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Der mikroskopische Nachweis von Toxoplasma gondii im Gewebe bereitet
nach allgemeiner Erfahrung groBe Schwierigkeiten. Obgleich nach den serologi-
schen Untersuchungsergebnissen der Anteil von Toxoplasma-Tragern in der Be-
volkerung relativ sehr hoch ist, gelingt der Erregernachweis bei der téglichen
histopathologischen Diagnostik sehr selten. Theoretisch miiite er biufig als
Nebenbefund auftreten. Auf jeden Fall wire jedoch der mikroskopische Nach-
weis in den Fillen zo erwarten, wo Organe durch die Toxoplasma-Infektion ver-
andert worden sind.

Als typisches Krankheitsbild der Erwachsenen-Toxoplasmose gilt heute die
cervico-nuchale Lymphadenitis toxoplasmotica mit kleinherdiger Epitheloidzell-
Wucherung (Pirincer-KvcHinga), die nach den Beobachtungen von Stim,
MaGNUSSON u. a. mit hohem spezifischem Antikérper-Titer einhergeht. Der Kr-
regernachweis war jedoch im histologischen Schnittpraparat nicht moglich; er
wird von MARTIN und THALHAMMER als auflerordentlich problematisch bezeichnet,
da die Abgrenzung gegeniiber den gerade im Lymphknoten so hiufig anzutref-
fenden Kerntritmmern kaum méglich ist. Dagegen ist einigen Autoren (Siim
1952, Rota und PIERARSKI u. a.) der Erregernachweis im excidierten Lymph-
knoten durch den Tierversuch gelungen.

Wegen dieser Diskrepanz zwischen charakteristischen histologischen Ver-
anderungen und positivem serologischem Test einerseits und fehlendem morpho-
logischem Erregernachweis im Gewebe andererseits trat der Verdacht auf, dafl
die Gestalt der Toxoplasmen in den Lymphknoten von der Norm abweichen
koénnte, und sie deshalb nicht erkennbar wiren. Dafiir konnten die Angaben von
WesTPHAL sprechen, der auf die mogliche Wirkung der Immunkérper auf die
Toxoplasmen hinwies und meinte, daf GroBe und Gestalt der Parasiten sich unter
dem EinfluB des Wirtes erheblich verdndern; relative Erhohung der Immunitéts-
lage des Wirtsorganismus wirde eine Reduzierung der Parasitengrofe bewirken.

Bekanntlich ist das histologische Bild der Lymphdriisen-Toxoplasmose ge-
kennzeichnet durch diffuse oder granulomartige Wucherungen epitheloider eosino-
philer Reticulum-Zellen in den Markstringen mit ungewohnlicher Anhdufung von
Granula in den Sekundir-Follikeln sowie in den Epitheloidzell-Herden. Die
Deutung eines Teiles dieser Granula im Sinne von Toxoplasmen erschien Rotu

* Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.
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und Prexarski berechtigt, weil es ihnen in 2 Fillen, bei denen die frisch ent-
nommenen Liymphknoten fiir den Tierversuch verwendet werden konnten, gelang,
den Erreger zu isolieren. Die betreffenden Patienten wiesen auch serologisch hohe
Toxoplasma-Titer auf. Der direkte Nachweis von Toxoplasmen im Gewebe
konnte jedoch auch auf diese Weise nicht gefithrt werden.

Die unbefriedigenden histologischen Befunde fithrten uns dazu, den Versuch
zu unternehmen, mit Hilfe der Fluorescenz-Methode nach Cooxs die Toxoplasmen
im Gewebe darzustellen. Zum erstenmal gelang es Gorpmawn (1957), Toxoplasmen
im Peritoneal-Exsudat infizierter Miuse mit fluoresceinmarkierten Antikdrpern
nach dem Vorgehen von Coons und Kapraw (1950) zu fiarben. Kxsudat-Aus-
striche sowie sedimentiertes Exsudat mit Toxoplasmen wurde mit markierten
Antikérpern 1 Std bei 37°C zusammengebracht. Nach dem Auswaschen in
physiologischer Kochsalzlgsung (10 min) und Waschen in Leitungswasser (5 min)
wurden die Priparate getrocknet und in alkalisch gepuffertem Glycerin unter-
sucht. Es kam zu einer Antigen- Antikdrper-Reaktion, die offenbar spezifisch war.
In der Hoffnung, mit Hilfe dieser Methode auch in Gewebsschnitten die Toxo-
plasmen nachweisen zu kénnen, unternahmen wir die gleichen Versuche, wobei
wir eine abgewandelte Methode benutzten.

Material und Methode

1. Tierversuche. Da es uns zunichst nicht gelang, an Toxoplasmose erkrankte menschliche
Lymphknoten unfixiert zu erhalten, verwandten wir Organe von 9 Mausen und 3 Meer-
schweinchen., Diesen Tieren injizierten wir einmalig eine Aufschwemmung von lebenden
Toxoplasmen intraperitoneal. Je 2 Miuse wurden an vier aufeinanderfolgenden Tagen, be-
ginnend 24 Std nach der Injektion, getotet. In der Regel starben die Tiere infolge der Toxo-
plasma-Infektion zwischen dem 4. und dem 5. Tag. Ein Meerschweinchen wurde 3 Monate,
die iibrigen zwei 1 Jahr nach der Infektion mit Toxoplasmen getétet. Alle 3 Tiere wiesen
im Sabin-Feldman-Test Titer zwischen 1:16000 bis 1:64000 auf.

Alle untersuchten Gewebe wurden unmittelbar nach der Entnahme tiefgefroren. Wir
lieBen sie dazu in ein Gefd mit Petroleum-Benzin (Siedebereich 40-—709 C) fallen, das in
einem Gemisch von Aceton und Trockeneis auf —70° C abgekiihlt war. Nach 2—3 min
gelangten die eingefrorenen und abgetrockneten Organe bei -—25°C in die Tiefkiihltruhe,
wo sie lingere Zeit aufbewahrt werden kénnen. Die spéter bei —20° C im Kryostaten her-
gestellten 5—7 p dicken Schnitte wurden fiir 2 Std unter einem Ventilator getrocknet, 10 min
in Aceton fixiert und anschliefend 15 min in 3mal gewechselter gepufferter Kochsalzlosung
(pm 7,15) gewaschen (0,156 M NaCl, 0,01 M Phosphat). Die Feuchtigkeit in der Umgebung des
Schuittes wurde sorgfaltig abgewischt und der Schnitt danach in einer feuchten Kammer
gefarbt.

2, Herstellung der Serumproben. Fiir die direkte Firbetechnik verwandten wir Menschen-
oder Meerschweinchen-Seren mit Sabin-Feldman-Titern von 1:16000 bis 1:64000. Die Meer-
schweinchen-Seren wurden gesammelt und daraus eine p-Globulin-Anreicherung nach der
Methode von Comx mit kaltem Athanol vorgenommen. Danach erfolgte die Markierung mit
Fluorescein-Isothiocyanat (Ricas) bei 0° C nach der von Cooxns u. Mitarb. vorgeschriebenen
Methode. Markiertes Serum wurde in der Kalte dialysiert und dann 2mal mit Méuseleber-
puder absorbiert (Cooxs et al 1955). Fiir die indirekte Farbemethode benutzten wir mit
Fluorescein-Isothiocyanat markierte Anti-Menschen-Globulin-Seren vom XKaninchen und
Anti-Meerschweinchen-Globulin-Serum vom Kaninchen bezogen von der Arnel Products Co.,
New York City.

8. Firbung der Gewebsschnitte. Die benutzte Technik entsprach im wesentlichen
der von Cooxs (1950, 1956) beschriebenen. Im direkten Verfahren wurden die Schnitte der
Meerschweinchen-Organe nur mit Menschen-Serum geféirbt; die der Mause mit Menschen-
und Meerschweinchen-Serum.
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Bei der direkten Methode wurde der Gefrierschnitt mit fluorescierendem Antiserum iiber-
schichtet, in der Erwartung, daB dessen Antikérper von den Parasiten gebunden werden.
Eine ausreichende Menge markierter Antikorper (bzw. y-Globulin von Meerschweinchen- oder
Menschenserum) wurde auf die Schnitte getropft, so daf sie das ganze Priparat bedeckten.
In einer feuchten Kammer priiften wir verschiedene Firbezeiten: 1/,—3/, Std erwies sich als
am besten geeignet. Danach wurde das benutzte Serum vorsichtig mit einer kleinen Pipette
abgesaugt und die Schnitte sorgfiltig 15 min in 4mal gewechselter gepufferter Kochsalz-
losung gewaschen. Wir brachten dann einen Tropfen gepufferter Glycerinlosung (1:9) auf die
Schnitte und deckten mit einem Deckglas ab.

Bei der indirekten Methode wurde das unmarkierte Menschen- oder Meerschweinchen-
Antiserum unmittelbar auf die Schnitte gebracht und dann der Ort der Antikorper-Bindung
dadurch nachgewiesen, dafl man nach griindlichem Waschen den Schnitt mit fluorescein-
markiertem, vom Kaninchen gewonnenem Antiserum gegen y-Globulin vom Menschen oder
vom Meerschweinchen iiberschichtet. Ein Tropfen des unmarkierten Menschenserums oder
im Falle des Mausegewebes ein Meerschweinchenserum mit hohem Antikérper-Titer wurde
45 min bis 1 Std lang bei Zimmertemperatur auf den Schnitt gebracht. Wir nahmen die
Reaktion in einer feuchten Kammer vor, um Eindunstung des Serums zu verhindern. Danach
wurden die Schnitte abgespiilt und in 3mal gewéchselter gepufferter Salzlosung 15 min
gewaschen. Den Objekttriger wischten wir in der Umgebung des Schnittes sorgfaltig trocken
und brachten darauf entweder einen Tropfen von markiertem Kaninchen-Anti-Menschen-
y-Globulin-Serum oder markiertem Kaninchen-Anti-Meerschweinchen-y-Globulin-Serum unter
gleichen Bedingungen wie oben erwahnt. Danach wurde der Objekttrager in 4mal gewechselter
gepufferter Glycerinldsung unter einem Deckglas eingedeckt.

Die mit Fluorescein gefarbten entsprechenden Schnitte sowie teilweise die Fluorescein-
Schnitte selbst wurden zu Vergleichszwecken jeweils mit Hamatoxylin-Fosin, Giemsa und
Gallocyanin gefirbt bzw. umgefarbt.

4. Mikroskop. Die Untersuchung erfolgte mit einem Fluorescenz-Mikroskop von Zeiss
mit einem Dunkelfeld-Kardioid-Kondensor, Quecksilberhochdrucklampe HBO 200, Ultra-
violett-Blaulicht- (BG 12—3 mm dick) und Sperrfilter OG-1 2,5 mm oder Kodak Wratten 2 B.
Alle Linsen des Mikroskops waren fluorescenzirei sowie auch die gewohnlichen Objekttriger.

5. Kontrollen. Folgende Kontrollen dienten zur Sicherung der Spezifitét der Reaktion:

a) Blockade der Farbung durch Vorbehandlung mit unmarkiertem homologem Antiserum,
in der Erwartung, daf das unmarkierte Antiserum sich an die Toxoplasmen bindet, so daB3
eine nachfolgende Reaktion mit dem fluoresceinmarkierten Antiserum unméglich wird. Eine
solche Bindung mit unmarkiertem Serum tritt nachgewiesenermafen dann ein, wenn das Serum
einen hohen Sabin-Feldman-Titer hat und lange genug (d. h. mindestens 45 min) in Kontakt
mit den Toxoplasmen gelassen wird. Trotzdem darf die nachfolgende Reaktion mit mar-
kiertem Antiserum nicht linger als 10~—15 min dauern, da sonst die Toxoplasmen allméhlich
eine schwache Fluorescenz erwerben, wahrscheinlich durch Ersatz der unmarkierten durch
markierte Antikoérper (Coons 1955, 1956). Mit unmarkiertem normalem Serum gelingt eine
Blockade itberhaupt nicht.

b) Firbung mit markiertem normalem Serwm mit negativem Titer im Sabin-Feldman-Test.
Dabei kann von vornherein keine Anfirbung der Toxoplasmen erwartet werden.

¢) Fluorescenzmikroskopische Untersuchung ungefirbter Schnitte. Eine derartige Kontrolle
erschien notig, weil einige Zellen oder Zellbestandteile eine Eigenfluorescenz zeigen (HAMPERL,
Ss6sTrRAND), die farberisch vom Gelbgriin des Fluoresceins schwer zu unterscheiden ist.
Hyperplastische Lymphknoten von Meerschweinchen z. B. enthalten eosinophile Leukocyten,
deren Granula mit BG 12- und OG-Filtern hellgelb aufleuchten. Weiterhin muB} die rétlich-
gelbe Eigenfluorescenz der gekérnten lipoiden Pigmente in Leber und Gehirn beriicksichtigt
werden.

d) Bei Férbung von normalem Gewebe mit markiertem Serum ist keine Reaktion zu erwarten.

¢) Spezifische Beseitigung der Antikorper durch Prdcipitation mit spezifischem Aniigen
(Cooxs et al. 1942) (Inhibition-Test). Zellfreies, aus Toxoplasmen gewonnenes Antigen wurde
dem markierten Antiserum im Verhéltnis 2:1 zugesetzt. Die Mischung wurde 1 Std lang
bei 37° C stehengelassen, dann zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit zur Farbung
der Schnitte benutzt. Nachgewiesenermaflen hatte das markierte Antiserum nach dieser
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Vorbehandlung die Fahigkeit verloren, Toxoplasmen anzufarben. Dagegen behielt ein auf
gleiche Weise mit einem anderen Protein versetztes Antiserum diese Fahigkeit.

Ergebnisse
1. Peritoneal-Ausstriche von Miusen, 1-—4 Tage nach der Infektion mit
Toxoplasmen: Diese Ausstriche enthalten kurz nach der Firbung sowohl mit
der direkten als auch mit der indirekten Methode reichlich kriftig gelbgriin
fluorescierende halbmondférmige Gebilde von ziemlich einheitlicher Grofie und
Form (s. Abb. 1). Thre Lange entspricht etwa dem Durchmesser eines roten Blut-

Abb. 1, Peritoneal-Ausstrich von einer i. p. mit Toxoplasmen infizierten Maus. Hell aufleuchtende
halbmondférmige Toxoplasmen zwischen ,,ungefidrbtens Blutkérperchen. Fiuorescenzbild, indirekte
Methode. Vergr. 300fach

kérperchens. Im Innern dieser Gebilde erkennt man bei genauer Mikrometerein-
stellung haufig an einer Seite einen schwicher fluorescierenden und daher dunkler
erscheinenden rundlichen Bezirk. Die Fluorescenz dieser Gebilde ist an ihrer
gesamten Peripherie wesentlich stérker als im Zentrum, so dafBl sie von einem
fluorescierenden Kranz umgeben zu sein scheinen (s. Abb. 2). Dieser ,,Kranz-
effekt* wird in den mit der indirekten Methode gefirbten Priparaten besonders
deutlich. Die halbmondformigen Gebilde liegen im Ausstrich teilweise einzeln
zwischen den roten und weiflen Blutkdrperchen, groBenteils aber in Haufen mehr
oder weniger dicht gedringt beisammen. Die stirkste Fluorescenz findet sich
immer an den Stellen, an denen die Gebilde so dicht aneinanderliegen, daB3 ihre
jeweiligen Kranzeffekte ineinander tibergehen und sich in ihrer Leuchtkraft gegen-
seitig verstdrken (s. Abb.2b). AuBer dieser besteht in den Priparaten keine
weitere Fluorescenz irgendwelcher anderer Strukturen.

Da diese Korperchen morphologisch in Gréfie, Form und Ausschen voll-
kommen mit dem aus parasitologischen Untersuchungen bekannten Toxoplasma
gondii iibereinstimmen, glauben wir mit Sicherheit, hier die durch Infektion in
die Bauchhohle eingebrachten Toxoplasmen vor uns zu haben. In den nach



Nachweis von Toxoplasma gondii im Gewebe 611

Giemsa gefdrbten Peritoneal-Ausstrichen erkennt man auBlerdem die gleichen
Gebilde, die sich hier sehr leicht als Toxoplasmen identifizieren lassen.

LaBt man die gefarbten Praparate einige Wochen liegen, so erscheinen die
Toxoplasmen vergroflert und oval oder eiférmig, so als ob sie aufgequollen wiren.
Ihre Fluorescenz hat fast noch die gleiche Intensitidt wie im Frischpriparat, nur
der Kranzeffekt ist undeutlicher geworden zugunsten einer nun mehr gleichm#Big
itber den ganzen Parasiten verteilten Fluorescenz.

Abb. 2a—c. Peritoneal-Ausstrich von einer Maus. Einzelne (au.c¢) und Gruppen (b) von Toxoplasmen
mit ,,Kranzeffekt (vgl. Text). Fluorescenzbilder, nach der indirekten Methode. Vergr. 1200fach

2. Gewebsschnitte. Die exakte fluorescenzmikroskopische Beurteilung von
GréBe und Form der Toxoplasmen im Gewebsschnitt bereitet mehr Schwierig-
keiten als im Ausstrich, da sie nicht frei, sondern fixiert und eingeengt zwischen
Gewebs- und Entziindungszellen liegen; auflerdem ist eine exakte Lokalisation
fluorescierender Punkte i mehr als 5y dicken Schnitten durch die Streuung des
Fluorescenzlichtes erschwert.

a) Akutes Stadium (Miuse, 1.—4. Tag nach der Infektion). In den ersten
Stadien nach der peritonealen Infektion lassen sich kraftig fluorescierende Toxo-
plasmen vor allem im mesenterialen Fettgewebe, unter der Serosa des Darms
und unter der Leberkapsel nachweisen, dann auch in Milz, mesenterialen Lymph-
knoten und im Lebergewebe selbst.

In Milz und Lymphknoten liegen im Frithstadium der Infektion (1.—2. Tag)
die meisten Toxoplasmen einzeln in den Rindenbezirken, und zwar innerhalb von
Makrophagen. Die Mehrzahl von ihmen ist annihernd halbmondférmig und halb
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so grof} wie ein rotes Blutkérperchen. Sowohl die intra- als auch die extracellulir
gelegenen Parasiten zeigen eine kriftige Fluorescenz, wobei wiederum die Rand-
zone am hellsten aufleuchtet und offenbar der noch gut erhaltenen Zellmembran
entspricht (Abb. 3a und b). Sie sind also den in den Ausstrichen gefundenen
Toxoplasmen in Form, Grofe und Fluorescenzstirke weitgehend vergleichbar.
Eine Fluorescenz anderer Zellen oder Gewebsbestandteile ist nicht vorhanden.
Am 3. und 4. Tag nach der Infektion sind die Parasiten sehr viel zahlreicher,

b

Abb. 3a—c. Leber einer Maus. a 1 Tag nach der Infektion. Scharf begrenztes intracellulires Toxo-
plasma mit hell aufleuchtender intakter Hille. b 2 Tage nach der Infektion. Gruppen von intra-
und extracelluliren Toxoplasmen. ¢ 4 Tage nach der Infektion. Verwischte Kontur von zugrunde
gehenden Toxoplasmen mit teilweise feinkdrniger Fluorescenz in der Umgebung. d Milz einer Maus,
4 Tage nach der Infektion. Intracelluldr ,,verdaute’* Toxoplasmen mif diffuser Fluorescenz.
Fluoregcenzhbilder nach der indirekten Methode. Vergr. 1000fach

mehr gleichmiBig iber das Milz- und Lymphknotengewebe verteilt und lassen
sich jetzt auch freiliegend innerhalb der Sinusoide zum Teil in grofen Ansamm-
lungen auffinden. Tm Gegensatz zu threr scharfen Kontur noch am 1. und 2. Tag
nach der Infektion erscheinen die Zellgrenzen bzw. die hell aufleuchtenden Rand-
zonen der Parasiten jetzt verwischt und von kérniger Beschatfenheit (s. Abb. 3¢);
sie bilden mit ilrer direkten Umgebung eine breite, nicht mehr ganz so intensiv
fluorescierende Zone, die teilweise tiber die Zellgrenze des die Parasiten beher-
bergenden Makrophagen hinaus bis in Zwischengewebe reicht (s. Abb. 3d). Nur
einzelne der Parasiten sind jetzt an ihrer Halbmondform deutlich erkennbar, im
iibrigen sieht man im Bereich der fluorescierenden Parasitenhaufen schuppen-
formige, 1—2 4 grofle Brockel, die um so zahlreicher sind, je ausgeprigter die
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umgebende entziindliche Zellreaktion, Nekrose und Exsudation des Gewebes ist.
In der Leber lassen sich am 1. und 2. Tag nach der Infektion nur einzelne, am
3. und 4. Tag aber Haufen von Toxoplasmen nachweisen (s. Abb. 4b), und zwar
immer sowohl freiliegend in den Sinusoiden als auch innerhalb von Leberzellen
(s. Abb. 3a). Vereinzelte oder Gruppen von Toxoplasmen liegen auch im Lumen
der Pfortaderiste. Die Form der Parasiten ist am 1. und 2. Tag noch gut erkenn-

Abb. 4a u. b. Leber einer Maus, 3 Tage nach der Infektion. a Nekroseherd mit eben sichtbaren punkt-

férmigen Toxoplasmen (7'). Hématoxylin-Eosin. Vergr. 260fach. b Gleiche Leber wie a. Zahlreiche

Nekroseherde mit hellaufleuchtenden Toxoplasmen. Fluorescenzbild, Farbung nach indirekter
Methode. Vergr. 240fach

bar, wihrend am 3. und 4. Tag die Konturen, analog zu den in der Milz gesehenen
Formen, groflenteils verwischt sind, Auch im fibrinos-eitrigen Peritonealbelag
lagsen sich am 3. und 4. Tag nach der Infektion schuppenférmige fluorescierende
Brockel nachweisen ; dabei fluoresciert hiufig sogar die zwischen den zahlreichen
Brockeln gelegene eiweilireiche Fliissigkeit mit (s. Abb. 5a).

Die im mesenterialen Fettgewebe nachgewiesenen Toxoplasmen liegen vom 1. bis
4. Tag nach der Infektion sowohl frei im Zwischengewebe als auch in den Mesen-
terialgefaflen und zeigen das gleiche Verhalten wie die Parasiten in Milz, Lymph-
knoten und Leber.

Auf mit Giemsa, Himatoxylin-Eosin und Gallocyanin gefirbten Vergleichs-

schnitten lassen sich die Toxoplasmen an ihrer Form, GroBSe und Lagerung bet
genauem Suchen wiederfinden: sie fdrben sich mit H.-E. rot, mit Gallocyanin und
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mit Giemsa blau an. Sie sind jedoch oft schwer von Zelltrimmern abzugrenzen
{s. Abb. 4a und 5¢). '

Die cervicalen Lymyphknoten, Herzmuskel, Lungen, Nieren, Nebennieren und
das Gehirn aller Versuchstiere waren frei von Toxoplasmen oder entziindlichen
Verdnderungen.

b) Chronisches Stadium (Meerschweinchen, 3 Monate bis 1 Jahr nach der
Infektion). Trotz hohem Sabin-Feldman-Titer der Versuchstiere und generali-

a b ©
Abb. 5a—oc. Leber einer Maus, 3 Tage nach der Infektion. a Deutliche griine Fluorescenz der Toxo-
plasmen im Bereich der Leberkapsel. Farbung mit direkter Methode. b Gleiche Stelle. Fiarbung mit
direkter Methode nach Antikdrper-Absorption (Inhibition-Test, Xontrolle Nr. 5): Verlust der
Fluorescenz. Auflenchten nur vereinzelter eosinophiler Zellen (gelbe Fluorescenz). ¢ Mit Héama-
toxylin-Eosin gefirbtes Vergleichspriaparat. Kleinste eben sichtbare Toxoplasmen im Bereich der
Kapsel und des bedeckenden Exsudats. Vergr. 220fach

sierter Lymphadenopathie bei der Obduktion lassen sich fluorescenzmikroskopisch
in keinem (Glewebe intakte Toxoplasmen nachweisen. Dagegen enthélt die Leber
kleine, unscharf begrenzte, aus Histiocyten und Fibroblasten zusammengesetzte
Herdchen, die mit markiertem Antiserum schwach fluorescieren. Diese Fluores-
cenz hat sich an Kontrollschnitten als spezifisch fiir Toxoplasmen erwiesen. Den
,tingiblen Korperchen der Paraffinschnitte vergleichbare Gebilde lassen sich
fluorescenzmikroskopisch nicht anfirben. Mit H.-E. gefdrbte Vergleichsschnitte
zeigen auch keine der menschlichen Lymphknotenverinderung édhnliche um-
schriebene Reticulumzellhyperplasie, wohl aber reichliche Anhdufungen von
eosinophilen Zellen.

Gehirn, Lungen, Herzmuskel, Nieren, Nebennieren, Lymphknoten, Darm und
Knochenmark sind frei von toxoplasmosespezifischen fluorescierenden Strukturen.
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Zwischen der Intensitit der Fluorescenz und der Titerhdhe des benutzten
Toxoplasma-Antiserums besteht eine deutliche quantitative Beziehung: Je hoher
der Antikorpertiter des im Verbéltnis 1: 2 mit Kochsalzlésung verdiinnten Serums,
desto starker leuchten die gefirbten Toxoplasmen auf. Wir vermochten diese
Beziehung zwar nicht wie MELLORS photometrisch zu objektivieren, sie konnte
aber immer wieder eindeutig festgestellt werden.

¢) Kontrollen. Die Resultate der 5 verschiedenen Kontrolluntersuchungen
zeigen, daf} die hier nachgewiesene Fluorescenz spezifisch fiir Toxoplasmen ist:

1. Wenn das Gewebe mit unmarkiertern Antiserum vorbehandelt wird, ist
die nachfolgende Fluorescenz-Reaktion negativ.

2. Die Toxoplasmen werden durch markiertes Serum mit negativem Sabin-
Feldman-Test nicht angefdrbt.

3. Eine Eigenfluorescenz bestand in unseren Schnitten nicht, abgesehen von
einer blauweillen, durch die pathologischen Gewebsverdnderungen bedingten
Fluorescenz der akut degenerierenden Leberzellen im Bereich der groferen fokalen
Nekrosen sowie einer rotlichgelben Fluorescenz von Lipoidkérnchen in Leber,
Milz und Gehirn. Beide unterscheiden sich jedoch so deutlich von der Fluorescenz
der Toxoplasmen, dall eine Verwechslung ausgeschlossen ist.

4. Normales Gewebe fluoresciert nicht mit markiertem Antiserum.

5. Durch Zusatz eines spezifischen Antigens konnte die Farbefdhigkeit des
markierten Antisernms verhindert werden (s. Abb. 5b).

Besprechong

Die histologische Untersuchung experimentell mit Toxoplasmen infizierter
Laboratoriumstiere mit Hilfe markierter fluorescierender Antikorper fithrte sowohl
mit der direkten als auch mit der indirekten Methode zu eindeutig positiven
Resultaten. Dabei ist die Herstellung von Gefrierschnitten im Kryostaten der
von Gorpmax (1959) vorgeschlagenen Anfertigung von Paraffinschnitten vor-
zuziehen, da die Antigennatur der Parasiten im tiefgefrorenen Nativschnitt besser
erhalten bleibt. Von allen untersuchten Organen waren die Parasiten jedoch nur
in Milz, Leber, Lymphknoten, Mesenterien und Serosa nachweisbar. Der Befall
gerade dieser Organe erklért sich aus der intraperitonealen Infektion der Ver-
suchstiere, durch die das gesamte Peritoneum von Toxoplasmen primér befailen
wird. Der Nachweis von Parasiten auch in BlutgefiBlen spricht in Bestitigung
fritherer diesbeziiglicher Untersuchungen dafiir, dafl der weitere Transport der
Erreger teils durch aktives Eindringen in das Organparenchym, teils durch Ver-
schleppung auf dem Blutweg erfolgt.

Als positive Kontrolle zur Darstellung der Toxoplasmen dienten die Aus-
striche von Peritonealexsudat infizierter Miuse, in denen insbesondere die Rand-
partien der Parasiten nach Art einer Corona hell aufleuchteten. Diese Erschei-
nung, die in den Schnitten wiederkehrte, diirfte besonders bemerkenswert sein,
weil sie auf den Ort der Antigen-Antikirper-Reaktion hinweist. Offenbar spielt
dabei die Zelloberfliche eine bevorzugte Rolle. Eine gewisse Bestdtigung dafiir
bieten die elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Lupvix (gemeinsam
mit PIEXARSKI) an mit Antikérpern behandelten Toxoplasmen, bei denen
neben einer Quellung der Zellmembran deutlich erkennbare Niederschlige
von ultrafeinen Granula zu beobachten waren. Es erscheint uns berechtigt, in
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den fluorescenzmikroskopischen Befunden eine Parallele zu den morphologischen
Beobachtungen zu sehen. Goromax (1957) weist bei seinen Untersuchungs-
ergebnissen besonders auf eine oder mehrere fluorescierende fadenartige Struk-
turen hin, die vom spitzen Ende der Toxoplasmen ausgehen; er konnte aber
die Natur dieser Fdden nicht ergriinden. Auf Grund der Untersuchungen von
Lopvik wissen wir, daf sich am spitzen Pol der Toxoplasmen das sog.
Conoid mit den Toxonemata befindet. Dieser Apparat hat wahrscheinlich die
Aufgabe, dem Parasiten das Eindringen in die Wirtszelle zu erméglichen. Er
macht im ILeben deutlich erkennbare wie tastende Bewegungen und haftet
gsich auch mit diesem Pol an Wirtszellen an. Wakrscheinlich stellen die fluores-
cierenden Fiden, die wir in unseren acetonfixierten Priparaten nicht beob-
achten konnten, ein erstarrtes Sekret dar, das die Toxoplasmen unter Umstinden
kurz vor dem Absterben ausstoBen. Als solches hitte dieses Material antigenen
Charakter, woraus sich auch die Bindung von markierten Antikérpern un-
schwer erkliren lieBe (vgl. entsprechende Antigen-Antikdrper-Reaktionen hei
Trichinella spiralis, Jacrsox 1959).

Auffallend war es, daB der Parasiten-Nachweis bei chronisch infizierten Meer-
schweinchen mit hohem SEFT-Titer nur im Lebergewebe gelang, wibrend Gehirn,
Milz oder Lymphknoten negativ blieben. Diese Erscheinung war uns vorerst
unerklérlich, weil gerade diese Organe allgemein von Toxoplasmen bevorzugt auf-
gesucht werden. Kine mogliche Erklirung kénnte einmal darin gesucht werden,
daB die Toxoplasmen von den sie beherbergenden Wirtszellen im Laufe der Zeit
nach und nach zerstort wurden; dafir kénnten z. B. die Abb. 3¢, d sprechen
sowie auch die in diesem Stadium histologisch immer wieder zu findenden Triim-
mer, die teils Reste von Toxoplasmen, teils Reste der nach ihrer Zerstérung eben-
falls zugrunde gehenden Wirtszellen sein kénnten. DaB man bei der Lymph-
adenopathia toxoplasmotica histologisch nur duflerst selten intakte Toxoplasmen
auffinden kann, steht also mit den bisherigen fluorescenzmikroskopischen Frgeb-
nissen im chronischen Stadium in Parallele. Der immer noch hohe Titer im Sabin-
Feldman-Test konnte vielleicht damit erklart werden, daB nach Zugrundegehen
der Wirtszelle das Toxin frei in die Umgebung diffundieren und die in diesem
Stadium in der Leber beobachtete diffuse Fluorescenz in Umgebung dieser Zellen
erkliaren kénnte (s. Abb.3d). In Lymphknoten und Milz fehlte jegliche Fluo-
rescenz; hier miilte also das Antigen bereits ganz abgebaut worden sein.

Eine weitere Moglichkeit wire, daf die Parasiten bei den serologisch hoch
positiven Tieren bereits durch die eigenen Antikérper soweit ,,abgedeckt und
damit neutralisiert waren, dafl die markierten Antikorper (direkt oder indirekt)
nicht mehr von den Toxoplasmen gebunden werden konnten. Wenn diese Er-
kldrung nicht richtig sein sollte, wiire es wahrscheinlich moglich, mit Hilfe von
markiertem Antikomplement nach der von KLEIN und BURKHOLDER angegebenen
Methode doch noch zu einer Anfarbung der Parasiten zu gelangen. Erwahnt sei,
daB Toxoplasmen in den genannten Organen zweifellos vorhanden gewesen sein
miissen, weil die Uberimpfung einer Organsuspension zur Infektion von Meer-
schweinchen fiihrte. Fiir die Berechtigung unserer Deutung spricht vielleicht
auch die Tatsache, dafl der fir diese Untersuchungen benutzte Toxoplasma-
Stamm — er wurde aus einem menschlichen Liymphknoten isoliert — sehr geringe
Virulenz fiir Meerschweinchen besaB. Es wire also sicher lohnend, unsere Ergeb-
nisse mit der Methode von KLEIN und BURKHOLDER zu iiberpriifen.
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AuBerdem konnte theoretisch die Moglichkeit bestehen, dal die die Toxoplasmen ent-
baltenden Gewebszellen bei iiber 5 g dicken Schnitten nicht angeschnitten wurden und die
Antikorper keinen Kontakt mit den von der intakten Zelle umgebenen Parasiten bekommen
konnten. Die zu erwartende Zahl der Toxoplasmen diirfte ohnehin im chronischen Stadium
weit unter der des akuten Stadiums liegen. Immerhin miifite man aber erwarten, dafl doch
hier und dort einmal eine einzelne Toxoplasmen einschlieBende Zelle angeschnitten sein miifite.

Schluffolgerung

Toxoplasmen lassen sich in Gewebsschnitten mit der Coons-Methode eindeutig
und spezifisch darstellen. Das gilt offenbar fiir alle Stadien der Erkrankung,
in denen die Parasiten noch als Antigene wirksam sind. Die Darstellung der
Toxoplasmen mit der Coons-Methode zeigt dariiber hinaus deutlich, dafl der
Titerhohe im Sabin-Feldman-Test eine spezifische Bedeutung zukommt. Die
Coons-Methode erscheint zur genaueren histopathologischen Untersuchung der
menschlichen Toxoplasmose sehr geeignet, insbesondere zur weiteren Aufklirung
der Lymphadenopathia toxoplasmotica !, der Infektionswege im menschlichen und
tierischen Organismus und der Abkldrung von Krankheiten, bei denen bis heute
der Nachweis einer Toxoplasmainfektion nur serologisch gefithrt werden konnte.

Zusammenfassung

Mit Hilfe der direkten und indirekten Fluorescenzmethode nach Coons gelang
es, Toxoplasmen in Milz, Liymphknoten und Leber von intraperitoneal infizierten
Méiusen und Meerschweinchen spezifisch anzufirben. Am kriftigsten leuchtete
die Zelloberfliche der Parasiten auf, die als Ort der Antigen-Antikérper-Reaktion
anzusehen ist. Wihrend die Toxoplasmen im akuten Stadium der Infektion intakt
intra- oder extracellulir nachweisbar waren, hatten sie im chronischen Stadium
ihre scharfe Begrenzung verloren und waren nur noch an der fiir Toxoplasmen
spezifischen Fluorescenz erkennbar, und zwar nur noch im Lebergewebe. Die
Stérke der Fluoresecenz war abhingig von der Hohe des nach SaBIN-FELDMAN
gemessenen Titers der zur Farbung benutzten Sera: Je hoher der Titer, desto
kraftiger die Fluorescenz der Toxoplasmen. Thre Darstellung mit dieser Methode
zeigt, daB dem Sabin-Feldman-Test bei der Antikérpermessung der Toxoplasmose
eine spezifische Bedeutung zukommt.

Summary

Using the Coons fluorescein labelled antibody technie (direet and indirect
methods), toxoplasma ean be specifically stained in the spleen, lymph nodes, and
liver of experimentally infected mice and guinea pigs. The outer cellmembran of
the organisms fluoresces most intensely, indicating probably the site of antigen-
antibody reaction. In the acute stages of infection the organisms are demonstrable
intact intra- and extracellularly. In the chronic stages they lose the quality of
giving a sharply demarcated staining and may be recognized only in the liver,
and only by the presence of the specific fluorescence. The intensity of the

1 Anmerkung bei der Korrekiur: In Weiterfithrung dieser Untersuchungen gelang es uns
inzwischen, in Schnitten von menschlichen Lymphknoten bei einer Liyphadenitis toxoplasmo-
tica einwandfreie, streng lokalisierte, spezifische Fluorescenz festzustellen; die Kontrollen
erwiesen sich sidmtlich als negativ. Damit dirfte sich die Verwendung von fluorescein-
markiertem Antiserum auch zum Nachweis von Toxoplasmen in menschlichem Gewebe
eignen.
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fluorescence is dependent on the titer of the serum used for staining, as measured
by the Sabin-Feldman test. The higher the titer the more brilliant the fluo-
rescence. The demonstration of toxoplasma with the Coons technie confirms the
opinion that the Sabin-Feldman test has specific significance in evaluating the
titer of antibody against toxoplasma.
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