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Erfahrungen mit einer PCR-gestulzten
Liquoranalytik in der Diagnostik der
zerebralen Toxoplasmose bei AIDS-Patienten
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Die Toxoplasmose ist nach der Pneumocystis carinii-Infektion eine der wichtigsten bedrohli-
chen opportunistischen Infektionen bei AIDS-Patienten und die haufigste, die zu fokalen bzw.
multifokalen Lasionen oder disseminierten Enzephalitiden fuhrt (13). Die serologische Diagno-
stik ist gerade bei immunsupprimierten und neugeborenen Patienten, bei denen eine Diagno-
sestellung am dringlichsten ware, wenig hilfreich (7, 14, 17). Die bisher beschriebenen Metho-
den zum Nachweis zirkulierender Antigene im Liquor oder Blut sind wegen geringer Sensitivi-
tat und Spezifitdt ebenfalls nur beschrankt aussagekraftig (22). Toxoplasmen sind aus Liquor
oder Blut auch bei Zuhilfenahme von Kultur und Tierversuch nur in wenigen Fallen nach-
weisbar, so daR eine definitive parasitologische Diagnose ohne eine risikoreiche Hirnbiopsie
nur selten gestellt werden kann (13, 14, 16). In der Praxis stutzt sich die Diagnosestellung der
Toxoplasma-Enzephalitis bei AIDS-Patienten deshalb vor allem auf das klinische Bild, die Be-
funde der Computer- und Kernspintomographie (CT/NMR) und auf die empirische Beurteilung
des Ansprechens auf eine medikamentdse Therapie (22). Allerdings sind bei einem Teil der
Patienten mit bioptisch oder autoptisch gesicherter zerebraler Toxoplasmose keine typischen
Herdbefunde im CT oder NMR vorhanden (13, 14, 16, 22). Zudem sind auch Therapieversager
unter der Chemotherapie der ersten Wahl mit Sulfadiazin/Pyrimethamin beschrieben worden,
bei denen aufgrund einer zutreffenden Diagnose teilweise ein Behandlungsversuch mit Clin-
damycin/Dapsone wirksam war (11). Daneben ist die empirische Behandlung mit Sulfadiazin/
Pyrimethamin aufgrund einer hohen Inzidenz toxischer Wirkungen nicht unumstritten (11).

Ein diagnostischer Fortschritt wurde mit dem Nachweis von Toxoplasma-DNA durch die
Polymerasekettenreaktion (PCR) beschrieben. Damit kann theoretisch bereits ein einzelner Er-
reger nachgewiesen werden (3), und es konnte ferner gezeigt werden, da der Nachweis von
Toxoplasma-DNA im Liquor mit einer zerebralen Toxoplasmose korreliert ist (9). Ware die
Methode validiert, ware sie preiswerter als der indirekte Nachweis Uber CT/NMR, risikodrmer
als der direkte Nachweis durch Hirnbiopsien und schneller als ein kultureller Nachweis. Die
PCR-Analytik an klinischem Material erreicht jedoch nicht die Sensitivitat ,idealer Laborbe-
dingungen”. Sie erzielt zudem recht unterschiedliche Ergebnisse. Die bisherigen Erfahrungen
beruhen lediglich auf einzelnen Kasuistiken und kleinen Untersuchungsserien (1, 4, 6, 8, 9, 10,
12, 14, 15, 16, 17, 19).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, geeignete Methoden zu entwickeln und zu op-
timieren, um einen Nachweis von Toxoplasma-DNA aus biologischem Material zuverlassig
und empfindlich fuhren zu kénnen. Grundlegende Voraussetzungen dafir waren die im fol-
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genden beschriebene Wahl des Zielgens, die Strategie der Primer-Konstruktion, die Optimie-
rung der einzelnen PCR-Parameter, um eine moglichst grofse Robustheit und damit eine
zuverldssige Reproduzierbarkeit der Methode zu gewahrleisten, sowie die Erarbeitung einer
moglichst einfachen Isolationsmethode von Toxoplasma-DNA aus biologischem Material, um
PCR-Inhibitoren sicher abzutrennen und einen mdglichst empfindlichen Nachweis von
Toxoplasma-DNA zu erlauben. Nicht zuletzt sollte diese Methode an klinischem Material vali-
diert werden, denn diese extrem sensitive und bei richtiger Wahl der Zielsequenzen und der
Primer auch hochspezifische Methode der PCR wird in zunehmendem Mafe Ziel berechtigter
Kritik, da sie zu oft zu unkritisch und ohne ausreichende Validierung eingesetzt wird.

300 wl Liquor wurden mit 100 ul Puffer (200 mM Tris+-HCI [pH 8,0]), 100 mM EDTA, 400 mM
NacCl, 1,2% Triton X-100) und 2 pl (20 mg/ml) Proteinase K gemischt. Nach 90-minutiger Inku-
bation bei 50°C, gefolgt von einer kurzen Zentrifugation, wurde die DNA aus dem Uberstand
durch Silikageladsorption (,Geneclean”, BIO 101, La Jolla, USA) gereinigt und in 39,5 ul Wasser
eluiert.

Die Amplifikationen bestanden aus zwei aufeinanderfolgenden, geschachtelten PCR-Reaktio-
nen unter Verwendung des 35fach repetitiven Gens Bl (3) als Zielsequenz. In der ersten PCR-
Amplifikation wurde der 0,22 kb vor der EcoRI-Schnittstelle liegende Primer TOX-5 (TGC GCA
GCC ATC AGC TTA AC) sowie der nach 0,55 kb folgende Primer TOX-8 (TCG TAC GTG ACA
GTG AAG AG) verwendet. In der zweiten PCR-Reaktion wurden die Primer TOX-6 (TTG GTG
ATG GTT GCC TCG AG) und TOX-7 (GGA AAC AGG TGG TCG ACT TC) eingesetzt, die jeweils
9, bzw. 2 Nukleotide nach den 3'-Enden der Primer TOX-5 und TOX-8 begannen. Bei den ein-
zelnen PCR-Laufen wurde eine sogenannte ,Hot Start“-Technik eingesetzt, bei der 39,5 ul der
DNA-LOsung (bzw. beil der zweiten, geschachtelten PCR 2 pl des ersten PCR-Ansatzes und
37,5 ul Wasser) mit je 1 pl der beiden Primer (je 50 uM) 2 Minuten bei 96°C denaturiert wurden.
Nach Abkuhlung auf 80°C wurde eine Mischung von 5 ul Puffer (100 mM Tris-HCL [pH 8,3],
500 mM KCl), 2,5 ul 50 mM  MgCl,, 0,5 ul dNTP-Mischung (je 25 mM) und 0,5 ul (5 u/pl) Tag-
Polymerase dazu gegeben. Beide PCR-Reaktionen bestanden aus je 50 Zyklen aufeinanderfol-
gender, 60 Sekunden dauernder Denaturierungen beil 92°C, 60 Sekunden dauernden Hybridi-
sierungsschritten bei 63°C und 90 Sekunden dauernden Extensionen bei 72°C. Die Reaktions-
produkte wurden in einem 1,3%igen Agarosegel, das 0,2 ug/ml Ethidiumbromid enthielt,
sichtbar gemacht. Sichtbare Banden der erwarteten Grofe von 0,5 kb wurden zur Verifizie-
rung ausgeschnitten und mit der bereits genannten Silikageladsorptionsmethode aus dem Gel
eluiert und gereinigt. Ein in zwei Produkten der Gréfen 0,2 kb und 0,3 kb resultierender Endo-
nukleaseverdau mit dem Restriktionsenzym EcoRI bestatigte das Vorhandensein von T. gon-
dii-DNA. Jeder PCR-Lauf schlofé eine Positivkontrolle (mit T. gondii-DNA) und eine Negativ-
kontrolle (Wasser) ein. Die Bedingungen der zu Vergleichszwecken mit dem ,single-copy”-Gen
P 30 (2) durchgfihrten PCR wurden bereits an anderer Stelle beschrieben (18).

Es wurden insgesamt 28 Patienten mit AIDS untersucht, von denen aufgrund von neurologi-
schen und/oder Allgemeinsymptomen lumbaler Liquor zur weiteren Diagnostik gewonnen
wurde. Alle verfugbaren klinischen Daten (Alter, Geschlecht, Symptomatik, CD4-Zellzahl, vor-
ausgehende Toxoplasmose-wirksame Chemoprophylaxe, Befunde bildgebender Verfahren,
klinischer und radiologischer Therapieerfolg, Nachweis von anderen Infektionen oder Tumo-
ren des ZNS) wurden zur Auswertung herangezogen (Tab. 1).

Die Indikation zu einer Toxoplasmose-wirksamen Therapie wurde unabhdngig von den
Ergebnissen der PCR gestellt. Aufgrund (a) der CT/NMR-Befunde, (b) des klinischen und radio-
logischen Ansprechens auf eine spezifische Therapie, und (¢) ggf. des Nachweises anderer
ZNS-Erkrankungen wurde retrospektiv die Diagnose einer zerebralen Toxoplasmose folgen-
dermalsen beurteilt (5, 19):
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Tabelle 1:

Basisdalen, Befunde und PCR-Ergebnisse des Patientenkollektivs.

Patient Alter, CD4/ul Chemo-  Sympto- CCT/ Sero- Therapieerfolg andere Diagnose PCR
Geschl. prophy-  matik** NMR- logie*** Dia- zerebrale
* FekkR
laxe Befund Klinisch radiolog. gnose *T*c:iopl.
11 24, m n.u. + N, F, K sing. neg. ja ja ++ +
20 29, m nu. - N, P, F, K sing. n.u. ja nu. + t
27 40, m 20 - P mult. n.u. nein ja + +
3 31, m 596 - N, F, K mult. pos. n.b. n.b. + -
19 38, m 50 - N, P, F mult. n.u. ja ja + -
24 30, m 48 - F, K mult. n.u. ja ja + -
14 34, m 84 - - 0 neg. n.b. nb. U (+) +
4 32, m 0 - P, F mult. neg. ja nein PML (+) -
15 43, m 10 - P, F sing. n.u. (verstorben) (+)
17 37, m I - P mult. n.u. nein nein L (+) -
12 55, m 195 - P 0 n.u. k.Th. k.Th. - +
21 39, m n.u. - N, P 0 n.u. k. Th. k.Th. CE - -
1 50, m n.u. + F mult. n.u. (verstorben) MNHL - -
2 42, w 3 - N 0 n.u. k. Th. k.Th. B =
5 39, m 81 - P, F 0 n.u. k. Th. k.Th. HE - -
6 38, m 4 F, K 0 n.u. k.Th. k.Th. - -
7 52, m 180 - P 0 n.u. k.Th. k.Th. HE - -
8 47, m 613 - N, P 0 n.u. k.Th. k.Th. CE - -
9 42, m 287 - N 0 n.u. k.Th. k.Th. - -
10 42, m 10 - P, F 0 n.u. k.Th. k.Th. HE - -
13 32, w 250 - N 0 n.u. k.Th. k.Th. PML - -
16 30, m 80 - K 0 n.u. n.u. k.Th. K.Th. KKM -
18 50, m n.u. - F n.u. neg. k.Th. k.Th. - -
22 50, m n.u. + P 0 neg. K.Th. k.Th. HE - -
23 69, m 90 - K 0 n.u. k. Th. k.Th. PML - -
25 45, m 40 - N 0 n.u. (verstorben) - -
26 50, m 10 + N 0 n.u. K.Th. k.Th. = =
28 37, m 476 - P, F K 0 neg. k.Th. k.Th. TBM - -
n.u. nicht untersucht
n.b. nicht bekannt
k-Th. keine Toxoplasmose-wirksame Therapie
CCT  zerebrale Computertomographie
NMR  Kernspintographie (mult.: multifokale Herde; sing.: singularer Herd; 0: keine Herde)

Kkkk

Kk gk

Toxoplasmose-wirksame Chemoprophylaxe zum Zeitpunkt der Liquorgewinnung

Symtomatik (N: fokalneurologisch; P: psychiatrische Symptomatik; F: Fieber; K: Kopfschmerzen)

Toxoplasmose-Serologie (pos.: IgM-Antikdrper; neg.: negativ oder Durchseuchungstiter)

andere Diagnosen (MNHL: multifokales Non-Hodgkin-Lymphom; PML: progressive multifokale Leukoenzephalitis; HE: HIV-Enzephalitis;
CE: CMV-Enzephalitis; U: Uveitis; KKM: Kryptokokkenmeningitis; L: ZNS-Lymphom; TBM: tuberkulése Meningitis)

Diagnose ,zerebrale Toxoplasmose” (++: gesichert; +: wahrscheinlich; (+): maéglich; -: unwahrscheinlich)

1. gesichert (Nachweis von Toxoplasmen),

2. wahrscheinlich (typischer CT/NMR-Befund mit eindeutigem Ansprechen auf Therapie),

3. moglich (typischer CT/NMR--Befund ohne eindeutiges Ansprechen auf Therapie) und

4. unwahrscheinlich (kein typischer CT/NMR-Befund und/oder Nachweis einer anderen,
ursachlichen ZNS-Erkrankung).

Ergebnisse  Bei der Untersuchung des Liquors wurde ein PCR-Ergebnis beim Vorliegen einer Bande der
erwarteten Grofse im ethidiumbromidgefarbten Agarosegel und zusatzlichem Nachweis einer
EcoRI-Restriktionsschnittstelle an der erwarteten Position im Amplifikat als ,positiv* einge-
stuft. Ein ,negatives” Ergebnis lag vor, wenn keine Bande in der Ethidiumbromidfarbung zu
sehen war. Ergebnislos” wére eine Untersuchung gewesen, wenn eine Negativkontrolle posi-
tiv (Kontaminationsverdacht) oder die Positivkontrolle negativ (methodischer Fehler) gewesen
ware, was jedoch bei keiner der Untersuchungen der Fall war. Als ,goldener Standard” wurde
der mikroskopische Nachweis von Toxoplasmen oder ein kultureller Nachweis angesehen.
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Toxoplasmenkonzentration pro ml

Wahrend des Untersuchungszeit-
raumes von 17 Monaten wurden 28

s 100 10 Qo 300 10 0 Liquorproben untersucht. Davon lie-

300 30 3 300 30 3 ferten 22 ein negatives PCR-Ergeb-

; nis, 6 waren positiv. Nur in einem

der 28 Falle (Patient 11) wurde durch

40/4 kb eine Gehirnbiopsie mit positivem
0 20- 40/60 Toxoplasmennachweis ein ,goldener
Zyklen (]:;‘(5) i Lyklen | c.ndard” bestimmi. Bei diesem Pa-

tienten war auch das PCR-Ergebnis
positiv. Bei weiteren 5 Patienten
wurde die Diagnose einer zerebralen
Toxoplasmose als wahrscheinlich
eingestuft. Bei zwei dieser Patienten
war auch die PCR positiv. Somit lag
nur bei 3 von 6 Patienten (50%) mit
wahrscheinlicher oder gesicherter
zerebraler Toxoplasmose ein positi-
ves PCR-Ergebnis vor. Bei weiteren
4 Patienten konnte die Diagnose ei-
ner zerebralen Toxoplasmose retro-

60/60
Zyklen

Abbildung 1:

Nachweisgrenzenbestimmung von
Toxoplasmen im Blut bei allen 4
Kombinationsmoglichkeiten von 40
und 60 Zyklen fir die beiden
geschachtelten PCR-Reaktionen.
m: DNA-GroRenstandard,
Produktbande bei 0,5 kb.

spektiv lediglich als moglich einge-
stuft werden. In einem dieser Félle
war der PCR-Befund positiv (25%). Bei den restlichen 18 Patienten war die Diagnose einer ze-
rebralen Toxoplasmose abschliefsend als unwahrscheinlich einzustufen. Bei zwei von diesen
lag dennoch ein positiver PCR-Befund vor (11%).

Diskussion
Sensitivitat und Verifizierung der DNA-Amplifikationen

Um eine moglichst grofse Sensitivitat zu erreichen, wurde in der vorliegenden Untersuchung
die Methode der geschachtelten (,nested”) PCR gewahlt. Gegenliber anderen Methoden der
Sensitivitatssteigerung, insbesondere der Hybridisierung mit Sonden, hat die ,nested” PCR den
Vorteil, da® keine neuen Methodiken eingefihrt werden mussen. Weiterhin wird der Umgang
mit radioaktivem Material sowie die Herstellung radioaktiv oder nicht-radioaktiv markierter
Sonden vermieden. Der Vorteil der zusatzlichen Verifizierung des PCR-Produktes durch eine
mehr oder weniger ,spezifische” Sonde, wobei jedoch zu beachten ist, daR sich die Spezifitat
einer Hybridisierung entscheidend mit den jeweiligen Hybridisierungsbedingungen &ndern
kann und das Beibehalten vollig gleicher Hybridisierungsbedingungen nicht trivial ist, wird bei
der hier beschriebenen ,nested” PCR durch die Verifizierungsmaoglichkeit mit Hilfe der EcoRI-
Schnittstelle des Gens B1 egalisiert. Eine weitere Erhohung der Sensitivitat wurde durch die
Wahl des 35-fach repetitiven Gens B1 (3) als Zielsequenz erzielt. Pro Genom ist dadurch 35-
mal mehr Matrizen-DNA verfugbar als bei der Verwendung eines Einzelkopien-Gens.

Die Primer TOX-5 bis TOX-8 des Zielgens B1 wurden so konstruiert, dafs die PCR-Produk-
te sich einerseits in ihrer Groe deutlich von Primer-Dimeren und -Oligomeren unterscheiden
und nach EcoRI-Restriktion noch deutlich erkennbare Produkte liefern sollten, andererseits
aber nicht so grof$ sein sollte, da die Amplifikation selbst schwierig geworden ware. Es wur-
de deshalb eine AmplifikatgroRe von 0,5 kb gewahlt. Die Primer wurden so positioniert, daR
der EcoRI-Verdau zwei unterschiedlich grof3e, aber auf einem Agarosegel noch deutlich sicht-
bare Produkte von 0,2 kb und 0,3 kb Lange ergeben wiirde.
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Die Nachweisgrenze fur Toxo-

T oXop l asmen pro m l plasma-DNA aus Blut, das aufgrund

seiner PCR-inhibierenden Bestand-

3 OO 1 OO 3 0 O teile als besonders ,problematisch”

m a b a b a b a b fiir PCR-Reaktionen angesehen wird,

lag bei Verwendung der beschriebe-
nen, geschachtelten PCR mit dem
Primern TOX-5/TOX-8 sowie TOX-
6/TOX-7 bei 25 Toxoplasmen/ml
(Abb. 1). Ein direkter Vergleich der
Nachweisgrenze mit einem nur ein-
mal im Genom vorkommenden Ziel-
gen, namlich dem des Hauptoberfla-
chenantigens P30 (2), ergab fur die-
ses Gen bei Verwendung von
Fruchtwasser als biologischem Ma-
terial eine Nachweisgrenze von 100
Toxoplasmen/ml (17), wahrend bei
Verwendung des repetitiven Gens
B1 als Zielsequenz der Nachweis be-
reits bei 30 Toxoplasmen/ml mog-

Abbildung 2:

Vergleich der Nachweisgrenzen der
Gene P30 und B1 aus Frucht-
wasser.

m: DNA-Grofenstandard

a: Zielgen P30

(Produktbande bei 0,7 kb),

b: Zielgen B1

(Produktbande bei 0,5 kb).

lich war (Abb.2). Aus Blut liegt die
Nachweisgrenze fiir das Gen P30
zwischen 100 und 300 Toxoplas-
men/ml (18).

Validitat der PCR-Diagnostik

Insgesamt ergab sich zwar eine deutliche Korrelation zwischen dem Nachweis von T. gondii-
DNA mittels PCR und der Wahrscheinlichkeit einer zerebralen Toxoplasmose auf der Basis ei-
ner retrospektiven Einstufung aufgrund etablierter klinischer Kriterien (5, 19). Jedoch ist die
hierbei beobachtete Sensitivitat von 50% bei wahrscheinlicher oder gesicherter Erkrankung
und die Spezifitat von 89% bei Patienten mit als unwahrscheinlich eingestufter Erkrankung flir
eine Diagnosestellung und Therapieentscheidung im Einzelfall unzureichend. Auch bei den
anderen bisher publizierten Studien gelang ein Nachweis von T. gondii-DNA mittels PCR aus
Liquor nicht bei allen Patienten mit gesicherter oder mit wahrscheinlicher zerebraler Toxo-
plasmose (6, 9, 11, 12, 15, 16, 17, 19). Es ist daher anzunehmen, daf} bei einem Teil der Patien-
ten mit intrazerebralen Entzindungsherden tberhaupt keine Toxoplasmen in den Subarach-
noidalraum eindringen und daf die diagnostische Sensitivitat des Nachweises von T. gondii-
DNA mittels PCR aus Liquor dadurch grundsatzlich eingeschrankt ist. Andererseits konnte
auch in anderen Studien T. gondii-DNA mittels PCR im Liquor von AIDS-Patienten nachge-
wiesen werden, bei denen sich eine zerebrale Toxoplasmose nach den bildgebenden Befun-
den und dem Verlauf als nicht wahrscheinlich erwies bzw. bei denen sich andere Ursachen
der neurologischen Symptomatik ergaben (16). Dies kann dadurch bedingt sein, daf% in diesen
Fallen zusatzlich zu anderen Infektionen oder Tumoren des ZNS doch eine zerebrale Toxo-
plasmose vorlag, oder daf einzelne Toxoplasmen im Rahmen einer latenten Infektion oder ei-
ner klinisch noch nicht relevanten Reaktivierung im Subarachnoidalraum vorhanden sind. In
diese Richtung deuten auch Verlaufsuntersuchungen bei AIDS-Patienten hin, bei denen in
Einzelfallen bereits Wochen vor der klinischen Manifestation einer disseminierten oder pul-
monalen Toxoplasmose T. gondii-DNA im Blut mittels PCR nachgewiesen werden konnte (8).

Die Ergebnisse zeigen, da der Nachweis von T. gondii-DNA mittels PCR aus Liquor als ei-
ne zusatzliche diagnostische Information bei der Abklarung des Verdachts einer zerebralen
Toxoplasmose eingesetzt werden kann. Da bei einem nicht unwesentlichen Anteil der AIDS-
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Patienten mit zerebraler Toxoplasmose keine T. gondii-DNA mittels PCR im Liquor nachzu-
weisen ist, muf die Entscheidung uber die Einleitung einer Toxoplasmose-wirksamen Thera-
pie jedoch zusatzlich von den klinischen und bildgebenden Befunden abhdngig gemacht
werden.

Die Diagnostik einer zerebralen Toxoplasmose bel Immunkompromittierten ist problematisch,
da die Immundiagnostik bel diesen Patienten wenig aussagekraftig ist und der direkte Erre-
gernachweis meist auf invasive Verfahren wie die Hirnbiopsie angewiesen ist. Der Nachwels
von Toxoplasma gondii-DNA im Liquor mittels PCR wurde hierbei als nichtinvasive diagnosti-
sche Methode beschrieben.

Ausgehend von Zielsequenzen des repetitiven B1-Gens von T. gondii wurden PCR-Primer
konstruiert, die durch eine geschachtelte (,nested”) PCR den Nachweis von Toxoplasmen mit
einer experimentellen Nachweisgrenze von 10 Organismen in einem Probenvolumen von
300 ul Liquor oder Blut ermoglichen. Mit dieser Methode wurden Liquorproben von 28 AIDS-
Patienten untersucht, bei denen der Verdacht auf eine Enzephalitis oder eine andere ZNS-
Erkrankung bestand. Die Wahrscheinlichkeit einer zerebralen Toxoplasmose wurde retro-
spektiv anhand der bildgebenden Befunde, des Ansprechens auf eine spezifische Therapie und
des Nachweises anderer ZNS-Erkrankungen beurteilt. Die PCR war positiv bei drei von sechs
Patienten (50%) mit gesicherter oder wahrscheinlicher zerebraler Toxoplasmose (davon ein
PCR-positiver Patient mit Erregernachweis in der Hirnbiopsie), bei einem von vier Patienten
(25%) mit moglicher zerebraler Toxoplasmose und bei 2 von 18 Patienten (11%), bei denen
eine zerebrale Toxoplasmose unwahrscheinlich erschien.

Die PCR zum Nachweis von T. gondii-DNA im Liquor kann daher als zusatzliche Informa-
tion bei der Diagnosestellung einer zerebralen Toxoplasmose bei AIDS-Patienten herangezo-
gen werden. Diese Methode ist jedoch nicht in der Lage, eine zerebrale Toxoplasmose defini-
tiv zu bestatigen oder auszuschlief3en.

Toxoplasmose, Diagnostik, geschachtelte PCR.

PCR-based cerebrospinal fluid analysis in the diagnosis of
cerebral toxoplasmosis in AIDS patients

The diagnosis of cerebral toxoplasmosis in AIDS-patients is difficult due to the limited value
of immunodiagnostic methods in these patients and to the need of brain biopsy to establish a
definitive diagnosis. The detection of Toxoplasma gondii DNA in CSF by PCR amplification has
been suggested as a noninvasive diagnostic procedure.

Based on sequences of the repetitive B1 gene of T. gondii, primers have been constructed
which enable the detection of toxoplasma with an experimental sensitivity of 10 organisms in
a sample volume of 300 ul of CSF or blood. This method was applied to CSF samples of 28
AIDS patients presenting with symptoms of encephalitis or other diseases of the CNS. Suspi-
cion of cerebral toxoplasmosis was determined retrospectively from evidence of brain imag-
ing, response to specific therapy, and detection of other CNS diseases. Positive PCRs were ob-
tained in 3 of 6 patients (50%) with a highly suggestive diagnosis of cerebral toxoplasmosis
{including 1 PCR-positive patient with biopsy proven infection), in 1 of 4 patients (25%) with
possible cerebral toxoplasmosis, and in 2 of 18 patients (11%) unlikely to have cerebral toxo-
plasmosis. Therefore, PCR-detection of T. gondii-DNA in CSF will provide additional informa-
tion for the diagnosis of cerebral toxoplasmosis in AIDS-patients. However, this method is not
able to definitely confirm or exclude cerebral toxoplasmosis.

Toxoplasmosis, diagnostics, nested PCR.
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