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Toxoplasma gondii

Amtliche Methode

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Toxoplasma (T.) gondii ist ein sich obligat intrazellular vermehrender protozoarer Parasit, der vermutlich
alle warmblitigen Vertebraten infizieren kann.

Feliden, wie zum Beispiel die Hauskatze, konnen als Endwirte von T. gondii im Kot Dauerstadien des Para-
siten (Oozysten) ausscheiden, die in der Umwelt langere Zeit Uiberlebensfahig und infektionsfahig sind. Kon-
taminationen von Nahrungsmitteln oder des Trinkwassers mit Qozysten konnen Infektionen bei
Zwischenwirten (z. B. beim Menschen) verursachen.

T. gondii hat eine groBe zoonotische Bedeutung. Bis zu einem Drittel der Menschheit ist mit T. gondii
infiziert. In Deutschland haben je nach Altersgruppe bis zu zwei Drittel der Bevolkerung Antikorper gegen
das Tachyzoiten-Stadium des Parasiten. Die meisten Primarinfektionen beim Menschen verlaufen asympto-
matisch; manche der postnatal infizierten Patienten erkranken an einer Lymphadenopathie oder einer oku-
laren Toxoplasmose. Eine primare wahrend der Schwangerschaft erworbene Infektion kann den Foten schwer
schadigen. Bei immunsupprimierten Patienten kann eine Reaktivierung latenter Infektionen zu lebensbe-
drohlichen Enzephalitiden fuhren.

Infektionen des Menschen werden vor allem durch den Verzehr von rohem oder nicht ausreichend erhitztem
Fleisch verursacht, das lebende, enzystierte Stadien (Bradyzoiten) von T. gondii enthalt, oder durch die
Aufnahme von Oozysten-kontaminiertem Wasser oder Nahrungsmitteln, die aus dem Kot infizierter Feliden
stammende Oozysten enthalten. Nach der Infektion bilden sich im infizierten Zwischenwirt Tachyzoiten, das
sind die sich rasch intrazellular vermehrenden Stadien, die zum Untergang der von ihnen infizierten Zellen
fuhren.

1.2 Klinische Symptomatik bei Tieren

T.-gondii-Infektionen verlaufen bei Menschen und Tieren meist unbemerkt. In Abhangigkeit von der Tierart,
dem immunologischen Status des Wirts, seines Alters oder auch in Abhangigkeit von der Virulenz des
T.-gondii-Stamms konnen klinische Symptome auftreten und die Infektion kann sogar zum Tod des Wirts
fuhren.

Die Vermehrung des Tachyzoitenstadiums ist fur Gewebeschaden in infizierten Zwischenwirten verantwort-
lich. Daher hangen klinische Symptome sehr stark von der Zahl der freigesetzten Tachyzoiten-Stadien ab
und auch davon, ob das Immunsystem des Wirtes in der Lage ist, die Weiterverbreitung der Tachyzoiten und
damit das AusmaB der Organschadigungen zu limitieren. Da adulte, immunkompetente Tiere die Tachyzoi-
tenausbreitung kontrollieren konnen, verlauft eine T.-gondii-Infektion in der Regel subklinisch oder mit nur
milden klinischen Symptomen.
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Bei jungen Tieren (z. B. Welpen, jungen Katzen und Ferkeln) kann sich die Tachyzoiteninfektion gelegentlich
systemisch ausbreiten und zu interstitieller Pneumonie, Myokarditis, Lebernekrose, Meningoenzephalomy-
elitis, Chorioretinitis, Lymphadenopathie und zu Myositis fihren. Klinische Symptome sind Fieber, Durchfall,
Husten, Luftnot, Ikterus und Krampfe. Die Tiere konnen versterben. Auch immunsupprimierte Tiere (z. B.
Katzen, die sich mit Felinen Immundefizienz-Virus infiziert haben) konnen sehr empfanglich fir Infektionen
mit T. gondii sein und generalisierte Toxoplasmosen entwickeln.

T. gondii ist eine wichtige Ursache fir Aborte und Todgeburten bei Schafen, Ziegen und gelegentlich auch
bei Schweinen. Nach der Infektion konnen Tachyzoiten Uber das Blut der tragenden Tiere zu den fotalen
Anteilen der Plazenta vordringen und dort Nekrosen verursachen. Eine Mineralisation der Kotyledonen ist
typisch. Tachyzoiten konnen aber auch weiter bis in die Foten vordringen und dort zu herdformigen Nekrosen
in zahlreichen Organen fiihren.

Feliden sind Endwirte von T. gondii, d. h. Oozysten konnen im Kot ausgeschieden werden. In seltenen Fallen
kann es dadurch zu Durchfallen bei infizierten Feliden kommen.

Tiere konnen sich durch orale Aufnahme von sporulierten Oozysten aus Kot von Feliden, unzureichend ge-
gartem Fleisch infizierter Zwischenwirte oder durch diaplazentare Ubertragung anstecken.

1.3 Differenzialdiagnose

Da die klinischen Symptome bei T.-gondii-Infektionen in der Regel unspezifisch sind, kommen zahlreiche -
auch im Folgenden nicht explizit genannte - Differenzialdiagnosen in Betracht.

Bei Aborten bei Schafen und Ziegen sollte auch an Infektionen mit Chlamydia abortus, Pestivirus, Campy-
lobacter fetus subsp. fetus, C. jejuni, Salmonella spp., Coxiella burnetii und Neospora caninum (Neospo-
rose) gedacht werden.

Neurologische Erkrankungen bei Hunden konnten auBer durch eine Toxoplasmose auch durch Neosporose,
Staupe, Tollwut, Neuroborreliose oder Pseudowut entstehen. Systemische neurologische Erkrankungen bei
Katzen konnen auch durch ein Lymphom, Kryptokokkose, durch Infektion mit dem Feline-Infektiose-Peri-
tonitis-Virus, mit dem Felinen Leukamievirus oder dem Felinen Immunodefizienz-Virus ausgelost werden.

Bei systemischen Erkrankungen bei Hunden sollte auch an eine Infektion mit dem Caninen Adenovirus-1
gedacht werden.

Respiratorische Erkrankungen bei Hunden und Katzen konnten bakterielle, virale oder mykotische Ursachen
haben.
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1.4 Diagnostische Indikation

Diagnostische Indikationen sind das Auftreten von Erkrankungen mit der oben aufgefiihrten Symptomatik
oder von Aborten bei Schafen, Ziegen und Schweinen. Durchfalle bei Feliden sollten zum Anlass fir eine
Kotuntersuchung genommen werden, bei der auch auf einen Befall mit T. gondii zu achten ist.

Toxoplasmose ist eine Zoonose; Monitoring und Uberwachen sind weitere diagnostische Indikatoren.

1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung

= Veterinaruntersuchungs-, Tiergesundheitsamter

= Staatliche Lebensmittel- und Veterinaruntersuchungsamter der Bundeslander

= Nationales Referenzlabor (NRL) fiir Toxoplasmose im Institut fuir Epidemiologie des Friedrich-Loeffler-
Institut, Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit, Sudufer 10, D-17493 Greifswald-Insel Riems,
Tel. 038351 7-1544 (fir abklarende Untersuchungen).

1.6 Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

= Verordnung Uiber meldepflichtige Tierkrankheiten in der jeweils geltenden Fassung.

= Laut Richtlinie 2003/99/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 17. November 2003 zur
Uberwachung von Zoonosen und Zoonoseerregern gehort die Toxoplasmose zu den je nach epidemiolo-
gischer Situation Uberwachungspflichtigen Zoonosen.

2. Untersuchungsmaterial

Bei Zwischenwirten kann der indirekte Nachweis einer T.-gondii-Infektion Uber spezifische Antikorper ge-
gen T.-gondii-Tachyzoiten im Serum-, im Plasma oder im Fleischsaft intra vitam oder post mortem erfol-
gen. Auch Feliden, die Endwirte flr T. gondii sein konnen, konnen dem Parasiten als Zwischenwirte dienen
und an der Toxoplasmose erkranken. Korpergewebe konnen histologisch und immunhistologisch auf T.-gon-
dii-Stadien untersucht werden und den direkten Erregernachweis ermoglichen. Da beim histologischen Nach-
weis auch andere Protozoen-Infektionen differentialdiagnostisch infrage kommen, miissen histologische Be-
funde mittels eines spezifischen Nukleinsaurenachweises (PCR) bestatigt werden. Der Nachweis von T. gon-
dii in Korpergeweben infizierter Zwischenwirte kann auch durch die Inokulation von Versuchstieren mit
enzymatisch behandelten Praparationen dieser Korpergewebe erreicht werden.

Bei Feliden, die T. gondii als Endwirte dienen, fiihrt die Infektion zur Oozystenausscheidung. Da andere
Stadien als Tachyzoiten an diesem Entwicklungsabschnitt beteiligt sind, lasst die serologische Untersuchung
mit Tachyzoitenantigen keine Aussage Uber eine in der Vergangenheit, zum Untersuchungszeitpunkt oder
zukunftige Oozystenausscheidung zu. Endwirte konnen nur uber einen direkten Nachweis von T.-gondii-
Oozysten im Kot der Feliden, d. h. liber eine koproskopische Untersuchung identifiziert werden. Da andere
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Protozoen-Infektionen bei der Katze zur Ausscheidung morphologisch ahnlicher Oozysten flihren konnen,
missen positive koproskopische Befunde mittels eines spezifischen Nukleinsaurenachweises (PCR) oder
durch Tierversuch (z. B. durch orale Inokulation in Mause) bestatigt werden.

2.1 Untersuchungsmaterial fur den Erregernachweis

Kotproben (ca. 5 - 10 g) und Korpergewebe infizierter Zwischenwirte (z. B. Abortmaterial) sind nativ an
Untersuchungseinrichtungen zu versenden. Gegebenenfalls ist auf eine ausreichende Kiihlung der Korperge-
webe zu achten, um eine Einschrankung der Untersuchbarkeit durch Autolyse zu verhindern.

2.2 Untersuchungsmaterial fur den Antikorpernachweis

Fir den Antikorpernachweis konnen Vollblut, EDTA-Blut oder mindestens 500 pl Serum bzw. Plasma ein-
gesendet werden.

3. Untersuchungsgang

3.1 Antikorpernachweis

3.1.1 Immunfluoreszenztest
Folgende Immunfluoreszenztests sind zum Nachweis T.-gondii-spezifischer Antikorper vom FLI zugelassen

worden:

Kurzbezeichnung Tierart | Probenarten (Isotyp) Hersteller Zulassung
Anti-Toxoplasma- Katze Blutserum, Plasma (IgM) EUROIMMUN FLI-B 567
gondii-lIFT Katze (IgM)

Anti-Toxoplasma- Katze Blutserum, Plasma (IgG) EUROIMMUN FLI-B 567
gondii-IIFT Katze (IgG)

MegaFLUO TOXO- Katze Serum (IgG) MegaCor GmbH FLI-C 032
PLASMA g.
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Toxoplasma gondii

Folgende ELISA zum Nachweis Toxoplasma-gondii-spezifischer Antikorper sind vom FLI zugelassen worden:

Bezeichnung Tierart Probenarten Hersteller Zulassung
IDEXX Toxotest Schaf, Ziege | Blutserum, Plasma IDEXX BGVV-B 318
ID Screen Toxoplasmo- | Rind, Schaf, Blutserum, Plasma ID VET FLI-B 550
sis Indirect Ziege, Hund,
Katze
Schwein Blutserum, Plasma,
Fleischsaft
PrioCHECK Porcine Schwein Blutserum, Plasma, Thermo Fisher | FLI-B 528
Toxoplasma Ab Kit Fleischsaft Scientific
pigtype Toxoplasma Schwein, Blutserum-, Plasma, INDICAL FLI-B 564
AB Wildschwein | Fleischsaft BIOSCIENCE
GmbH
Schaf, Ziege, | Blutserum-, Plasma
Rind, Hund,
Katze
Fuchs Fleischsaft
VetLine Toxoplasma Katze, Hund | Serum NovaTec Im- FLI-C 083
ELISA mundiagnos-
tica GmbH
VetLine Toxoplasma Katze Serum NovaTec Im- FLI-C 091
IgM ELISA mundiagnos-
tica GmbH

3.2 Mikroskopischer Erregernachweis

3.2.1 Mikroskopischer Erregernachweis in Gewebeproben

Fur den mikroskopischen Nachweis von T. gondii konnen konventionelle histologische Verfahren angewendet

werden. In Giemsa-gefarbten Abklatschpraparaten zeigen gut erhaltene T. gondii (5 bis 8 ym lang und 2 bis

3 pm breit) eine sichelformige Gestalt. Degenerierende T. gondii haben allerdings eine ovale Form. In

Schnitten erscheinen T. gondii oft oval oder rund. Gelegentlich konnen Gewebezysten von T. gondii beo-

bachtet werden, die je nach Alter der Zyste wenige oder tausende von Bradyzoiten enthalten. Gewebezys-

ten konnen einen Durchmesser von ca. 70 pm erreichen, in der Muskulatur bisweilen einen Durchmesser von
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bis zu 100 um. Gewebezysten sind von einer deutlichen Zystenwand (< 0,5 pm) umgeben; sie enthalten
Bradyzoiten, die sich lichtmikroskopisch nicht von Tachyzoiten unterscheiden lassen.

3.2.2 Mikroskopischer Erregernachweis in Kotproben

Fir den mikroskopischen Erregernachweis konnen konventionelle parasitologische Untersuchungsmethoden
angewendet werden. Da T.-gondii-Oozysten sich morphologisch nicht von Oozysten anderer Kokzidien (z. B.
Hammondia hammondi) unterscheiden lassen, ist der Nachweis von Oozysten mit einem Durchmesser von
11 bis 15 pm nicht ausreichend, um eine T.-gondii-Infektion zu diagnostizieren. Befunde missen mittels
eines spezifischen Nukleinsaurenachweises (PCR) bestatigt werden (Schares et al., 2021).

3.3 Erregernachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.3.1 Erregernachweis in Gewebeproben mittels PCR

Als Analyte dienen DNA-Proben, die aus Korpergeweben infizierter Zwischenwirte gewonnen wurden. Zur
Isolierung dieser Gewebe-DNA konnen konventionelle Labormethoden und kommerzielle Aufreinigungsver-
fahren verwendet werden. Ein fiir Rind, Schaf, Ziege und Katze zugelassenes Verfahren ist kommerziell
verfligbar. Weitere geignete spezifische und sensitive PCR-Nachweisverfahren sind in Anhang 1 und 2 be-
schrieben. Beide Verfahren beruhen auf der Amplifikation eines Bereichs eines nicht-kodierenden 529 bp-
groBen Fragments, welches ungefahr 200- bis 300-fach wiederholt im Genom von T. gondii vorkommen soll
(Homan et al., 2000; Reischl et al., 2003).

Bezeichnung Tierart Probenarten Hersteller Zulassung
ADIAVET TOXO FAST Rind, Schaf, | Gewebe Bio-X Diagnos- | FLI-C 043
TIME Ziege tics S.A.

Katze Gewebe, Kot

3.3.2 Erregernachweis in Kotproben mittels PCR

Bei der Isolierung von Oozysten-DNA aus Kotproben sollten zuvor validierte oder publizierte kommerzielle
Verfahren eingesetzt werden (z. B. Herrmann et al., 2012). Ein geeignetes Verfahren zur DNA-Extraktion
aus Oozysten ist in Anhang 3 beschrieben.

Zur Isolierung der Oozysten konnen auch konventionelle parasitologische Untersuchungsmethoden beste-

hend aus einem Sedimentations- mit anschlieBendem Flotationsschritt mittels konzentrierter Zuckerlosung
zur Anreicherung der Oozysten angewandt werden (Schares et al., 2005, 2008 a, b).
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5. Anhang

Anhang 1 - Laboranweisung zum Nachweis von Toxoplasma gondii Desoxyri-
bonukleinsauren mittels konventioneller Polymerase-Kettenreaktion, Primer
Tox-8 und TOX5

Prinzip

Mit Hilfe der Primer Tox-8 (Reischl et al., 2003) und TOX5 (Homan et al., 2000) wird ein ca. 450-bp-langer
Bereich auf einem nicht-kodierenden 529-bp-langen Fragment von T. gondii amplifiziert, welches ungefahr

200- bis 300-fach wiederholt im Genom von T. gondii vorkommen soll (Homan et al., 2000).

Material

Reagenzien

Alle Reagenzien werden bei -20 °C gelagert.

DNAse/RNAse freies Wasser [Hersteller:z-B-SIGMA-Aldrich]
PCR-Reagenzienkit mit Taqg Polymerase, PCR-Pufferstammlosung und MgCl,-Losung fHersteller-—=z—B-

STRATEC MOLECULAR]

Bovines-Serum-Albumin-Losung (BSA): 200 pg BSA [Hersteller: z.B. Carl Roth] gelost in 1 ml
DNAse/RNAse freiem Wasser

Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP: 12,5 mM von dATP, dTTP, dCTP und dGTP) [Hersteller-—=z-B-
STRATEC MOLECULAR]

Tox-8 (5'-CCC AGC TGC GTC TGT CGG GAT-3') (100 pmol/pl) [Hersteller-z- B-MWG]

TOX5 (5'-CGC TGC AGA CAC AGT GCA TCT GGA TT-3') (100 pmol/pl) [Hersteller:- z- B- MWG]

Interne Kontrolle, die mit den Primern reagiert, aber zu einem Produkt fiihrt, das eine GrofRe hat, die
von der GroBe des fir T. gondii spezifischen Produkts abweicht. Als interne Kontrolle kann eine Plas-
mid-DNA verwendet werden. Diese basiert auf einem klonierten Amplifikationsprodukt. Zur Herstellung
des etwa 230 bp groBen Amplifikationsproduktes fir die interne Kontrolle kann ein PCR-Produkt ver-
wendet werden, das mit folgenden Primern aus T. gondii-DNA amplifiziert wurde
(TIC1: 5'-CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATTTCCTCACCCTCGCCTTCATCTACAGT-3'; Tox-8).

100 bp Langenstandard 50 ng/pl {Hersteller-z- B STRATEC MOLECULAR]

TBE-Puffer (siehe Sambrook, Fritsch, Maniatis. 1989. Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbour Laboratory Press)

Agarose [Hersteller:—zB-—Biechrom]

Probenladepuffer (siehe “Loading buffers for agarose gels” in Sambrook, Fritsch, Maniatis. 1989. Molec-
ular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press)

Verbrauchsgegenstande

Pipettenspitzen
ReaktionsgefaBe (0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml groB)
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Geridte

= Pipetten

= Kihlblock, transportabel
= Thermocycler

Durchfuhrung

Eine elektronische Protokollvorlage wird flir jeden Reaktionsansatz um den Eintrag der Probenanzahl, des
Templatevolumens sowie der Probenbezeichnung erganzt und dient als individuelle Arbeitsanweisung. Fol-
gende Endkonzentrationen sollten in dem Reaktionsansatz vorliegen:

= BSA 20 pg/ml

=  PCR-Pufferstammlosung, 1 x

= MgCl, 1,5 mM

=  Primer 0,5 pM

= dNTP-Mischung, 250 uM je Desoxyribonukleosidtriphosphat

= interne Kontrolle in geeigneter Konzentration

= Tag-Polymerase 1 U/25 pl

Bei jeder PCR sind jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitzufiihren; dabei handelt es sich bei
der Positivkontrolle um T. gondii-DNA (100 ng/ml; Stamm RH; DNA aus einer infizierten Zellkultur gewon-
nener Tachyzoiten) und bei der Negativkontrolle um DNAse/RNAse freies Wasser.

Einzelreagenzien des PCR Testkits (auBer Taq Polymerase) werden bei Raumtemperatur aufgetaut und vor
Gebrauch gemischt.

0,2-ml-Reaktionsgefale werden beschriftet und im Kiihlblock gekiihlt.

Erstellen des Mastermix:

= Einzelreagenzien werden in einem entsprechenden Reaktionsgefal (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml; im Kihlblock),
gemal des erstellten Protokolls vereint. Die Tag Polymerase wird dem Mastermix zuletzt zugegeben.

= Dem Mastermix wird die interne Kontrolle an einem separaten Arbeitsplatz (getrennt von der Herstel-
lung des Mastermix) zugegeben. Nach griindlichem Durchmischen durch Auf- und Abpipettieren wird der
Mastermix, je nach Protokoll auf die vorbereiteten 0,2 ml ReaktionsgefaBe verteilt. Eine Luftblasenbil-
dung ist zu vermeiden.

= AnschlieBend wird die Proben-DNA den einzelnen ReaktionsgefaBen (Volumen dem Protokoll entspre-
chend) zugesetzt. Eine Luftblasenbildung ist zu vermeiden.

= Die ReaktionsgefaBe werden im Thermocycler entsprechend der festgelegten Reaktionsbedingungen in-
kubiert.
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Reaktionsbedingungen im Thermocycler

— Initialdenaturierung 94 °C 1 min
— 35 Zyklen
o Denaturierung 94 °C 1 min
o Annealing 60 °C 1 min
o Elongation 72 °C 1 min
— Finale Elongation 72 °C 10 min

Die ReaktionsgefaBe werden dem Thermocycler entnommen und bis zur Auswertung im Agarosegel bei 4 bis

8 °C gelagert.

Auswertung

Agarosegelelektrophoresebedingungen: Die Auswertung der Amplifikate erfolgt in einem 1,5%igen Aga-
rosegel mit 0,5 x TBE Puffer. Dabei werden 5 pyl Amplifikat mit 1 pl Probenladepuffer (Bromphenolblau
ohne Xylencyanol) gemischt und in die Vertiefungen des Gels pipettiert.

Laufbedingungen: Bei einer angelegten Spannung von 80 bis 120 Volt erfolgt die horizontale Auftren-
nung der amplifizierten DNS fir ca. 45 bis 60 min (spannungsabhangig).

Die FragmentgroBe der Amplifikationsprodukte wird mit Hilfe des mitgefiihrten 100-bp-Langenstan-
dards ermittelt.

Die Dokumentation des PCR-Resultats erfolgt durch elektronische Aufzeichnung (Fotografie) des durch
UV-Licht beleuchteten Gels (mittels Transilluminator und Digitalkamera), durch Anheften/Kopie der Fo-
tografie ans/ins Protokoll und durch Beschriftung der Fotografie analog der im Protokoll verwendeten
Probenbezeichnungen.

Beurteilung einzelner Reaktionen: Eine Probe ist dann positiv, wenn die GroBe des wahrend der Ampli-
fikation entstandenen Produkts mit der des fur die Positivkontrolle ermittelten Amplifikats (ca. 450 bp)
Ubereinstimmt. Sind die GroBen unterschiedlich oder gibt es keine sichtbaren Banden, ist die Probe
negativ.
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Anhang 2: Laboranweisung zur Durchfuhrung einer real-time PCR zum Nach-

weis von Toxoplasma gondii-Desoxyribonukleinsauren

Die nachfolgende Methodenbeschreibung einer TagMan Realtime-PCR gilt fir DNA-Proben (z.B. DNA aus Ge-
webe) von anderen Tierarten als Rind, Schaf, Ziege, sowie anderen DNA-Proben als vom Kot von der Katze.

Prinzip

TagMan Reltime-PCRs verwenden eine Nukleinsauresonde, die zu einem internen Segment der Ziel-DNA
komplementar ist. Die Sonde ist mit zwei fluoreszierenden Einheiten markiert, wobei das Emissionsspektrum
des einen Florophores durch das des anderen uberlagert wird. Erst wenn eine an der Zielsequenz gebundene
Sonde durch die 5'-Nukleaseaktivitat der Tag-Polymerase abgebaut wird, kommt es zu einer messbaren
Lichtemission. Da diese Fluoreszenzmessungen ohne Offnen des PCR-ReaktionsgfaRes durchgefiihrt werden
konnen, wird das Kontaminationsrisiko stark reduziert. AuBerdem ist keine Elektrophorese erforderlich.

Material

Reagenzien

e Primer und Sonden (siehe Tabelle)

e Realtime-PCR multiplex Kit

e Kontroll-DNA fir T. gondii und die interne Kontrolle (z.B. IC2)

Tabelle: Details zu Primern und Sonden

PCR-Target Name, Sequenz, Konzentration Referenz
Primer-F Primer-R Sonde

T. gondii - 5‘-AGA GAC ACC GGA 5¢-CCC TCT TCT CCA | FAM-5-ACG CTT TCC Lelu et al.,

529 bp ATG CGA TCT-3¢ CTC TTC AAT TCT-3¢ | TCG TGG TGA TGG (2012)"

repeat CG-3¢-BHQ1

Interne Kon- | EGFP1-F, 5‘-GAC CAC EGFP2-R, 5‘-GAA EGFP1, HEX-5¢-AGC Hoffmann et

trolle - 1IC2 TAC CAG CAG AAC AC- CTC CAG CAG GAC ACC CAG TCC GCC al. (2006)2

(EGFP Gen) | 3¢, 500 nM CAT G-3’, 500 nM CTG AGC A-3'-BHQ1

"Lelu et al., (2012) Applied and Environmental Microbiology 78, 5127-32;

2 Hoffmann et al. (2006) Journal of Virological Methods 136, 200-9

Verbrauchsgegenstande
e Realtime-PCR-Platten inkl. Verschlussfolien oder Deckel

Gerate

e Realtime-PCR Gerat
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Durchfuhrung

Primer und Sondenkonzentrationen:
T. gondii: PCR-Primer (500 nM) und eine Sonde (200 nM)
Interne Kontrolle: PCR-Primer (200 nM) und eine Sonde (150 nM)

Zyklusbedingungen:
50 °C fiir 2 min, 95 °C fiir 10 min, danach 45 Zyklen bei 95 °C, 15 sec und 60 °C , 1 min (inkl. Messung
der Lichtemission am jeweiligen Zyklusende).
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Anhang 3 - Laboranweisung zur Gewinnung von DNA aus Fleischfresser-Kot-
proben

Prinzip

Die nach Sedimentation- und Flotation mittels hochkonzentrierter Zuckerlosung gewonnen Oozysten werden

zunachst mit Natriumhypochlorid behandelt, um die auBerste Schicht der Oozysten zu entfernen. In dem

folgenden Schritt werden die Zystenwande und die darin enthaltenen Inhalte (z. B. Sporozoiten, Sporoblas-

ten) mit Hilfe von Proteinase K verdaut und gelost. Die darin enthaltene DNA wird durch Phenol/Chloro-
form/lIsoamylalkohol-Extraktionen gereinigt und schlieBlich mittels Ethanol gefallt.

Material

Reagenzien

PBS: 300 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,4, 1,7 mM NaH,PO,

Natriumhypochlorit, wassrige Losung, > 4 % als aktive Chloridionen (z. B. Sigma-Aldrich 23,930-5)
0OO0C-Lyse-Puffer (pH 9,5): 600 mM EDTA, 1,3 % (v/v) N-lauroylsarcosine, 2 mg/ml Proteinase K
OOC-CTAB-Puffer: 2 % (w/v) Cetyl-trimethyl-ammonium-bromid, 1,4 M NaCl, 0,2 % (v/v)
Mercapthoethanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) (z. B. Sigma P3803)

4 M NaCl

96 % (v/v) Ethanol

70 % (v/v) Ethanol

Verbrauchsgegenstande

15 ml Zentrifugenrohrchen, spitz zulaufend
Gestopfte Pasteurpipetten
ReaktionsgefaBe (1,5 ml)

Pipettenspitzen

Gerate

Zentrifuge
Wasserbad, 37 °C
Abzug

Durchfuhrung

Oozysten 4-mal durch Zentrifugieren/Aufschitteln in 15 ml PBS waschen (1100 x g, 7 min, ohne
Verwendung einer Bremse) in 15 ml PBS.

Inkubation des Oozystenpellets und der Kontaminanten (bis zu 0,5 ml) in 2 ml Natriumhypochlorit
(30 min, 37 °C).

AnschlieBend Zugabe von bis zu 15 ml H,0 und Zentrifugation (7 min, 1100 x g, ohne Bremse).
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= Aufnahme des Pellets mit PBS und Waschen durch 3-maliges Zentrifugieren/Aufschitteln in 15 ml PBS
(7 min, 1100 x g, ohne Bremse).

= Nach einer letzten Zentrifugation wird das Pellet in 1 ml PBS aufgelost und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
gefullt.

= Oozysten durch Zentrifugieren pelletieren (7 min, 1100 x g, ohne Bremse).

= Sorgfiltig moglichst viel an Uberstand entfernen und drei Einfrieren-Auftauen-Zyklen anwenden:
Einfrieren -20 °C (10 min), Auftauen Raumtemperatur (2 min).

= Das Pellet in 100 pl OOC Lysispuffer aufnehmen und inkubieren (45 min, 65 °C).

= 400 pl OOC-CTAB-Puffer zugeben (60 min, 60 °C).

= 500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) zugeben, extrahieren (50 x wenden) und
anschlieBend zentrifugieren (7 min, 13.000 x g).

= Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB fiillen und erneut mit 500 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) extrahieren (50 x wenden). AnschlieBend zentrifugieren
(7 min, 13.000 x g).

= Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB fiillen; die DNA durch Zugabe von 0,04 Volumen einer
4 M NaCl-Losung und 2 - 3 Volumen einer -20 °C kalten 96%igen (v/v) Ethanol/Wasser fallen (nach
Zugabe der Fallungslosungen wenigstens 20 - 30 min bei -20 °C inkubieren).

= 15 min mit 13.000 x g zentrifugieren. AnschlieBend Uberstand abgieRen.

=  Waschen des DNA-Pellets mit 70 % (v/v) Ethanol/Wasser und zentrifugieren fur 15 min bei 13.000 x g.

= Verwerfen des Ethanoliiberstandes und Lufttrocknen des DNA-Pellets.

= Auflosen der DNA in doppelt destilliertem Wasser fir wenigstens 12 Stunden bei 4 °C.

=  Verwendung von 2,5 - 10 pl der gelosten DNA fiir die PCR.
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FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT

FLI

Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Federal Research Institute for Animal Health

Falldefinition - Toxoplasma gondii

Klinisches Bild

Die Toxoplasma gondii-Infektion verlauft meist symptomlos. Bei Schafen und Ziegen kann die Infektion mit
T. gondii zu Aborten fiihren.

Labordiagnostischer Nachweis

Positiver Befund mit mindestens einer der folgenden Methoden:

Erregernachweis:
¢ Genomnachweis (PCR)
o histologischer Erregernachweis und Bestatigung der Erregeridentitat
e kulturelle Erregerisolierung und Bestatigung der Erregeridentitat
e mikroskopischer Erregernachweis bei der koproskopischen Untersuchung und Bestatigung der Erre-
geridentitat

Indirekter Nachweis:
e Nachweis spezifischer Antikorper gegen Tachyzoitenstadien von Toxoplasma gondii (z. B. im Immun-
fluoreszenztest, im ELISA, im Westernblot oder im Agglutinationstest).

Zusatzinformation

Bestatigung der Erregeridentitat: Die Bestatigung der Erregeridentitat kann durch spezifischen DNA-Nach-
weis, immunhistologisch mittels spezifischer Antikorper oder im Bioassay (d. h. durch Inokulation infektiosen
Materials in geeignete Zwischenwirte mit dem anschlieBenden indirekten oder direkten Erregernachweis in
den Versuchstieren) erfolgen.

Epidemiologischer Zusammenhang

Entfallt.

Voraussetzung fur den Verdacht

= Histologischer Erregernachweis ohne Bestatigung der Erregeridentitat bei Tierarten, die der Lebens-
mittelgewinnung dienen oder

= kulturelle Erregerisolierung ohne Bestatigung der Erregeridentitat bei Tierarten, die der Lebensmit-
telgewinnung dienen oder

= mikroskopischer Erregernachweis bei der koproskopischen Untersuchung im Kot von Endwirten (Fe-
liden) ohne Bestatigung der Erregeridentitat.
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Durch TSN zu ubermittelnder Fall

Voraussetzungen fir die Feststellung eines Falles:

= Histologischer Erregernachweis mit Bestatigung der Erregeridentitat bei Tierarten, die der Lebens-
mittelgewinnung dienen oder

= kulturelle Erregerisolierung mit Bestatigung der Erregeridentitat bei Tierarten, die Lebensmittelge-
winnung dienen oder

= mikroskopischer Erregernachweis bei der koproskopischen Untersuchung im Kot von Endwirten (Fe-
liden) mit Bestatigung der Erregeridentitat oder

= indirekter Nachweis der Infektion bei Endwirten (Feliden) sowie bei Tieren, die der Lebensmittel-
gewinnung dienen.

Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

= Verordnung uber meldepflichtige Tierkrankheiten in der jeweils geltenden Fassung.

= Laut Richtlinie 2003/99/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 17. November 2003 zur
Uberwachung von Zoonosen und Zoonoseerregern gehort die Toxoplasmose zu den je nach epidemiolo-
gischer Situation uberwachungspflichtigen Zoonosen.

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