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Einleitung

Seit etwa 2'/, Jahren werden in der Abteilung fir Med. Parasitologie des Hygiene-
Instituts der Universitat Wien Toxoplasmen in der Gewebekultur geziichtet. Von An-
fang an bis zum heutigen Zeitpunkt standen die Bemuhungen um Reduktion der
normalerweise flr die Zichtung der Toxoplasmen notwendigen Tierversuche im Vor-
dergrund. DaB daruberhinaus die Anwendung der in vitro-Methode auch neue und
erweiterte Mdglichkeiten im Forschungsbereich bietet und flr die Praxis bei man-
chen Fragestellungen eine wertvolle Hilfe leistet, soll anhand einer Ubersicht liber die
in den vergangenen 2, Jahren durchgefiihrten Arbeiten gezeigt werden.

Material und Methoden

Toxoplasma-Stamm:
BK, virulent.

Zellinie:
Humane Larynx-Karzinomzellen HEp-2; CCi 23, American Type Culture Collection
(Rockville, USA).

Nahrmedium:
Minimum Essential Medium Eagle (modified), mit Earles Salzen und 2 g/1 Natrium-
karbonat (Flow Lab., GB).
Zusatze: 10% hitzeinaktiviertes (30 Minuten bei 56° C) fétales Kélberserum (Flow.
Lab.), seronegativ gegenlber Toxoplasma gondii im Indirekten Hamagglutinations-
test, 1% L-Glutamin (Gibco), 1% Antibiotica/Antimycotica (Gibco), 1% Neomycin
(Gibco).

Kultivierung:
Die Zellen wurden in 25 und 75 cm? Polystyrolflaschen (Costar, NL) bei 37° C in einer
5% CO,-Atmosphare geziichtet. Das Abldsen der Zellen von den Kulturflaschen zum
Zweck der Weiterverdiinnung erfolgte mit 0,25% Trypsin (Flow Lab.). Zum Ausz&h-
len der Toxoplasmen diente eine Blrker-TUlrk Zahlkammer.

Serologie:
Indirekter Immunofluoreszenztest, duchgefihrt nach den Empfehlungen des Bun-
desgesundheitsamtes der BRD (3).
Antiseren: Anti-Maus-Serumproteine (Dako, DK) aus dem Kaninchen, Anti-Fotales-
Kélberserum (Dako) aus dem Kaninchen.
Konjugate: Anti-Kaninchen IgG/FITC (Cappel, USA) aus dem Schaf, Anti-Human
IgM/FITC (Atlantic Antibodies, USA) aus der Ziege.

33



Ergebnisse und Diskussion

Nach Etablierung der Gewebekultur an der Abteilung und Einflihrung der in vitro-
Vermehrung von Toxoplasmen war es erstes Forschungsziel, die Kultivierungsbedin-
gungen und Vermehrungsraten der Toxoplasmen zu verbessern. Erste Versuche mit
Hela-Wirtszellen wurden schon bald abgeldst durch solche mit HEp-2-Zellen, da sich
schnell zeigte, daB letztere besser fir die Toxoplasma-Vermehrung geeignet sind
und anschlieBend auBerdem weit weniger Wirtszellreste im Medium Ubrigbleiben
(unverdffentlicht).

Eine Uberpriifung der Kriterien fiir die optimale Toxoplasma-Vermehrung ergab, daB
in Abhangigkeit vom Toxoplasma- und Wirtszell-Inokulum die hdchsten Ernteraten
dann erzielt werden kénnen, wenn Wachstum und Vermehrung der ungeschédigten
Wirtszellen mit der Toxoplasma-Vermehrung und der damit zusammenhangenden
Zerstorung der Wirtszellen Uber langere Strecken des Kultivierungszyklus hinweg
Schritt halten (14). Eine Erhéhung des Erreger-Inokulums ist also meist nicht mit ei-
ner erhdhten Vermehrungsrate korreliert!

Eine Erhdhung der Ernteraten konnte im Unterschied zu herkdmmlichen Methoden
dadurch erzielt werden, daB zu Wirtszellen, die zum Zwecke der Ablésung vom Kul-
turfladschchen und zur Weiterverdinnung (Splitten) mit Trypsin behandelt worden
waren, sofort Toxoplasmen zugesetzt wurden (10). Die Steigerung der Vermeh-
rungsraten ist wahrscheinlich durch eine flr den Parasiten erleichterte Wirtszellinva-
sion bedingt. Diese beruht vermutlich darauf, daB die Glycocalyx der Wirtszellen
durch den Trypsinisierungsvorgang angegriffen wird (10).

Zusatzlich konnte durch die verdnderte Kultivierungstechnik auch eine Verminderung
der Wirtszelireste erreicht werden. Durch die Anhebung der Vermehrungsraten und
durch die verbesserten Reinheitsgrade wurde schlieBlich eine glinstige Kosten-Nut-
zen-Relation erzielt: die Kosten flir die Zucht der Toxoplasmen in der Gewebekultur
liegen nun nur noch unmaBgeblich hdher als flr die Zucht in der weien Maus (16).

Trotz der verbesserten Reinheitsgrade ist bei der in vitro-Kultivierung von Toxoplas-
men in der Regel noch ein zusatzlicher Reinigungsschritt erforderlich, um die verblei-
benden geringen Mengen an Wirtszeliresten zu entfernen. Viele der zur Verfugung
stehenden Reinigungsmethoden sind zeit- und arbeitsaufwendig und daher praxis-
fern (z. B. Dichtegradientenzentrifugation, differenzierte Zentrifugation). Unter den
einfachen, in der Praxis leicht durchzufihrenden Reinigungsmethoden (5, 8, 9), die
in der Mehrheit fir die Reinigung von Toxoplasmen aus dem Mausperitonealexsudat
entwickelt worden sind, erwies sich die Filtrierung durch Porenfilter mit 8 um der Fir-
ma Nuclepore am geeignetsten (Tab. 1).

Bis vor kurzem sahen wir uns bei der in vitro-Kultur von Toxoplasmen in Karzinom-
zellen vor ein immer wiederkehrendes Problem gestellt: Bei der Weiterkultivierung
der Toxoplasmen auf neue Wirtszellen trat regelmasig bereits nach kurzer Zeit eine
starke Abnahme der Vermehrungsraten ein, sodaf3 immer wieder nach einiger Zeit
auf Toxoplasmen aus der Maus zurlickgegriffen werden muBte. In jlingster Zeit konn-
te diese Schwierigkeit beseitigt werden. Versuche, die zu diesem Problem durchge-
fuhrt wurden, zeigten, daB es sich nicht um eine allgemeine Verringerung der Toxo-
plasma-Virulenz handelt, sondern um eine Verminderung an infektidsen Parasiten in
der Kultur, bedingt durch einen Ausdlinnungseffekt: nur ein bestimmter Teil der To-
xoplasmen in der Kultur — namlich jener, der erst vor kurzem die Wirtszellen verlas-
sen hat, — ist zur Penetration neuer Zellen fahig. Langer im Medium frei vorliegende
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Parasiten sind zwar lebend, kénnen jedoch Wirtszellen nicht mehr penetrieren. Bei
der Uberimpfung von immer gleich bleibenden Mengen an Toxoplasmen kommt es
daher von Mal zu Mal zur Verimpfung eines geringeren Prozentsatzes an infektiosen
Toxoplasmen (15).

TABELLE 1

Vor- und Nachteile verschiedener, einfach durchzufiihrender Reinigungsmethoden

Methode

Eignung

Filterung Uber Glaswolle
(Pyrex®, Corning, F)

ungeeignet, da Toxoplasma-Verluste von 70% (auch bei
Silikonisierung der Glaswolle)

Filterung durch
Borosilikatglasfilter,
PorengroBe 10 ~ 16 um

sehr gut geeignet:

hoher Reinheitsgrad der Toxoplasmen und gute
Rickgewinnungsraten (ca. 60%), jedoch:

rasches Verstopfen der Fritte erfordert aufwendige
Reinigung

Filterung durch
Membranfilter: Millipore®
(Bedford, USA)

ungeeignet: in der Netzmatrix des Filters bleiben die
Toxoplasmen hangen, geringe Rlickgewinnung.

Filterung durch
Membranfilter: Nuclepore®
(Pleasanton, USA)

sehr gut geeignet: die Siebfiltermembran bedingt eine
recht hohe Ruickgewinnungsrate (ca. 60%) und einen
hohen Reinheitsgrad (90 - 95%).

Nachteil: relativ rasches Verstopfen und
hohe Kosten der Filter.

Es bewahrten sich Porenfilter mit 8um und ein Filtrieren
ohne Vakuum.

Im Jahr 1986 gelang es erstmals, Toxoplasmen unter ganzlich standardisierten Be-
dingungen in serumfreien Medien zu zlchten (11, 13).

Normalerweise mussen Toxoplasmen oder zumindest die Wirtszellen in serumhalti-
gen, nicht definierten Kulturmedien herangezogen werden. Dies bedingt jedoch, daB
eine unbekannte Anzahl nicht bestimmbarer Proteine und anderer Substanzen in das
Medium eingebracht werden, wodurch eine Standardisierung des Parasiten bzw. sei-
ner Antigene unmadglich oder zumindest duBerst schwierig wird. Wir zlichteten Wirts-
zelien und Toxoplasmen in zwei verschiedenen Medien (Iscove’s, SHITE) mit defi-
nierten Zusatzen und einem Proteingehalt, der auf 0,003% (Iscove’s) bzw. 0,1%
(SHITE) herabgesetzt werden konnte (11).

Untersucht und vergleicht man einerseits Toxoplasmen, die aus der Gewebekultur im
serumhaltigen Medium stammen, andererseits solche, die serumfrei kultiviert wurden
und schlieBlich jene, die aus der Maus stammen, im Indirekten Immunfluoreszenztest
(IFT) auf Fremdproteine (Proteine aus dem fétalen Kalberserum [FKS], Mauspro-
teine), so zeigt sich (Tab. 2), daB3 Toxoplasmen aus der Maus auch nach zweimali-
gem Waschen noch immer Mausproteine an der Oberflache aufweisen (Antiserum:
anti-Maus-Serumproteine). GleichermafBen weisen Toxoplasmen aus der Gewebe-
kultur mit serumhaitigen Medien Fremdproteine auf, die vom fétalen Kalberserum
stammen (Antiserum: anti-FKS).
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(Schwach positive Reaktionen mit dem ,nicht homologenen” Antiserum [Tab. 2]
dirften aus Kreuzreaktionen mit unspezifischen Serumproteinen zurlickzufiihren
sein.) Hingegen zeigen serumfrei kultivierte Toxoplasmen im IIFT weder Reaktionen
mit dem anti-Maus-Serum noch mit dem anti-FKS-Serum (12).

TABELLE 2
Ergebnisse des Indirekten Immunfluoreszenztests zum Nachweis von an Toxoplasmen
angelagerten Fremdproteinen.

(+ = Positiv + — = Negativ - (+) = schwach positiv
IIFT mit

anti-fétalem anti-Maus

Kélberserum Serumproteine
Toxoplasma gondii in Gewebekultur mit + +)
serumhaltigen Medien
Toxoplasma gondii in Gewebekultur serumfrei _ _
kultiviert
Toxoplasma gondii aus dem Peritonealexsudat (+) +
von Mausen

Fir den Parasiten durfte die hohe Affinitdt zu Fremdproteinen, d. h. die teilweise
Maskierung seiner Oberflache mit wirtseigenen Proteinen, darin ihre Bedeutung ha-
ben, daB die Immunabwehr des Wirtes umgangen bzw. herabgesetzt wird.

Im Forschungsbereich ergibt sich durch die Anlagerung von Fremdprotein an die
Toxoplasmen bei der Herstellung von monoklonalen Antikérpern die Notwendigkeit,
darauf zu achten, daf3 nicht falschlicherweise monoklonale Antikdrper gegen das
Wirtsprotein selektiert werden.

In der Diagnostik erbrachte die Anwendung von Toxoplasmen mit reduziertem
Fremdproteinanteil (Toxoplasmen, die in serumfreien Medien mit stark vermindertem
Proteingehalt geziichtet wurden) eine Erhéhung der Sensitivitat in serologischen
Tests zum Nachweis von IgM-Antikérpern (Abb. 1). Voraussetzung hierfir ist die Un-
terbringung einer kompetitiven Hemmung, d. h. eine vorangehende Abtrennung der
IgG-Fraktion ist notwendig. AuBerdem miissen nach oder wahrend der Serum-lnku-
bationszeit, &hnlich wie im Enzymimmuntest freie Antigen-Bindungsstellen mit Pro-
tein abgesattigt werden, um unspezifische Reaktionen zu vermeiden.

Eine Erhdhung der Sensitivitat ist Gberall dort von Bedeutung, wo besonders emp-
findliche serologische Tests gewlinscht sind, beispielsweise zum Nachweis von IgM-
Antikérpern aus dem Nabelschnurblut bei fraglicher konnataler Toxoplasmose bei
Neugeborenen, und ist ferner fir bestimmte Fragestellungen im Rahmen der Toxop-
lasmose-Uberwachung wahrend der Schwangerschaft von Interesse (2).

Derzeit sind wir bemuiht, die Gewebekultur zur Erregerisolierung, z. B. bei Material,
das von AIDS-Patienten stammit, einzusetzen. Lange Zeit galt der Einsatz der Gewe-
bekultur fir Isolierungsversuche als ungeeignet oder weniger sensitiv, verglichen mit
dem Mausinokulationstest (1). Heute kann diese Ansicht nicht mehr als zutreffend
gelten. Neueste vergleichende Untersuchungen zeigten, daB die Gewebekultur-
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Methode zumindest genauso sensitiv ist wie der Maus-Inokulationstest (7). Der Vor-
teil der Gewebekultur liegt darin, daB das Ergebnis bereits nach etwa einer Woche
vorliegt und nicht, wie beim Maus-Inokulationstest, nach 4 - 6 Wochen. Die rasche
Diagnosestellung ist vor allem bei AIDS-Patienten von entscheidender Bedeutung.
Bisher wurde die Gewebekultur erfolgreich zum Nachweis von Toxoplasmen aus
dem Blut (17, 18) sowie bei frischinfizierten Schwangeren aus der Plazenta (6) und in
einem Fall postmortem zur isolierung von Toxoplasmen aus Blut und Leber (4) ein-
gesetzt.

Dies zeigt, daB der Einsatz der Gewebekultur nicht nur von akademischem Interesse
ist, sondern auch handfeste, praktische Bedeutung hat.

Zusammenfassung

In einer Ubersicht wird auf die in den letzten 2, Jahren bei der in vitro-Kultivierung
von Toxoplasma gondii erzielten Forschungsergebnisse eingegangen sowie Uber die
Mdglichkeiten der Anwendung der in vitro-Kultur bei Toxoplasma gondiiin Forschung
und Praxis berichtet.

Schliisselworter

Toxoplasma gondii, Gewebekultur, in vitro-Kultur

Summary

Toxoplasma gondiiin tissue culture —
application in research and practice

The results of the past two and a half years’ study on Toxoplasma gondii in tissue
culture are presented and fields of application in research and practice are outlined.
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Toxoplasma gondii, tissue culture, in vitro culture.
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