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Einleitung

Der Nachweis einer Infektion mit Toxoplasma gondii des Menschen basiert zwar grund-
satzlich auf dem Nachweis spezifischer Antikdrper, doch kommt in bestimmten Fallen
dem direkten Erregernachweis eine entscheidende Rolle zu. Vor allem gilt dies einer-
seits fur die pranatale Diagnostik, wenn der Erreger im Fruchtwasser nachgewiesen
werden soll, andererseits fur die Diagnostik der Toxoplasmainfektion von Immunge-
schwachten, insbesondere HIV-Positiven, bei denen auch bei einer akut und unmittel-
bar lebensbedrohlich verlaufenden Toxoplasmose der Antikdrper-Nachweis kein
schliissiges Ergebnis zu liefern imstande ist (4). Neben einer Reihe gut etablierter Ver-
fahren — Farbungen zum direkten Nachweis des Erregers, Isolierung und Anzlichtung
von Toxoplasmen in Versuchstieren oder Gewebekulturen und schlieBlich Tests zum
Nachweis von zirkulierendem Antigen — kommt mehr und mehr der Polymerase-Ket-
ten-Reaktion (PCR) groBe Bedeutung zu.

Das Verfahren basiert auf der Amplifikation und dem Nachweis von spezifischen DNS-
Stlcken des Erregers und gestattet damit die Aufdeckung einer Infektion auch bei
extrem geringer Parasitendichte, wenn andere Verfahren versagen. Unabdingbare
Voraussetzung far das Gelingen einer PCR ist die Isolierung und Aufbereitung der DNS
des Erregers. Hierfir stehen verschiedene Methoden zur Verfligung. In der vorliegen-
den Studie sollte untersucht werden, welchem von vier etablierten Verfahren unter dem
Gesichtspunkt der Effizienz der Vorzug zu geben ist.

Material und Methoden

Sofern nicht anders erwahnt, wurden Reagenzien der Firma Merck, Deutschland, ver-
wendet.

SPF-Méause (OF 1-Swiss, Versuchstierzuchtanstalt Himberg, NO) wurden mit je 10°
Toxoplasma-Trophozoiten (Stamm RH) i. p. beimpft. Die Tachyzoiten wurden nach
48 Std. geerntet. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (5 min., 1500 g) und die
Pellets mit je 3 ml NaCl-Losung aufgesplilt. Die Tachyzoiten wurden in einer Blrker-
Tark-Zahlkammer ausgezahlt. Fir jede Isolierung bzw. fir jedes Aufbereitungsverfah-
ren wurde eine Ausgangsmenge von 2 X 108 Tachyzoiten verwendet. Nach erneutem
Zentrifugieren (5 min., 1500 g) wurden die Pellets nach folgenden vier Methoden verar-
beitet:
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1. Methode A nach MANIATIS et al. (6)

Das Material wurde mit 1 ml TBS (25 mmol Tris Borat Puffer, LKB-Produkter AB,
Bromma, Schweden, pH 7,4, 4° C) gewaschen und 1 min. bei 6720 g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Pellet mit 50 ut TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) aufge-
spllt, mit Extraktionspuffer (10 mM Tris, 0,1 M EDTA, 0,5% SDS, pH 8,0) sowie mit
RNase (Pharmacia Ges. m. b. H., Wien) versetzt und 1 Std. bei 37° C inkubiert. Der
Extraktionspuffer fUhrt die Lyse der Zellen herbei. Nach Zugabe von 5 pl Proteinase K
(Biomedica Ges. m. b. H., Wien) wurde die Probe 3 Std. bei 50° C inkubiert.

Darauf folgte eine Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Extraktion (PCI-Extraktion).
Dabei wurde die Probe mit 550 pl Phenol versetzt, zentrifugiert (1 min., 6720 g), die
wéssrige Phase abgehoben und die organische Phase verworfen. Dieser Vorgang
wurde noch zweimal wiederholt. Danach wurden 550 ul Chloroform-lsoamylalkohol
(24 : 1) hinzugeflgt und zentrifugiert (1 min., 6720 g). Die Athanol-Préazipitation der
DNS (400 ul Probe, 80 ul 10 mol Ammoniumazetat, 800 pl Athanol) wurde bei —~70° C
Uber Nacht durchgefihrt.

Die Probe wurde nach der Préazipitation 10 min. bei 6720 g zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und verworfen. Das Pellet wurde 1 Std. 15 min. im Lyophilisator (SVC 200H,
Savant, Bio-Trade Ges. m. b. H., Wien) getrocknet, mit 30 wl TE aufgespult und der
DNS-Gehalt bestimmt.

2. Methode B nach BURG et al. (1)

Um die Zellen zur Lyse zu bringen, wurde das Pellet mit 50 ul Aqua bidestillata versetzt
und 10 min. auf 94° C erhitzt. Hierauf wurde die Probe mit einem Puffer (10 mmol Tris-
HCI, pH 7,4, 10 mmol NaCl, 10 mmol EDTA, 0,2% SDS) und 10 pl Proteinase K ver-
setzt und 2 Std. bei 60° C inkubiert. Darauf folgten eine PCI-Extraktion und Athanol-
Prazipitation wie oben beschrieben. Das Pellet wurde anschliefend mit 60 ul TE aufge-
splilt.

3. Methode C nach GROVER et al. (3)

Das Pellet wurde mit 225 pl Agua bidestillata versetzt und 1 Std. bei —70° C eingefro-
ren, um die Zellen zur Lyse zu bringen. AnschlieBend wurde die Probe aufgetaut, 15
min. auf 94° C erhitzt, geschiittelt und zentrifugiert (10 min., 6720 g). Aus dem Uber-
stand wurde der DNS-Gehalt bestimmt.

4. Methode D nach ERLICH et al. (2)

Das Pellet wurde mit je 100 wl 0,1 M NaOH und 2 M NaCl versetzt, geschittelt und
5 min. auf 99° C erhitzt. Dann wurde die Probe 10 min. bei 6.720 g zentrifugiert und
anschlieBend aus dem Uberstand der DNS-Gehalt bestimmt.

Zur Bestimmung des DNS-Gehalts wurde dann von allen Proben mit einem Spektro-
photometer (Lambda 3 UV/VIS, Perkin Eimar Ges. m. b. H., Wien) die Absorption bei
den Wellenlangen 260 nm und 320 nm gemessen. Die Schichtdicke der Klvetten beim
Messen im UV-Bereich betrug 10 mm.

Der DNS-Gehalt wurde nach folgender Formel fiir Doppelstrang-DNS berechnet (6):
Menge an DNS in ug/ml =20 X (OD,g, — OD,,)

Ergebnisse

Der bei den vier angewandten Methoden (A, B, C und D) bestimmten DNS-Gehalt ist in
Tabelle 1 aufgelistet.
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TABELLE 1

Ergebnisse von vier Methoden zur Isolierung von DNS aus je 2 X 10° Tachyzoiten von

Toxoplasma gondii.
Methode ProbengréBe DNS-Gehalt d. Probe DNS-Gehalt
inul in ug in ug/mi
A 30 52,5 1750
B 60 69 1150
C 225 242 1070
D 200 262 1450
DNS-Gehalt in pg/ml
1800
1500
1200 —
900 -
__
600 - ~
300 - -~
0 ~ _
A B o D
Angewandte Methoden
Abb. 1:
Vergleich der durchschnittlichen DNS-Ausbeute in ug/ml
bei Anwendung der Methoden A, B, C und D.
Diskussion

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die Effizienz, d. h. Ausbeute und Arbeits-
aufwand, von vier DNS-Isolierungs- bzw. Aufbereitungsmethoden zu Gberprifen, um
mittels der einfachsten und zeitsparendsten Methode zu der flir eine Polymerase-Ket-
ten-Reaktion notwendigen DNS-Menge — in unserem Fall DNS aus den Tachyzoiten

von Toxoplasma gondii — zu gelangen.

Ein wesentlicher Arbeitsschritt bei der Durchfiihrung der Methode A nach MANIATIS et
al. (6) und der Methode B nach BURG et al. (1) ist die Inkubation der Proben mit dem
Enzym Proteinase K. AnschlieBend an die Inkubation werden die gespaltenen Proteine
durch die PCI-Extraktion entfernt. Die DNS wird mit Athanol ausgefallt, wobei beim
Arbeiten mit geringen DNS-Konzentrationen die Athanol-Prézipitation bei — 70° C (iber
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Nacht durchgeflhrt werden sollte (6). Als Endprodukt erhalt man qualitativ hochwertige
DNS. Auffallend ist, daB sich bei Durchflihrung der PCi-Extraktion mit der Methode B
die organische Phase leichter von der wéassrigen Phase trennen 148t als bei Durchfih-
rung der PCI-Extraktion mit der Methode A. Dieser Umstand ist auf die unterschiedliche
Zusammensetzung des Extraktionspuffers zurlickzufihren (6).

Die Trennung der organischen Phase — sie enthélt die Proteine — von der wassrigen
Phase — sie enthélt die DNS — stellt bei routinemaBigem Arbeiten eine mdgliche
Quelle des DNS-Verlustes dar. Fir bestimmte Fragestellungen, z. B. fir Klonierungs-
versuche, bengtigt man unbedingt reine DNS, so daf3 die Inkubation mit Proteinase K
und die anschlieBende PCl-Extraktion unumgénglich sind. In solchen Fallen geben wir
auf Grund des oben erwahnten Vorteils der Methode B den Vorzug.

Das eigentliche Ziel dieser Arbeit war es jedoch, von den vier DNS-Isolierungs- bzw.
Aufbereitungsmethoden jene Methode zu ermitteln, die bei moglichst geringem
Arbeitsaufwand die fiir eine PCR notwendige DNS-Menge erbringt. Fur die erfolgreiche
Durchfiihrung einer PCR bendtigt man mindestens 0,5 ug - 1 ug spezifische DNS pro
PCR-Ansatz (5). Diese DNS-Menge wird von jedem der beschriebenen vier Verfahren
bereitgestellt. Die hochste DNS-Ausbeute jedoch erzielt man mit der Methode A,
gefolgt von der Methode D (siehe Tab. 1 und Abb. 1).

Die Methoden C nach GROVER et al. (3) und D nach ERLICH et al. (2) sind auf Grund
fehlender Inkubation mit dem Enzym Proteinase K und fehlender PCI-Extraktion streng
genommen nicht als DNS-Isolierungsmethoden im eigentlichen Sinn, sondern als DNS-
AufschluBmethoden anzusehen. Beide Methoden liefern DNS, die stark mit Proteinen
und RNS verunreinigt ist. Diese Verunreinigungen wirken sich jedoch auf den DNS-
Amplifikationsvorgang nicht negativ aus. Die Durchfliihrung der beiden Methoden C und
D ist wenig zeitintensiv und mit geringem Arbeits- und Materialaufwand verbunden. Mit
der Methode D erzielt man eine hohere DNS-Ausbeute als mit der Methode C (siehe
Abb. 1 und Tab. 1).

Bedenkt man den geringen Arbeitsaufwand, so muB man die Methode D nach ERLICH
et al., auch wenn sie in der Skala der DNS-Ausbeute den zweiten Platz einnimmt, flr
die routinemaBige Aufbereitung der DNS aus den Tachyzoiten von Toxoplasma gondii
empfehlen.

Zusammenfassung

Vier Methoden zur Isolierung von DNS aus je 2 X 108 Tachyzoiten von Toxoplasma
gondii wurden hinsichtlich ihrer Effizienz verglichen. Jede Methode wurde mindestens
zweimal durchgeflihrt. Die hdchste DNS-Menge erbrachte die Methode nach MANIA-
TIS et al., gefolgt von der Methode nach ERLICH et al. Die Methode nach MANIATIS et
al. zeichnet sich Uberdies, ebenso wie jene nach BURG et al., durch einen hohen Rein-
heitsgrad der isolierten DNS aus, der allerdings mit groBem Arbeitsaufwand bezahit
werden muB. Die optimale Relation von Ausbeute und Aufwand ergibt sich bei der
Methode nach ERLICH et al., der wir daher zur Isolierung von DNS den Vorzug geben.

Schliisselworter
DNS-Aufbereitungsmethoden, Effizienz, Tachyzoiten von Toxoplasma gondii.

Summary

A comparison of four methods for DNA-isolation from Toxoplasma
gondii for polymerase chain reaction

Four methods for the isolation of DNA of 2 X 108 tachyzoites from Toxoplasma gondii
were compared with respect to their efficiencies. Each method was performed at least
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twice. The highest amount of DNA was obtained by the method of MANIATIS et al.
followed by the method of ERLICH et al.

Both, MANIATIS’ method as well as that according to BURG et al. yieled DNA of high
purity, they require, however, a rather high expenditure of work. The best ratio of DNA-
amount to expenditure was found with the method according to ERLICH et al., which
therefore should be given preference for isolation of DNA from the tachyzoites of
Toxoplasma gondii.

Key words

Methods for DNA-isolation, efficiency, tachyzoites from Toxoplasma gondii.
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