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Einleitung

Steigende Anforderungen an die Reinheit und Standardisierbarkeit von Toxoplasma-
Antigen sowie stark verscharfte Tierversuchsbestimmungen flhrten in den letzten
Jahren zu vermehrten Bemihungen, die Zucht von Toxoplasmen in der Maus durch
die in der Gewebekultur zu ersetzen. Ein volistédndiger Ersatz ist jedoch nur dann
mdglich und sinnvoll, wenn regelméBig hohe Ernteraten erzielt werden und wenn ge-
wahrleistet ist, daB Ruckgriffe auf Toxoplasmen aus der Maus nicht notwendig sind.

In der Literatur fehlen bisher Angaben Uber eine 6konomische Dauerkultivierung von
Toxoplasmen mit bestdndig hohen Erntezahlen. In den meisten Arbeiten werden
Zuchtmethoden beschrieben, bei denen immer wieder auf Toxoplasmen aus der
Maus zurtickgegriffen werden muB. Berichte (iber die Aufrechterhaltung von Toxo-
plasma-Infektionen in der Gewebekultur Uber viele Passagen hinweg liegen zwar vor
(6, 8), doch gelang es dabei niemals gleichzeitig hohe Vermehrungsraten zu erzielen
bzw. war fur die Aufrechterhaltung besténdig hoher Erntezahlen ein groBer Material-
und Kostenaufwand notwendig (7).

Wie wir bereits im Vorjahr berichten konnten, gelang es uns unter optimierten Kultur-
bedingungen befriedigende Toxoplasma-Vermehrungsraten zu erzielen, sodaB die
Kosten fur die Zucht der Toxoplasmen in der Gewebekultur nun nur noch unmafBgeb-
lich héher liegen als fir die Zucht in der weiBen Maus (1, 2). Bei der Weiterkultivie-
rung der Toxoplasmen auf neuen Wirtszellen trat jedoch regelméaBig bereits nach
kurzer Zeit eine starke Abnahme der Vermehrungsraten ein, sodaB immer wieder auf
Toxoplasmen aus der Maus zuruckgegriffen werden muBte. In der vorliegenden Ar-
beit wird Gber Versuche und Ergebnisse zur Dauerkultivierung von Toxoplasma gon-
diiin der Gewebekultur berichtet.

Material und Methoden
Toxoplasma-Stamm: BK, virulent.

Zellinie: Humane Larynx-Karzinomzellen HEp-2; CCI 23, American Type Culture
Collection (Rockville, USA).
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N&hrmedium: Minimum Essential Medium Eagle (modified), mit Earles Salzen und
29/l Natriumbikarbonat (Flow Lab., GB).

Zusatze: 10% hitzeinaktiviertes (30 Minuten bei 56° C) fotales 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 75 cm? Polystyrolflaschen (Costar, NL) bei 37° C in
einer 5% CO,-Atmosphére geziichtet. Das Ablésen der Zellen von den Kulturfla-
schen zum Zwecke der Weiterverdlinnung erfolgte mit 0,25% Trypsin (Flow Lab.).
Zum Auszahlen der Toxoplasmen diente eine Blrker-Turk Zahlkammer.

Ergebnisse

Erste Versuche zur Dauerkultivierung von Toxoplasma gondii wurden mit infizierten
Zellmonolayern durchgefGhrt. Nach 7 Tagen, zum Zeitpunkt als der Zellrasen zer-
stdrt und eine maximale Vermehrung der Toxoplasmen eingetreten war, wurden die
Toxoplasmen auf neue Zellmonolayer weiterverimpft. Bereits nach zwei Passagen
sank die Vermehrungsrate jedoch stark ab. Die mikroskopische Untersuchung der
Parasiten zeigte, daf3 die Toxoplasmen durchwegs lebten. Kriterien hierfir waren die
Eigenbeweglichkeit und die Nicht-Anfarbbarkeit mit Trypan-Blau.

Aus den Ergebnissen muBte geschlossen werden, daB Toxoplasmen — obwohl
lebend — ihre Fahigkeit, in Wirtszellen einzudringen, nach langerer oder kirzerer ex-
trazellularer Verweilzeit verlieren. Wir bemiihten uns daher, Toxoplasmen kurz nach
ihrem Freiwerden aus den Zellen weiterzuverimpfen. Hierzu wurden bereits am 4.
Tag p. i., zu einem Zeitpunkt, zu dem die erste Vermehrung der Toxoplasmen und
deren Freiwerden in ausreichendem MaBe stattgefunden haben, die Trophozoiten
auf neue Zellmonolayer verimpft. Die alten, infizierten Monolayer wurden mit fri-
schem Medium versehen, und die Toxoplasmen wie zuvor am 7. Tag geerntet. Durch
diese Methode gelangten Toxoplasmen zur Weiterkultivierung, die sich nur kurze
Zeit (maximal einen Tag) frei im Medium befunden hatten. Die erzielten Vermeh-
rungsraten lagen etwas hoher als bei den ersten Versuchen (Abb. 1), jedoch nahm
auch in diesem Fall die Toxoplasma-Vermehrung nach wenigen Passagen rasch ab.
(Es sei hier angemerkt, daB die Weiterkultivierung nattrlich durch starke Erh&hung
der Inokulationsdosis gewahrleistet werden héatte kdnnen, doch ware das dem Ziel
der Wirtschaftlichkeit zuwidergelaufen!)

Ein Mediumwechsel oder das Zufligen von fétalem Kélberserum einen Tag vor der
Weiterkultivierung fuhrte zu einer Verbesserung der Vermehrungsraten, dennoch
war die langste zu erzielende Kultivierungsdauer unbefriedigend. In weiteren Versu-
chen wurde der EinfluB3 polykationischer Polypeptide auf die Vermehrungsrate unter-
sucht. WERK et al. (9) berichten tber eine erhohte Zellinvasion durch Zusatz der Po-
lypeptide (gemessen nach 30 Minuten) und vermuten, daB solche Polypeptide Be-
standteile des Penetration-Enhancing Factors sind. Wir konnten durch den Zusatz
polykationischer Polypeptide (10 ng/ml Poly-L-Lysin, Mg. 300.000, bzw. 10 ng/ml
Poly-L-Histidin, Mg. 5.000 - 15.000, Sigma, USA) keine hohere Toxoplasma-
Vermehrung (gemessen nach 4 Tagen) erzielen.

Bei friheren Versuchen hatten wir feststellen kdnnen, daB Toxoplasmen frisch tryp-
sinierte Wirtszellen leichter penetrieren kdnnen als Zellen von Monolayern (3). Grund
fur die erleichterte Wirtszellinvasion ist vermutlich eine durch das Trypsinieren
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Abb. 1: Zahl der geernteten Toxoplasmen pro Passage (Ernten jeweils vom 4. und 7. Tag p. i.

Inoculum konstant

addiert) bei drei verschiedenen Methoden der Weiterkultivierung.

3.10° Toxoplasmen.
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bedingte Beeintrachtigung der Wirtszell-Glycocalyx. Es wurden daher in einem wei-
teren Versuch Toxoplasmen zum Zwecke der Dauerkultivierung am 4. Tag p. i. ge-
erntet und auf frisch-trypsinierte Zellen verimpft. Durch diese Vorgangsweise konnte
erstmals eine kontinuierliche Kultivierung erzielt werden. Aus der Abbildung 1 sind
die weitgehend konstanten Vermehrungsraten und Ernteergebnisse von etwa
2-3.108 Toxoplasmen/Passage ersichtlich.

Diskussion

Als Erklarung der dargestellten Ergebnisse bietet sich folgende Theorie an: Toxo-
plasmen sind obligatorisch intrazelluldare Parasiten. Liegen sie nach Platzen von
Pseudozysten bzw. Zysten extrazelluldar im umgebenden Medium vor, so versuchen
sie schnellstmdglich wieder in neue Zellen einzudringen. Gelingt das nicht, so verlie-
ren die freien Trophozoiten, wie mehrfach beschrieben wurde, rasch ihre Motilitat
und Infektiositat (5, 8).

Bei der in vitro-Kultur stehen im Verlauf der zunehmenden Toxoplasma-Vermehrung
im Kulturflaschchen immer weniger unzerstorte Wirtszellen zur Verfligung, sodaB im-
mer mehr Toxoplasmen extrazeliulér im Medium verbleiben miissen und dadurch ih-
re Fahigkeit, Wirtszellen zu invadieren, verlieren. Werden nun Toxoplasmen flr die
Weiterkultivierung zu einem spéaten Zeitpunkt — etwa am 7. Tag p. i., wenn der Zell-
monolayer aufgel0st und die maximale Toxoplasma-Vermehrung erreicht wurde —
aus den Kulturflaschchen entnommen, so befindet sich, da keine Synchronisation in
der Freisetzung der Toxoplasmen besteht, ein Teil der Parasiten schon seit langerer
Zeit frei im Kulturmedium und hat seine Eindringungsfahigkeit verloren, wahrend ein
anderer Teil noch infektionstlchtig ist. Verimpft man solche Toxoplasmen in immer
gleichbleibender Menge von Kultur zu Kultur, so kommt es mit jeder Passage zu ei-
nem Ausdunnungseffekt, da jeweils ein nicht genau zu bestimmender Prozentsatz
der inokulierten Toxoplasmen nicht mehr zur Zellinvasion fahig ist. DurchVorverle-
gung der Ernte auf den 4. Tag p. i. kann das AusmaB des Verlustes an Infektiositat,
wie die Versuche zeigten, vermindert werden. Ein zusatzliches Trypsinieren der
Wirtszellen erleichtert das Eindringen der Toxoplasmen und fihrt zu gleichbleiben-
den Infektionsraten Uber einen langeren Zeitraum hinweg.

Wenngleich dies eine Verbesserung der in vitro-Kultur von Toxoplasma gondii dar-
stellt, ist die von uns praktizierte Methode flr eine gleichzeitige Massen- und Dauer-
kultivierung noch immer zu arbeitsaufwendig und zu wenig praxisnah. Flr weitere
Verbesserungen wird es vermutlich notwendig sein, einerseits jene Faktoren ausfin-
dig zu machen, welche die Aufrechterhaltung der Infektiositat der Toxoplasmen im
Medium gewahrleisten, oder andererseits Kulturbedingungen zu schaffen, bei wel-
chen eine sténdige Zufiihrung von Wirtszellen sowie laufende Ernte von Toxoplas-
men mdoglich ist.

Zusammenfassung

Es wird Uber Versuche und Ergebnisse zur Massen- und Dauerkultivierung von
Toxoplasma gondii in der Gewebekultur berichtet. Als entscheidendes Hemmnis fir
die Weiterkultivierung der Toxoplasmen erweist sich die Tatsache, daB frei im Me-
dium befindliche Trophozoiten — obwohl lebend — ihre Infektiositat schon nach kur-
zer extrazelluldrer Verweilung verlieren. Es wird eine Methode der Weiterkultivierung
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von Toxoplasmen beschrieben, die eine weitgehende Konstanz der Infektiositdt und
somit gleichbleibende Infektionsraten Uber langere Zeitrdume hinweg gewahrleistet.

Schliisselworter

Toxoplasma gondii, Gewebekultur, in vitro-Kultur.

Summary

Experiments on continuous cultivation of Toxoplasma gondii
in tissue culture

Experiments on and results of mass and long-term propagation of Toxoplasma gon-
dii in tissue culture are reported. The main impediment to continuous cultivation of
Toxoplasma appears to be due to a decrease of infectivity of trophozoites being ex-
tracellular in the culture medium. We describe a method for continuous cultivation of
Toxoplasma gondii leading to constant infectivity and persistant infection rates for
extended periods.

Key words

Toxoplasma gondii, tissue culture, in vitro culture (continuous cultivation).
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