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Der mikroskopische Nachweis yon Toxoplasma gondii im Gewebe bereitet 
naeh al]gemeiner Erfahrung groge Sehwierigkeiten. Obgleieh nach den semlogi- 
schen Untersuchungsergebnissen der Anteil yon Toxoplasma-Trs in der Be- 
v61kerung relati~r sehr hoch ist, gelingt der Erregernachweis bei der t/iglichen 
histopathologischen Diagnostik sehr selten. Theoretisch mfiBte er h/tufig als 
Nebenbefund auftreten. Auf jeden Fall w/~re jedoch der mikroskopische Nach- 
weis in den F/~llen zu erwarten, wo Organe dutch die Toxoplasms-Infektion ,cer- 
/indert worden sind. 

Als typisches Krankheitsbild der Erwachsenen-Toxoplssmose gilt heute die 
cervieo-nuchale Lymphadenitis toxoplasmotica mit kleinherdiger Epitheloidzell- 
W u c h e r u n g  (PIRINGEI~-KUCI-IIN1KA), die naeh den Beoba.ehtungen -con SIIM, 

MAGNtrSSO~ U. 8. mit hohem spezifisehem Antik6rper-Titer einhergeht. Der Er- 
regernaehweis war jedoch im histologischen SehnittprgI)arat nich~ m6glieh; er 
wird ,con MAI~TIN und TH~mHAMIUEn MS 8uBerordentlich problematiseh bezeichnet, 
da die Abgrenzung gegenfiber den gerade im Lymphknoten so h~ufig anzu~ref- 
fenden Kerntrt immern kaum m6glieh ist. Dagegen ist einigen Autoren (SIIN 
1952, RoT~ und P1EXARSKI U. 8.) der Erregernaehweis im exeidierten Lymph- 
knoten dureh den Tierversueh gelungen. 

Wegen dieser Diskrepanz zwischen charakteristisehen histologisehem Ver- 
gndemngen and positi,cem serologisehem Test einerseits und fehlendem morpho- 
logisehem Erregern~chweis im Gewebe ~ndererseits t ra t  der Verd~eht auf, dab 
die Gestalt der Toxoplasmen in den Lymphknoten yon der Norm abweiehen 
k6nnte, und sic deshalb nieht erkennbar w/iren. Daf/ir k6nnten die Angaben yon 
WESTP~AL spreehen, der auf die m6gliehe Wirkung der Immunk6rper auf die 
Toxoplasmen hinwies and meinte, dag GrSBe und Gestalt. der Parssiten sieh unter 
dem Einflug des Wirtes erheblieh vergndern; relative Erh6hung der Immunit/~ts- 
lage des V~rirtsorganismus wiirde eine Reduzierung der Parasitengr6Be bewirken. 

Bekannt, lieh ist das histologisehe Bild der Lymphdrfisen-Toxoplasmose ge- 
kennzeichnet dutch diffuse oder granulomar~ige Wueherungen epitheloider eosino- 
philer Retieulum-Zellen in den XV[srkstrgngen mit ungew6hnlieher Anhfi.ufung yon 
Granula in den Sekund/~r-Follikeln sowie in den Epitheloidzell-Herden. Die 
Deutung eines Teiles dieser Granul8 im Sinne ,con Toxoplasmen erseMen I~OTH 

�9 Der Deutsehen/~orsehungsgemeinschaft danken wit fiir die Unterstfitzung dieser Arbeit. 
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u n d  FIEKARSKI berecht ig t ,  weil  es ihnen in  2 F/~llen, bei  denen die fr isch ent-  
n o m m e n e n  L y m p h k n o t e n  ffir den  Tie rversuch  ve rwende t  werden konnten ,  gel~ng, 
den Er reger  zu isolieren.  Die  be t re f fenden  P a t i e n t e n  wiesen auch serologisch hohe 
Toxop l~sma-Ti te r  uuf. Der  d i r ek te  Nachweis  yon  Toxop lasmen  im Gewebe 
konn te  jedoch auch  auf diese Weise  n ich t  geffihrt  werden.  

Die unbef r i ed igenden  his to logischen Befunde  ff ihr ten uns duzu, den  Versuch 
zu un te rnehmeu ,  m i t  Hilfe der  F luorescenz-Methode  nuch C o o x s  die Toxop lasmen  
im Gewebe darzus te l len .  Zum e r s t enmal  gel~ng es GOL])MAX (1957), Toxop la smen  
im P e r i t o n e a l - E x s u d a t  inf iz ie r te r  MiSuse m i t  f luoresce inmark ie r t en  An t ikSrpe rn  
nach  d e m  Vorgehen yon  Coo~s  und  K ~ L A ~  (1950) zu fi~rben. Exsud~ t -Aus -  
s t r iche sowie sed iment ie r tes  E x s u d a t  mi t  Toxop la smen  wurde  mi t  m~rk ie r t en  
A n t i k 6 r p e r n  1 S td  be i  370 C zus~mmengebrucht .  Nach  d e m  Auswaschen  in 
physiologischer  Kochsa lz l6sung  (10 min) u n d  W~schen in Lei tungswasser  (5 rain) 
wurden  die P r g p a r a t e  ge t rockne t  u n d  in  ~lkulisch gepuf fe r t em Glycer in  unter -  
sucht .  Es  k a m  zu einer  An t igen -An t ikSrpe r -Reak t ion ,  die offenb~r spezifisch wur. 
I n  der  I to f fnung,  mi t  Hilfe dieser Methode  auch in  Gewebsschn i t t en  die Toxo-  
p la smen  nachweisen zu kSnnen,  u n t e r n a h m e n  wir  die gleichen Versuehe,  wobei  
wir  eine ~bgewandel te  Methode  benu tz ten .  

Material  und ~Iethode 

1. Tierversuche. Daes uns zun~chst nicht gelang, an Toxoplasmose erkrankte menschliehe 
Lymphknoten unfixiert zu erhalten, verwandten wit Organe yon 9 M~usen und 3 Meer- 
schweinchen. Diesen Tieren iniizierten wit einmalig eine Aufschwemmung yon lebenden 
Toxoplasmen intraperitoneal. Je 2 M~use wurden an vier aufeinanderfolgenden Tagen, be- 
ginnend 24 Std nach der Injektion, getStet. In der l~egel Starben die Tiere infolge der Toxo- 
plasma-Infektion zwischen dem 4. und dem 5. Tag. Ein Meerschweinehen wurde 3 Monate, 
die fibrigen zwei 1 Jahr naeh der Infektion mit Toxoplasmen getStct. Alle 3 Tiere wiesen 
im Sabin-Feldman-Test Titer zwischen 1 : 16000 his 1 : 64000 auf. 

Alle untersuchten Gewebe wurden unmitteib~r nach der Entn~hme tiefgeiroren. Wir 
liei]en sie dazu in ein Gefai~ mit Petroleum-Benzin (Siedebereieh 40--700 C) fallen, das in 
einem Gemisch yon Aceton und Trockeneis auf --700 C abgekiihlt war. Nach 2--3 rain 
gelangten die eingefrorenen und abgetrockneten Organe bei --25 o C in die Tiefkiihltruhe, 
wo sie l~ngere Zeit aufbewahrt werden kSunen. Die sparer bei --200 C im Kryostaten her- 
gesteilten 5--7/~ dicken Schnitte wurden fiir 2 Std unter einem Ventilator getrocknet, 10 rain 
in Aceton fixiert und anschliel~end 15 rain in 3real gewechselter gepufferter KochsalzlSsung 
(p~ 7,15) gewaschen (0,15 M 7N~CI, 0,01 M Phosph~t). Die Feuehtigkeit in der Umgebung des 
Sehnittes wurde sorgf~ltig abgewischt und der Schnitt danaeh in einer feuchten Kummer 
gef~rbt. 

2. tIerstellung der Serumproben. Fiir die direkte F~rbetechnik verwandten wir Menschen- 
oder Meersehweinchen-Seren mit Sabin-Feldman-Titern yon 1 : 16 000 bis 1:64 000. Die Meer- 
schweinehen-Seren wurden gesammelt und daraus eine ~-Globulin-Anreieherung naeh der 
Methode yon Com~ mit kaltem %,thanol vorgenommen. Danach erfolgte die MarMerung mit 
Fluoreseein-Isothioeyanat (RIGaS) bei 0 ~ C nach der yon CooNs u. Mitarb. vorgesehriebenen 
Methode. Markiertes Serum wurde in der Kalte dialysiert und dann 2real mit M~useleber- 
puder absorbiert (Coo~s et al 1955). Fiir die indirekte F~rbemethode benutzten wir mit 
Fluoreseein-Isothiocyan~t markierte Anti-Menschen-Globulin-Seren vom Kaninehen und 
Anti-Meersehweinchen-Globulin-Serum vom Kaninchen bezogen yon der Arnel Products Co., 
New York City. 

3. F~irbung der Gewebssehnitte. Die benutzte Technik entsprach im wesentlichen 
der yon CooNs (1950, 1956) beschriebenen. Im direkten Verfahren wurdcn die Sehnitte der 
Meerschweinchen-Organe nur mit Menschen-Serum gcf~rbt; die der M~use mit Mensehen- 
und Meersehweiaehen- Serum. 
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Bei der direkten Methode wurde der Gefrierschnitt mit fluorescierendem Antiserum tiber- 
schichtet, in der Erwartung, dub dessen Antik6rper yon den Parasiten gebunden werden. 
Eine ausreichende Meuge markierter AntikSrper (bzw. y-Globulin yon Meerschweinchen- odor 
Menschenserum) wurde auf die Schnitte getropft, so dub sie das ganze Prgparat bedeckten. 
In einer feuchten Kammer priiften wir versehiedene Fgrbezeiten: 1/2--~/~ Std erwies sich als 
am besten geeignet. Danaeh wurde das benutzte Serum vorsichtig mit einer kleinen Pipette 
abgesaugt und die Schnitte sorgfgltig 15 rain in 4real geweohselter gepufferter Koehsalz- 
16sung gewaschen. Wit braehten dann oinen Tropfen gepufferter Glyeerinl6sung (1:9) auf die 
Schnitte nnd deckten mit einem Deckglas ab. 

Be ider  indirekten Methode wurde das unmarkierte Menschen- odor Meerschweinchen- 
Antiserum unmittelbar auf die Schnitte gebracht und dann der err  der AntikSrper-Bindung 
dadurch nachgewiesen, dab man naoh grfindlichem Wasehen den Schnitt mit fluoresce/n- 
markiertem, veto Kaninchen gewonnenem Antiserum gegen y-Globulin vom Mensehen odor 
veto Meersehweinchen tiborschichtet. Ein Tropfen des uumarkierten Menschenserums oder 
im Falle des Mgusegewebes eiu Meerschweinchenserum mit hohem Antik6rper-Titer wurde 
45 min bis 1 Std lang bei Zimmertemperatur auf den Schnitt gebraeht. Wir nahmen die 
Reaktion in einer feuchten Kammer vor, um Eindunstung des Serums zu verhindern. Danaeh 
wurdon die Schnitte abgesptilt und in 3real gewechselter gepufferter Salzl6sung 15 rain 
gewaschen. Den Objekttr/~ger wisehten wir in der Umgebung des Schnittes sorgfgltig trocken 
und brachten darauf entweder einen Tropfen yon markiortem Kaninehen-Anti-Mensehen- 
~-Globulin-Serum oder markiertem Kaninchen-Anti-Meerschweinchen-y-Globulin-Serum unter 
gleichen Bedingungen wie oben erw~hnt. Danach wurde dot Objekttrgger in 4real gewechse]ter 
gepufferter Glyceriul6sung unter einem Deekglas eingedeekt. 

Die mit Fluorescei'n gef/~rbten entsprechenden Sehnitte sowie teihveise die Fluoresce[u- 
Sehnitte selbst wurden zu Vergleichszweeken jeweils mit Hgmatoxylin-Eosin, Giemsa und 
Gallocyanin gefgrbt bzw. umgef/~rbt. 

4. Mikroskop. Die Untersuchung erfolgte mit einem Fluoreseenz-Mikroskop yon Zeiss 
mit einem Dunkelfeld-Kardioid-Kondensor, Quecksilberhoehdrucklampe HBO 200, Ultra- 
violett-Blaulicht- (BG 12--3 mm dick) und Sperrfilter OG-1 2,5 mm oder Kodak Wratten 2B. 
Alle Linsen des Mikroskops waren fluoreseeuzfrei sowie aueh die gewShnlichen Objekttrgger. 

5. Kontrollen. Folgende Kontrollen dienten zur Sieherung der Spezifitgt der Reaktion: 

a) Blockade der .F~irbung dutch Vorbehandlung mit unmarkiertem homologem Antiserum, 
in der Erwartung, dab das unmarkierte Antiserum sich an die Toxop]asmen binder, so dab 
eine nachfolgende ]~eaktion mit dem fluoresce'inmarkierten Antiserum unm/Sglich wird. Eine 
solche Binduug mit unmarkiertem Serum tritt naehgewiesenermaBen dann ein, worm das Serum 
einen hohen Sabin-Feldman-Titer hat und lange genug (d. h. mindestens 45 rain) in Kontakt 
mit den Toxoplasmen gelassen wird. Trotzdem darf die n~chfolgende Reaktion mit mar- 
kiertem Antiserum nicht lgnger als 10--15 min dauern, da sonst die Toxoplasmen allmghlich 
eine schwacbe Fluorescenz erwerben, wahrscheinlich durch Ersatz der unmarkierten dutch 
markierte Antik6rper (Coo~s 1955, 1956). Mit unmarkier~em norm~lem Serum gelingt eine 
Blockade iiberhaupt nicht, 

b) Tgrbung mit markiertem normalem Serum mit negativem Titer im Sabin-Felclman-Test. 
Dabei kann yon vornherein keine Anfarbung tier Toxoplasmen erwartet werden. 

c) ffluorescenzmikroskopische Untersuchung ungefgrbter Schnitte. Eine derartige Kontrollo 
erschien n6tig, well einige Zellen oder Zellbestandteile eine Eigenfluorescenz zeigen (HA~I~EI~L, 
Sa6STRA~D), die ~grberisch yore Gelbgrtin des Fluorescei'ns schwer zu unterscheiden ist. 
Hyperplastische Lyalphknoten yon Meerschweineheu z. B. enthalten eosinophile Leukocyten, 
deren Granula mit BG 12- und OG-Ffltern hellgelb aufleuebten. Weiterhin muB die r6tlich- 
gelbe Eigenfluorescenz der gek6rnten lipoiden Pigmente in Leber und Gehirn berficksiehtigt 
werden. 

d) Bei Fiirbung von normalem Gewebe mit markiertem Serum ist keino Reaktion zu erwarten. 
e) Spezifische Beseitigu~j der Antilc5rper dureh Priicipitation mit apezifischem Antigen 

(Coo~s etal .  1942) (Inhibition-Test). Zellfreies, aus Toxoplasmen gewonnenes Antigen wurde 
dem markierten Antiserum im Verhitltnis 2:1 zugesetzt. Die Mischung wurde 1 Std lung 
bei 370 C stehengelassen, dann zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit zur Fgrbung 
der Schnitte benutzt. NaehgewiesenermaBen hatte das markierte Antiserum nach dieser 
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Vorbeh~ndlung die Fihigkeit  verloren, Toxoplasmen anzufarben. Dagegen behielt ein auf 
gleiehe Weise mit einem anderen Protein versetztes Antiserum diese Fihigkeit. 

Ergebnisse 
1. Peritoneal-Ausstriche yon M~usen, 1--4  Tage nach der Infektion mit  

Toxoplasmen: Diese Ausstriche enthalten kurz n~ch der F&rbung sowohl mit  
der direkten als auch mit  tier indirekten Methode reichlieh kr~ftig gelbgr/in 
fluorescierende h~lbmondfSrmige Gebilde yon ziemlieh einheitlicher GrSl~e und 
Form (s. Abb. l ). Ihre Litnge entspricht etwa dem Durehmesser eines rotcn Blut- 

Abb.  1, 1)eritoneal-Ausstrich yon  einer i. p. m i t  Toxop la smen  inf iz ier ten  M[aus. Hell  auf leuchtende  
ha lbmont l f6rmige  Toxoolasraen zwisehen , , tmgef~rb ten"  BlutkSrperchen.  Fluorescenzbil4,  indirekte  

Methode.  Vergr.  300fach 

k6rperehens. I m  Innern dieser Gebilde erkennt man bei genauer Mikrometerein- 
stellung hi~ufig an einer Seite einen schw~cher fluorescierenden und daher dunkler 
erscheinenden rundlichen Bezirk. Die Fluorescenz dieser Gebilde ist an ihrer 
ges~mten Peripherie wesentlich st/~rker Ms im Zentrum, so dab sie yon einem 
fluorescierenden Kranz umgeben zu sein scheinen (s. Abb. 2). Dieser ,Kranz-  
effekt" wird in den mit  der indirekten Methode gefs Prs besonders 
deutlieh. Die halbmondf6rmigen Gebilde liegen ira Ausstrich teilweise e'mzeln 
zwisehen den roten und wei6en BlutkSrperchen, groBenteils aber in Haufen mehr 
oder weniger dicht gedr/~ngt beisammen. Die st~rkste Fluorescenz finder sich 
immer an den Ste]len, an denen die Gebilde so dicht aneinanderliegen, dab ihre 
jeweiligen Kranzeffekte ineinander/ibergehen und sich in ihrer Leuchtkraft  gegen- 
seitig verst~rken (s. Abb. 2b). AuSer dieser besteht in den Pr~par~ten keine 
weitere Fluorescenz irgendwelcher ~nderer Strukturen. 

D~ dicse KSrperchen morphologisch in Gr6i~e, Form und Aussehen voll- 
kommen mit  dem aus parasitologischen Untersuchungen bek~nnten Toxopl~sma 
gondii ~ibereinstimmen, glauben wir mit  Sicherheit, hier die durch Infektion in 
die BauchhShle eingebrachten Toxoplasmen vor uns zu h~ben. In  den nach 
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GIEMSA gef~rbten Peritoneal-Ausstrichen erkennt man au13erdem die gleiehen 
Gebilde, die sieh bier sehr leieht als Toxoplasmen identifizieren lassen. 

Liigt man die gefgrbten Prs einige Woehen liegen, so erseheinen die 
Toxoplasmen vergrfBert und oval oder eiffrmig, so als ob sie aufgequollen w/tren. 
Ihre Fluoreseenz hat fast noch die gleiehe Intensit/~t wie im Frischpr~parat, nur 
der Kranzeffekt ist undeutlieher geworden zugunsten einer nun mehr gleichmggig 
fiber dan ganzen Parasiten verteilten Fluoreseenz. 

Abb. 2 a - - c .  Per i toneal-Ausst r ich von  einer Maus. Einzelne ( a u . c )  und  Grupp~n (b) yon Toxoplasmen 
mi t  ,,I~ranzeffekt" (vgl. Text) .  Fluoresccnzbflder,  naeh  der  ind i rek tcn  Methode. Vergr.  1200faeh 

2. Gewebsschnitte. Die exakLe fluorescenzmikroskopische Beurteilung yon 
Grfl]e und Form der Toxoplasmen im Gewebssehnit~ berei~et mehr Sch~4erig- 
keiten als im Ausstrich, da sie nicht frei, sondern fixiert und eingeengt zwischen 
Gewebs- und Entziindungszellen liegen; auBerdem ist eine exakte Lokalisation 
fluorescierender Punkte in  mehr als 5/z dicken Schnitten durch die Streuung des 
Fluorescenzlichtes erschwert. 

a) Akutes Stadium (Mguse, 1.--4. Tag nach der Infektion). In den ersten 
Stadien nach der peritoneMen Infektion lassen sich krMtig fluorescierende Toxo- 
plasmen vor allem im mesen~erialen Fettgewebe, unter der Serosa des ])arms 
und unter der Leberkapsel nachweisen, dann auch in Mflz, mesenterialen Lymph- 
knoten nnd im Lebergewebe selbst. 

In Milz und Lymphknoten liegen im Frfihstadium der Infektion (1.--2. Tag) 
die meisten Toxoplasmen einzeln in den Rindenbezirken, und zwa.r innerhalb ~ron 
Makrophagen. Die Mehrzahl yon ihnen ist annghernd hMbmondfbrmig und halb 



612 F .  DALLE~BAeK u n d  G. PIEKA~SKI:  

so groB wie ein rotes BlutkSrperehen. Sowohl die intra- als auch die extraeellul~r 
gelegenen Parasiten zeigen eine krs 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 Ausstriehen gefundenen 
Toxoplasmen in Form, GrSl]e und Fluoreseenzst~rke weitgehend vergleichbar. 
Eine Fluoreseenz anderer Zellen oder Gewebsbestandteile ist nicht vorhanden. 
Am 3. und 4. Tag nach der Infektion sind die Parasiten sehr viel zahlreieher, 

Abb. 3 ~--e, Leber  einer Maus. a 1 Tag  n~eh der  Infekt ion,  Seharf  begrenztes  intr~eeliui~res Toxo- 
pl~sm~ m i t  hell auf leuehtender  in t~kter  tfiille, b 2 Tage  n~eh der Infekt ion.  Grnppen  yon  int ra-  
trod extr~eeUnl~ren Toxoplasmen,  e ~ Tage  naeh  der Infekt ion .  u  K o n t u r  yon  zugrnnde  
gehenden  Toxopl~smen mi t  teilweise feink6rniger  Fluorescenz in der Umgeb lmg .  d Mi]z einer  Mans, 
4 Tage  n~ch tier Infekt ion.  Int racel lul~r  , , v e rdau t e "  ToxoDlusmen m i t  diffuser Fluoreseenz.  

Fluorescenzbi lder  n~ch der indi rekten  Methode. Vergr,  1000faeh 

mehr gleichm~Big fiber das Milz- und Lymphknotengewebe verteilt und lassen 
sich jetzt  auch freiliegend innerhalb der Sinusoide zum Tell in groSen Ansamm- 
lungen auffinden. Im Gegensatz zu ihrer seharfen Kontur  noch am 1. und 2. Tag 
nach der Infektion erscheinen die Zellgrenzen bzw. die hell aufleuchtenden l~and- 
zonen der Parasiten jetzt  verwischt und yon kSrniger Beschaffenheit (s. Abb. 3 c) ; 
sie bilden mit ihrer direkten Umgebung eine breite, nieht mehr ganz so intensiv 
fluoreseierende Zone, die teilweise fiber die Zellgrenze des die Parasiten beher- 
bergenden Makrophagen hinaus bis in Zwisehengewebe reicht (s. Abb. 3d). ~ u r  
einzelne der Parasiten sind jetzt  an ihrer I-Ialbmondform deutlieh erkennbar, im 
fibrigen sieht man im Bereich der fluoreseierenden Parasitenhaufen sehuppen- 
f6rmige, 1--2 # grol~e Br5ekel, die um so zahlreicher sind, je ausgepr~gter die 
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umgebende entz/indliehe Zellreaktion, Nekrose und Exsudation des Gewebes ist. 
in  der Leber lassen sieh am 1. und 2. 'rag naeh der Infektion nur einzelne, am 
3. und 4. Tag abet Haufen yon Toxoplasmen naehweisen (s. Abb. 4b), und zwar 
immer sowohl freiliegend in den Sinusoiden Ms aueh innerhalb yon Leberzellen 
(s. Abb. 3 a). Vereinzelte oder Gruppen yon Toxoplasmen liegen aueh im Lumen 
der Pfortadergste. Die Form der Parasiten ist am 1. und 2. Tag noch gut erkenn- 

Abb. 4a u. b. Leber einer Maus, 3 Tage naeh der Infektion. a Nekroseherd mit eben sichtbaren punkt- 
f6rmigen Toxoplasmen (T). H~imatoxylin-Eosin. Vergr. 260fach. b Gleiche Leber wie a. Zahlreiche 
Nekroseherde mit hellaufleuehtenden Toxoplasmen. Fluorescenzbild. F~rbung nach indh'ekter 

l%fethode. Vergr.  2~0fach 

bar, w~hrend am 3. und 4. Tag die Konturen, analog zu den in der Milz gesehenen 
Formen, grogenteils verwischt sind. Auch im fibrinSs-ei~rigen Peritonealbdag 
lassen sich am 3. und 4. Tag nach der Infektion schuppenfSrmige fluoreseierende 
BrSckel naehweisen; dabei fluoresciert h~ufig sogar die zwisehen den zahlreiehen 
BrSekeln gelegene eiweil3reiche Fltissigkeit mit (s. Abb. 5a). 

Die im mesenterialen Fett~ewebe nachgewiesenen Toxoplasmen liegen yore J. bis 
4. Tag nach der Infektion sowohl frei im Zwischengewebe als auch in den Mesen- 
terialgef~gen und zeigen das gleiche Verhalten wie die Parasiten in Milz, Lymph- 
knoten und Leber. 

Auf mit Giemsa, I-I~matoxylin-Eosin und Gallocyanin gef~trbten Vergleichs- 
schnitten lassen sich die Toxoplasmen an ihrer Form, GrSge und Lagerung bei 
genauem Suehen wiederfinden : sie f~trben sich mit  H.-E. ro~, mi~ Galloeyanin und 
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mit Giemsa blau an. Sie sind jedoeh oft sehwer yon Zelltr/immern abzugrenzen 
(s. Abb. 4a und 5e). 

Die eerviealen Lymphknoten,  Herzmuskel, Lungen, Nieren, Nebennieren und 
das Gehirn aller Versuehstiere waren ~rei yon Toxoplasmen oder entziindliehen 
Ver~nderungen. 

b) Chronisches Stadium (Meersehweinehen, 3 Monate bis 1 Jahr  naeh der 
Infektion). Trotz hohem Sabin-Feldman-Titer der Versuehstiere und generMi- 

Abb.  5 a - - e .  Leber  einer Marts, 3 Tage  naeh  der Infekt ion.  a Deutl iehe griine Fluoreseenz der Toxo- 
p lasmen ixn Bereieh der Leberkapsel .  F~rb tmg  mi t  direkter  Methode.  b Gleiehe Stelle. F~rbung mi t  
dk 'ekter  Methode nach  AntikSrper-Absorl0tion (Inhibi t ion-Test ,  Kontrol le  Nr.  5): Verlust  tier 
Fluoreseenz.  Auf lenehten  n u t  verehazelter eosinophiler Zellen (gelbe Fluoreseenz).  e Mit I~Ifima- 
toxyl in-Eosin  gef~rbtes Vergleiehsl0r~parat. Kleinste  eben s ichtbare  Toxoplasmen  im Bereieh der 

l~s und  des bedeekenden  Exsudats .  VergI'. 220faeh 

sierter Lymphadenopathie bei der Obduktion lassen sieh fluoreseenzmikroskopiseh 
in keinem Gewebe intakte Toxoplasmen naehweisen. Dagegen enths die Leber 
kleine, unscharf begrenzte, aus Histioeyten und Fibroblasten zusammengesetzte 
gerdehen,  die mit markiertem Antiserum sehwaeh fluoreseieren. ])iese Fluores- 
eenz hat  sieh an Kontrollsehnitten Ms spezifiseh fiir Toxoplasmen erwiesen. Den 
,,tingiblen K6rperehen" der Para.ffinsehnitte vergleiehbare Gebilde lassen sieh 
fluoreseenzmikroskopiseh nieht a~fgrben. Mit H.-E. gefgrbte Vergleiehssehnitte 
zeigen aueh keine der mensehlichen Lymphknotenvergnderung ghnliehe um- 
sehriebene Retieulumzellhyperplasie, wohl aber reiehliehe Anh/~ufungen yon 
eosinophilen Zellen. 

Gehirn, Lungen, tIerzmuskel, Nieren, Nebennieren, Lymphknoten, Darm und 
Knoehenmark sind frei -con toxoplasmosespezifisehen fluoreseierenden Strukturen. 
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Zwisehen der Intensitgt der Fluorescenz und der Titerhhhe des benutzten 
Toxoplasra~-Antisernras besteht'eine deutliche quantitative Beziehung: Je hhher 
der Antikhrpertiter des im Verb gltnis 1:2 rait KoehsMzlhsung verdfinnten Serums, 
desto stgrker leuchten die gefgrbten Toxoplasraen auf. Wit verraoehten diese 
Beziehung zwar nicht wie MELLOnS photometriseh zu objektirieren, sie konnte 
aber iraraer wieder eindeutig festgestellt werden. 

c) Kontrollen. Die Resultate der 5 verschiedenen Kontrolluntersuehungen 
zeigen, dM3 die hier naehgewiesene Fluorescenz spezifisch ffir Toxoplasraen ist: 

1. Wenn das Gewebe rait nnraarkiertera Antiserura vorbehandelt wird, ist 
die naehfolgende Fluoreseenz-Reaktion nega.tiv. 

2. Die Toxopl~sraen werden dureh markiertes Serum ,nit negativera Sabin- 
Feldraan-Test nieht angefgrbt. 

3. Eine Eigenfluorescenz bestand in unseren Sehnitten nieht, abgesehen yon 
einer blauweil~en, dureh die pathologisehen Gewebsvergnderungen bedingten 
Fluoreseenz der akut degenerierenden Leberzellen ira Bereieh der gr6fteren fokMen 
Nekrosen sowie einer r6tlichgelben Fluoresecnz yon Lipoidk5rnchen in Leber, 
~[ilz und Gehirn. Beide unterscheiden sieh jedoeh so dentlich yon der Fluoreseenz 
der Toxoplasraen, dab eine Verwechslung ausgesehlossen ist. 

4. • Gewebe fluoreseiert nieht mit markiertera Antiserum. 
5. Dureh Zusatz eines spezifischen Antigens konnte die Fgrbefghigkeit des 

raarkierten Antiserums verhindert werden (s. Abb. 5b). 

Besprechung 

Die histologische Untersuchung experimentell rait Toxoplasmen infizierter 
Laboratoriurastiere rait Hilfe marlderter fluoreseierender Antik5rper fiihrte sowohl 
rait der direkten als aueh rait der indirekten Methode zu eindeutig positiven 
Resnltaten. Dabei ist die Iterstellung yon Gefrierschnitten ira Kryostaten der 
yon GOLDMAN (1959) vorgesehlagenen Anfertigung yon Paraffinschnitten vor- 
zuziehen, da die Antigennatur der Parasiten ira tiefgefrorenen Nativsehnitt besser 
erhMten bleibt. Von allen untersuehten Organen waren die Parasiten jedoch nur 
in Milz, Leber, Lymphknoten, Mesenterien und Serosa naehweisbar. Der Befall 
gerade dieser Organe erldiirt sieh aus der intraperitoneMen Infektion der Ver- 
suehstiere, dureh die das gesarate Peritoneura yon Toxoplasraen priraiir befallen 
wird. Der Nachweis yon Parasiten such in Blutgefiil~en sprieht in Bestgtigung 
frfiherer diesbezfiglieher Untersuehungen dafiir, dal~ der weitere Transport der 
Erreger tells dureh aktives Eindringen in das Organparenchyra, tells dureh Ver- 
schleppung auf dera Blutweg erfolgt. 

Als positive Kontrolle zur Darstellung der Toxoplasraen dienten die Aus- 
striehe yon PeritoneMexsudat infizierter Mguse, in denen insbesondere die Rand- 
partien der Parasiten naeh Art einer Corona hell aufleuehteten. Diese Ersehei- 
nung, die in den Sehnitten wiederkehrte, d/irfte besonders beraerkenswert sein, 
weil sie auf den Ort der Antigen-Antikhrper-Rectktion hinweist. Offenbar spielt 
dabei die Zelloberflgche eine beyorzugte Rolle. Eine gewisse Bestgtigung daftir 
bieten die elektronenraikroskopisehen Untersuehungen yon LIJI~VlK (gemeinsara 
rait PIEKAI~S~:I) an mit Antik6rpern behandelten Toxopl~smen, bei denen 
neben einer Quellung der Zellraembran deutlieh erkennbare Niederschlgge 
yon ultrafeinen Granula zu beobaehten waren. Es erseheint uns berechtigt, in 



616 F. DALLENBAOH und G. PZEKARSKI: 

den fluorescenzmikroskopischen Befunden eine Parallele zu den morphologisehen 
Beobachtungen zu sehen. G O L D ~  (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 abet 
die Natur dieser Faden nicht ergriinden. Auf Grund der Untersuebungen yon 
LVDVIK wissen wit, dab sich am spitzen Pol der Toxoplasmen das sog. 
Conoid mit den Toxonemata befindet. Dieser Apparat hat wahrscheinlieh die 
Aufgabe, dem Parasiten das Eindringen in die Wirtszelle zu erm6glichen. Er 
maeht im Leben deutlieh erkennbare wie tastende Bewegungen und halter 
sieh auch mit diesem Po] an Wirtszellen an. Wahrscheinlich stellen die fluores- 
cierenden Faden, die wit in unseren acetonfixierten Praparaten nieht beob- 
achten konnten, ein erstarrtes Sekret dar, das die Toxoplasmen unter Umstanden 
kurz vor dem Absterben ausstoBen. Als solches hatte dieses MateriM ~ntigenen 
Charakter, woraus sich aueh die Bindung yon markierten Antik6rpern un- 
schwer erMaren liege (vgl. entsprechende Antigen-AntikSrper-Reaktionen bei 
Trichinella spiralis, JAc~so~ 1959). 

Auffallend war es, dag der Parasiten-Naehweis bei chronisch infizierten Meer- 
schweinchen mit hohem SFT-Titer nur im Lebergewebe gelang, wahrend Gehirn, 
Milz oder Lymphknoten negativ blieben. Diese Erscheinung war uns vorerst 
unerklarlich, well gerade diese Orgsne allgemein yon Toxoplasmen bevorzugt ant- 
gesucht werden. Eine mSgliche Erklarung k6nnte einmM darin gesucht werden, 
dab die Toxoplasmen yon den sie beherbergenden Wirtszellen im Lanfe der Zeit 
nach und naeh zerst6rt wurden; daffir k6nnten z. B. die Abb. 3c, d sprechen 
sowie auch die in diesem Stadium histologisch framer wieder zu findenden Triim- 
mer, die tells Reste yon Toxoplasmen, tells t{este der naeh ihrer Zerst6rung eben- 
falls zugrunde gehenden Wirtszellen sein k6nnten. Dag man bei der Lymph- 
adenopathia toxoplasmotiea histologisch nur augerst selten intakte Toxoplasmen 
auffinden kann, steht also mit den bisherigen fluoreseenzmikroskopisehen Ergeb- 
nissen im chronisehen Stadium in Parallele. Der immer noch hohe Titer im Sabin- 
Feldman-Test k6nnte vielleicht dam it erklart werden, dab nach Zugrundegehen 
der Wirtszelle das Toxin frei in die Umgebung diffundieren nnd die in diesem 
Stadium in der Leber beobachtete diffuse Fluorescenz in Umgebung dieser Zellen 
erklaren k6nnte (s. Abb. 3d). In Lymphknoten und Milz fehlte jegliehe Fluo- 
rescenz; bier miiBte also das Antigen bereits ganz abgebaut worden sein. 

Eine weitere M6gliehkeit ware, dab die Parasiten bei den serologiseh hoeh 
positiven Tieren bereits dureh die eigenen Antik6rper soweit ,,abgedeckt" und 
damit neutralisiert waren, dab die markierten AntikSrper (direkt oder indirekt) 
nicht mehr yon den Toxoplasmen gebunden werden konnten. Wenn diese Er- 
Marung nieht richtig sein sollte, ware es wahrseheinlieh mSglich, mit Hilfe yon 
markiertem Antikomplement nach der yon KLEI~ und BU~KHOLI)E~ angegebenen 
Methode doeh noch zu einer Anfgrbung der Parasiten zu gelangen. Erwahnt sei, 
dag Toxoplasmen in den genannten Organen zweifellos vorhanden gewesen sein 
miissen, weft die Uberimpfung einer Organsuspension zur Iniektion yon Meer- 
sehweinehen fiihrte. Ffir die Berechtigung unserer Deutung sprieht vielleicht 
auch die Tatsaehe, dab der  f/Jr diese Untersuchungen benutzte Toxoplasma- 
Stamm ~ er wurde aus einem menschliehen Lymphknoten isoliert - -  sehr geringe 
Virulenz ffir Meerschweinchen besaB. Es ware Mso sieher lohnend, unsere Ergeb- 
nisse mit der Methode yon KLEIN und BU~J~ROLDE~ ZU fiberprfifen. 
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Au3erdem k6nnte theoretiseh die MSgliehkeit bestehen, dab die die Toxoplasmen ent- 
haltenden Gewebszellen bei fiber 5 ~ dicken Schnitten nieht angesehnitten wurden and die 
AntikSrper keinen Kontakt mit den yon der intakten Zelle umgebenen Parasiten bekommen 
konnten. Die zu erwartende Zahl der Toxoplasmen dfirfte ohnehin im chronisehen Stadium 
welt unter der des akuten Stadiums liegen. Immerhin mfigte man abet erwarten, dag doeh 
hier und deft einmal eine einzelne Toxoplasmen einsehliel3ende Zelle angesehnitten sein miiflte. 

Schhdlfolgerung 

Toxoplasmen lassen sich in Gewebsschnitten mit  der Coons-Methode eindeutig 
und spezifiseh darstellen. Das gilt offenbar ftir alle Stadien der Erkrankung, 
in denen die Parasiten noch als Antigene wirksam sind. Die Darstellung der 
Toxoplasmen mit  der Coons-Methode zeigt darfiber hinaus deutlieh, dag der 
TiterhShe im Sabin-Feldman-Test eine spezifisehe Bedeutung zukommt.  Die 
Coons-Methode erscheint zur genaueren histopatho]ogisehen Untersuehung der 
mensehliehen Toxoplasmose sehr geeignet, insbesondere zur weiteren AufM/~rung 
der Lymphadenopathia  toxoplasmotiea 1, der Infek~ionswege im menschlichen und 
tierischen Organismus und der Abklgrung yon Krankheiten,  bei denen his heute 
der Nachweis einer Toxoplasmainfektion nur serologiseh gef~ihrt werden konnte. 

Zusammenfassung 
Mit Hilfe der direkten und indirekten Fluoreseenzmethode nach Coo~s gelang 

es, Toxoplasmen in Milz, Lymphknoten  und Leber yon intraperitoneal infizierten 
Mgusen and Meerschweinchen spezifisch anzuf/~rben. Am krM~igsten leuchtete 
die Zelloberfl~che der Parasiten auf, die als Ort der Antigen-Antik6rper-geaktion 
anzusehen ist. Wghrend die Toxoplasmen im akuten Stadium der Infektion in takt  
intra- oder extraeellulgr nae.hweisbar waren, ba t ten  sic im chronisehen Stadium 
ihre seharfe Begrenzung verloren und waren nur noeh an der fiir Toxoplasmen 
spezifisehen Flnorescenz erkennbar, und zwar nur noch im Lebergewebe. Die 
Starke der Fluoreseenz war abhangig yon der H6he des naeh SAm~-F~sD~a~ 
gemessenen Titers der zur F~rbung benutzten Sera: Je h6her der Titer, desto 
krMtiger die trluoreseenz der Toxoplasmen. Ihre Darstellung mit  dieser Methode 
zeigt, dab dem Sabin-Feldman-Test bei der Antik5rpermessung der Toxoplasmose 
eine spezifische Bedeutnng zukommt.  

Summary 
Using the Coons fluorescein labelled ant ibody technic (direct and indirect 

methods), toxoplasma can be speeifieMly 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- 
ant ibody reaction. In  the acute stages of infection the organisms are demonstrable 
intact  intra- and extraeellularly. In  the chronic stages they lose the quality of 
giving a sharply demarcated s~aining 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 Korrektur: In Weiterffihrtmg dieser Untersuehungen gelang es uns 
inzwisehen, in Sehnitten yon mensehlichen Lymphknoten bei einer Lyphadenitis toxoplasmo- 
tiea einwandfreie, streng lokalisierte, spezifisehe Eluorescenz festzustellen; die Kontrollen 
erwiesen sieh sgmtlieh als negativ. Damit dfirfte sieh die Verwendung yon fluoresce~n- 
markiertem Antiserum aueh zum N~ehweis yon Toxoplasmen ill mensehliehem Gewebe 
eignen. 
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fluorescence is dependen~ on the t i te r  of the serum used for s taining,  as measured 
by  Lhe Sab in -Fe ldman  test.  The higher the t i te r  the more br i l l iant  the fluo- 
rescence. The demons t ra t ion  of *oxoplasma with the Coons technic confirms the 
opin ion  t h a t  the Sab in -Fe ldman  test  has specific significance in eva lua t ing  the 
t i te r  of an t i body  against  toxoplasma.  
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