probes; 24:204-10

B. Hoffmann, K. Depner, H. Schirrmeier, M. Beer, (2006): A universal heterologous internal control system
for duplex real-time RT-PCR assays used in a detection system for pestiviruses. J Virol Methods; 136:200-9

PCR-Primer:

RT-SpoF (10 pM) 5" - CWCAAAGAGCTATTACTTTAGGAG -3°

RT-SpoR (10 pM) 5"- AGSTRCTTCTGTTTCTACAACTG -3°

EGFP-1-F (5 pM) 5" - GACCACTACCAGCAGAACAC -3°

EGFP-2-R (5 pM) 5"- GAACTCCAGCAGGACCATG -3°

DNA-Sonden:

EGFP (5uM):  57- CY5 - AGCACCCAGTCCGCCCTGAGCA - BHQ2 -3°

RT-chau (10 pM): 57- HEX - ACGGTGCTCCTACAGAATCCATTAGA - BHQ1 -3°
RT-sept (10pM): 5°- FAM - ATGGTGTTCCTACAGAAGCAGTTAGA - BHQ1 -3°

Kontroll-DNA: Clostridium chauvoei (z. B. ATTC 10092), Clostridium septicum (z. B. ATTC 12464)
Interne Amplifikationskontroll-DNA (IAC)

Pro Reaktionsansatz wird ein Volumen von 25 pl verwendet. Die Reagenzienzusammensetzung fir einen
25 pl Reaktionsansatz ist in dem Musterprotokoll aufgefiihrt. Jeder Reaktionsansatz ist mindestens doppelt
anzusetzen. Fir jeden durchzufiihrenden PCR-Lauf werden die folgenden Kontrollen mitgefiihrt: 1.) Als Po-
sitivkontrollen werden DNA-Praparationen der Kontrollstamme von Clostridium chauvoei (z. B. ATTC 10092)
und Clostridium septicum (z. B. ATTC 12464) verwendet. 2.) Es wird eine interne Amplifikationskontroll-
DNA (IAC) mitgefuhrt. 3.) Als Negativeontrolle (Reagenzienkontrolle) wird dem Reaktionsansatz anstelle von
Proben-DNA lediglich Reinstwasser zugefugt. Es kann das in dem PCR-Musterprotokoll aufgefiihrte Tempe-
ratur-Zeit-Profil mit der entsprechenden Zyklusanzahl verwendet werden.
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PCR-Mastermix Arbeitskonzentr./p | Programm

(fur eine 25 pl Reaktion) Reaktionsansatz

12.5 | pl Master Mix (2x) (z. B. Bril- 1x Denaturierung - 10  Min 95 °C
liant Il QPCR Low ROX)

4.0 upl H,0

1.0 gl Primer RT SpoF (10uM) 400 nM Denaturierung 30 s 95 °C

1.0 L Primer RT SpoR (10uM) 400 nM Annealing 60 s 58 °C

1.0  pl Primer EGFP-1-F (5 pM) 200 nM

1.0  pl Primer EGFP-2-R (5 pM) 200 nM

0.75 pl Sonde RT-chau (10 pM) 300 nM Zyklen 40

0.75 :ul Sonde RT-sept  (10uM) 300 nM

1.0  pl Sonde EGFP (5pM) 200 nM

1.0  plIAC (100 fg/pl) 4 fg

Eine DNA-Probe in einem PCR-Reaktionsansatz gilt als positiv getestet auf C. chauvoei und/oder C. septicum,
wenn 1.) der jeweilige CT-Wert 38.5 oder kleiner ist, 2.) die Reagenzienkontrolle negativ ist, 3.) die ent-
sprechende Positivkontrolle positiv ist. Der PCR-Ansatz ist zu wiederholen, falls ein CT-Wert fiir die HEX-
bzw. FAM-markierten DNA-Sonden bei der Reagenzienkontrolle zu beobachten ist. Bei CT-Werten von 38.5
bis 39.0 ist die PCR mit der Proben-DNA zu wiederholen und zusatzlich eine entsprechende konventionelle
PCR je nach Erfordernis durchzufuihren. Eine Probe gilt als negativ getestet, wenn 1.) kein CT-Wert vorliegt
bzw. der CT-Wert groBer als 39.0 ist, 2.) die entsprechende positive Kontroll-DNA positiv ist und 3.) die
interne Amplifikationskontrolle auf keine Inhibition bei der Amplifikationsreaktion hinweist (es liegen ver-
gleichbare bzw. nicht wesentlich hohere CT-Werte der IAC zu den CT-Werten der anderen PCR-Reaktions-
ansatze vor).

Bislang gibt es keine zugelassenen Diagnostika, daher ist jeweils eine Ausnahmegenehmigung der zustandi-
gen obersten Landesbehorde notwendig.

3.5 Identifikation von Bakterienisolaten mit MALDI-TOF MS

Clostridium chauvoei -Isolate konnen mit MALDI-TOF MS identifiziert werden, wenn entsprechende Refe-
renzspektren in der Datenbank vorhanden sind (Grosse-Herrenthey et al. 2008).

3.6 Gesamtgenomsequenzierung und Genotypisierung

Heute ist die Ganzgenomsequenzierung weit verbreitet und kann durch den bioinformatischen Vergleich von
Isolat-Sequenzdaten die Analyse von phylogenetischen und epidemiologischen Zusammenhangen ermogli-
chen. Eine Studie von Rychner et al. (2017), konnte anhand von 20 sequenzierten Isolaten zeigen, dass die
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Analyse des CRISPR-Locus zur Unterscheidung von C. chauvoei-Stammen geeignet, und die genetische Ver-
wandtschaft in einem allgemeinen Muster darstellbar ist. Eine vergleichende Genomanalyse von 64 C. chau-
voei-Stammen ergab, dass Stamme ahnlicher geografischer Herkunft mittels Core genome multilocus se-
quence typing (cgMLST) differenziert werden konnen. Die Methode des cgMLST ist somit fir die hochauflo-
sende Stammgenotypisierung und Untersuchung von Ausbriichen geeignet (Thomas et al. 2021).
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Anhang

SELZER Bouillon (Selzer et al., 1996)

1. Rezeptur:

30 g Trypton

20 g Hefeextrakt

4 g Glukose

1 g L-Cysteinhydrochlorid

ad 1000 ml H,0 dest

2. Herstellungsvorschrift:

pH 7,2 einstellen, Autoklavieren 15 min bei 121 °C

Laktose-Eigelb-Agar

Zu 500 ml fertig zubereitetem Columbia-Agar (Oxoid) werden 5 g Laktose zugegeben. Nach Losen im Dampf-
topf Abkiihlung auf 50 °C. Danach Zugabe von 5 ml einer 0,4%igen Bromkresolpurpurlosung und 50 ml Eigelb-
Emulsion (Oxoid). Einstellen auf einen pH-Wert von 7,4.

Leber-Leberbouillon nach Tarozzi

Frische Leber von Schwein oder Rind, die von Bindegewebe befreit wurde, in bohnengroBe Stiicke schneiden,
mit der zwei- bis dreifachen Menge Leberbouillon 30 min im Dampftopf kochen. Nach dem Abkiihlen durch
Faltenfilter bis zur volligen Klarheit filtrieren. Die zurlickbleibenden Leberstiickchen spiilt man unter der
Wasserleitung kraftig ab, verteilt sie zu je zwei bis drei Stiick auf Reagenzglaser, ubergieBt sie mit der
dreifachen Menge (8 bis 10 ml) der filtrierten Bouillon (pH-Wert 7,4 bis 7,8) und autoklaviert 15 min bei
120 °C.

Fermentations-Basis-Medium (Schau 1988)

Trypticase 20,0¢g

Hefeextrakt 2,0¢g

NaCl 2,58

Na-Thioglykolat 0,5¢

Cystein-Hydrochlorid 0,25¢

Na,SOs 0,1¢g

Aqua dest. ad 1000,0 ml pH-Wert 7,2

Jedem Rohrchen mit 5 ml Medium werden 0,5 ml einer 10%igen sterilfiltrierten Losung des jeweils zu pri-
fenden Zuckers zugegeben. Nach Beimpfen werden im Anschluss an die Bebriitung 0,1 ml Indikatorlosung
hinzugegeben.

Indikator: Methylrot 0,1 g, Bromthymolblau 0,3 g, 96%iger Athylalkohol 300 ml, Aqua dest. 300 ml.
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Der Farbumschlag des Indikators von Grunblau nach Gelb bzw. Rot zeigt eine Fermentierung des betref-

fenden Zuckers an.

FITC Konjugate fiir direkten FA-Nachweis von C. chauvoei und C. septicum

Zu beziehen uber:

INDICAL BIOSCIENCE GmbH

Deutscher Platz 5b

04103 Leipzig

Germany

Tel.: + 49 341 12454 26, + 49 341 12454 0
Fax: + 49 341 12454 60

www.indical.com

VMRD Produktkatalog
Katalog-Nr.

C. chauvoei FA Konjugat 1 ml
CJ-F-CCO-1ML

C. septicum FA Konjugat 1 ml
CJ-F-CSE-1ML

Kontrollstamme

Clostridium chauvoei, Bezeichnung verschiedener Sammlungen: DSM-7528, ATCC 10092, NCIMB 10665
Clostridium septicum, Bezeichnung verschiedener Sammlungen: DSM-7534, ATCC 12464, CIP 61.10, NCIMB

547, NCTC 547
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Falldefinition - Rauschbrand; Clostridium chauvoei

Klinisches Bild

Rauschbrand tritt nur in bestimmten Gebieten auf. Die Krankheit beginnt beim Rind mit plotzlich auftreten-
den Storungen des Allgemeinbefindens. Das klinische Bild ist gekennzeichnet durch unspezifische Lahmheit,
Festliegen, einer Kérpertemperatur von 40 - 43 °C, anfangs schmerzhaften Odemen mit Gasbildung, Knister-
gerauschen beim Betasten betroffener Muskulatur und weiteren gasig-knisternden "rauschenden” Schwellun-
gen an Hals, Schulter und Rucken. Der Tod tritt meist schon nach wenigen Stunden ein.

Inkubationszeit: ein bis drei, selten vier bis funf Tage

Labordiagnostischer Nachweis

Pathologisch-anatomisch ist die Krankheit durch die metastatische Bildung von Gasodemen in den groBen
Muskelpartien gekennzeichnet. Die regionaren Lymphknoten sind derb geschwollen.

Erregernachweis:
= Erregerisolierung von C. chauvoei aus veranderten Gewebeproben
= Genomnachweis (PCR, auch fiir die Abgrenzung von C. chauvoei und C. septicum, dem Erreger des
Pararauschbrandes)

Indirekter Nachweis:
=  entfallt

Differenzialdiagnose

Weitere Gasodeminfektionen verursachende Clostridienspezies, besonders C. septicum, C. novyi, C. perf-
ringens, C. histolyticum, C. sordellii und C. fallax. Milzbrand ist auszuschlieRen.

Epidemiologischer Zusammenhang

Der Rauschbrand ist eine akute, infektiose, aber nicht kontagiose Gasodemkrankheit mit epizootischem
Verlauf, die meist junge Rinder sowie gelegentlich Schafe und Ziegen befallt. Die Infektion des Rindes erfolgt
fast ausschlieBlich Uber den Verdauungstrakt, die des Schafes ist dagegen eine Wundinfektion.

Voraussetzung fur den Verdacht

Die klinischen und pathologisch-anatomischen Befunde sprechen fir einen Ausbruch des Rauschbrandes.
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Durch TSN zu ubermittelnder Fall

Voraussetzungen fir die Feststellung eines Falles:

Vorliegen klinischer und pathologisch-anatomischer Befunde, die durch den kulturellen Erregernachweis be-
statigt werden.

Seit dem 10.04.2020 ist der Rauschbrand der Schafe und Ziegen nicht mehr anzeigepflichtig und unterliegt
der Meldepflicht. Der Rauschbrand der Rinder ist weiterhin anzeigepflichtig.

Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

= Gesetz zur Vorbeugung vor und Bekampfung von Tierseuchen (Tiergesundheitsgesetz) in der jeweils gel-
tenden Fassung

= Verordnung uber anzeigepflichtige Tierseuchen in der jeweils geltenden Fassung

= Verordnung iber meldepflichtige Tierseuchen in der jeweils geltenden Fassung

= Verordnung zum Schutz gegen den Milzbrand und den Rauschbrand in der jeweils geltenden Fassung.

Seit dem 10.04.2020 ist der Rauschbrand der Schafe und Ziegen nicht mehr anzeigepflichtig und unterliegt

der Meldepflicht. Der Rauschbrand der Rinder ist weiterhin anzeigepflichtig.

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Stidufer 10, D-17493 Greifswald - Insel Riems, www.fli.de
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