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Toxoplasma gondii wird seit Uber 50 Jahren in der Zellkultur geziichtet (3), haufig mit dem
Ziel, grof’e Mengen Trophozoiten in standardisierter Weise als Antigen fur serologische Tests
zu produzieren (6). Als Nahrmedien fur die Parasiteten und die Wirtszellen wurden und wer-
den Vollmedien verwendet, denen Seren, meist fotales Kalberserum (FCS), zugegeben werden
mussen. Auch wir verwendeten friher zur Zucht von Toxoplasma gondii in vitro das Mini-
mum Essential Medium (MEM) mit 2% FCS (6, 7). Im FCS konnten wir jedoch gelegentlich anti-
parasitare Aktivitaten beobachten, die vermutlich auf diaplazentar Gbertragene bovine Anti-
korper zurtckzufuhren waren und die die Vermehrung der Toxoplasmen erheblich behinder-
ten (unpublizierte Beobachtung). Um einerseits dieses Problem zu umgehen und um anderer-
seits die in vitro Kultivierung im kleinen MafRstab effektiv zu gestalten, versuchten wir zuerst
ein serumfreies (4, 5) und dann zusatzlich auch noch ein CO,-unabhéngiges Kulturverfahren
zu entwickeln.

In dieser Studie sollte geklart werden, ob durch Mischungen von unterschiedlichen Kultur-
medien eine serumfreie und CO,-unabhdngige in vitro Zucht von Toxoplasma gondii in hu-
manen Larynxkarzinomzellen (HEp-2) etabliert werden kann und, wenn ja, welches das renta-
belste Mischungsverhaltnis ist.

Toxoplasma gondil (Stamm: RH-Europa) wurde mit gleichem technischen Verfahren jedoch
mit unterschiedlichen Nahrmedien in HEp-2 Zellen (CCl 23, American Type Culture Collection;
Rockville, USA) gezlchtet. Als Nahrmedium fir die Zucht der Toxoplasmen wie auch der
Wirtszellen testeten wir im Vergleich:

MEM (Flow Lab., Irvine, USA) + 2% FCS (Flow Lab.);

das PC-1 Medium (Ventrex, Portland, USA) mit einem Zusatz von 2% Serumersatz;
das SF-900 Medium (Gibco, Gaithersburg, USA);

das CG-Medium (Sebak, Suben, A);

das CO,-Independent Medium (Gibco);

Mischungen von PC-1 Medium und CO,-Independent Medium

im Verhaltnis 3:1, 1: 1 und 1:3;

e Mischungen von SF-900 Medium und CO,-Independent

im Verhaltnis 3:1, 1 : 1und 1 :3;
e Mischungen von CG-Medium und CO,-Independent
im Verhaltnis 3:1, 1:1, 1:3;

e cine Mischung von QBSF-Medium (Sigma, St. Louis, USA) und CO,-Independent
im Verhaltnis 1:1;

e cine Mischung von SFH-Medium (Sigma) und CO,~Independent Medium
im Verhaltnis 1 : 1.
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Ergebnisse

Diskussion

Jedes Nahrmedium wurde mit 1% L-Glutamin (Gibco) und 1% Antibiotikum/Antimykoti-
kum (Gibco) versetzt.

Die Toxoplasma-Trophozoiten wurden 48 Stunden nach der i. p. Verimpfung in eine SPF-
Maus (weiblich, 20 g, OF 1 Swiss, Versuchstieranstalt Himberg) durch Spulen des Peritoneal-
raumes geerntet (4, 5, 6, 7). Die geernteten Toxoplasmen wurden zehn Minuten bei 375 g zen-
trifugiert, in sterile Kochsalzlosung aufgenommen und so aufbewahrt.

Die HEp-2 Zellen und die Parasiten wurden in 150 cm? Kulturflaschen (Costar, Cambridge,
USA) bei 37° C und bei Bedarf, in einer 5% CO, Atomsphéare gezuchtet (4, 6, 7). Zum Abldsen
der HEp-2 Zellen vom Boden der Kulturflasche verwendeten wir 0,25% Trypsin (Gibco) (6, 7).
Die frisch trypsinisierten Zellen wurden mit den Toxoplasmen im Verhaltnis 1:1 (je 10% ver-
setzt. 24 Stunden nach der Infektion wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt, um extrazellu-
lare, nicht invasionsfahige Toxoplasmen abzuschopfen. Nach weiteren 24 Stunden konnten
die nun schon wieder frei gewordenen Parasiten geerntet werden. Die Toxoplasmen aus einer
Kulturflasche wurden zweimal durch Zentrifugation (375 g, 5 Minuten) in steriler physiologi-
scher Kochsalzidosung gewaschen und in 2 ml Medium aufgenommen. Anschlieftend wurden
die Toxoplasmen in einer Biurker-Turk Zahlkammer ausgezahlt. Jedes Nahrmedium wurde
funfmal getestet und die Ergebnisse wurden gemittelt.

Die verschiedenen Nahrmedien wurden immer unter standardisierten Bedingungen getestet
(4, 6, 7), sodafk eine Effizienz berechnet werden konnte. Die Effizienz entstand aus einer Divi-
sion des Kostenfaktors durch die Anzahl der gewonnenen Toxoplasmen. Der Kostenfaktor
bezieht sich ausschlieflich auf die Kosten des Kulturmediums, wobei das billigste Medium als
Basis (Faktor 1) diente.

Die Ergebnisse unserer Studie von insgesamt 16 Medien und Medienmischungen wurden in
Vermehrungsraten, Kostenfaktoren und den Produkten aus Kostenfaktor durch Vermehrungs-
rate, der Effizienz angegeben. Sie werden in Tabelle 1 dargestellt.

Die grofite Toxoplasmenvermehrung wurde bei Verwendung des PC-1 Mediums erzielt,
wahrend es mit dem CO,-Independent Medium ohne Serumzusatz zu keiner Toxoplasmen-
vermehrung kam. Alle serumfreien bzw. CO,-unabhingigen Medien und deren Mischungen,
zeigten zwar teilweise gleich gute Vermehrungsraten, wie das Standardmedium (MEM + 2%
FCS), hatten jedoch auf Grund ihres hoheren Preises eine hochstens 50%ige Effizienz. Fur eine
serumfreie und CO,-unabhéngige Zucht von Toxoplasma gondii zeigte eine Mediummischung,
des PC-1 Mediums mit dem CO,-Independent Medium im Verhéltnis 1 : 1, die beste Effizienz.

Die Kultivierung von Toxoplasma gondii in vitro erfolgte beinahe auschliefdlich in Nahrmedien
mit Serumzusatz (meistens FCS) (8, 9). Bei dieser Zichtungsmethode konnen verschiedene
Faktoren, wie die Qualitat des fotalen Kalberserums, die Zucht des Parasiten erheblich beein-
flussen.

Daher haben wir in einem ersten Schritt versucht, eine serumfreie Zucht von Toxoplasma
gondii zu entwickeln; ein Ziel, das auch schon vor sieben Jahren erreicht wurde (7). Jedoch
mufste man die zu dieser Zeit im Handel erhaltlichen serumfreien Medien (Shite und Iscove's
Medium) mit speziellen Wachstumsfaktoren anreichern, um eine Vermehrung des Parasiten zu
erzielen (7). Dieses Verfahren erwies sich als teuer und kompliziert, aufterdem erhielt man ei-
ne wesentlich geringere Ausbeute an Toxoplasmen als mit dem Standardnahrmedium.

Dies anderte sich mit dem Einsatz des serumfreien PC-1 Mediums. Damit konnte sogar ei-
ne bessere Ausbeute an Parasiten erzielt werden als mit dem Standardnahrmedium (5). Neben
diesem etablierten serumfreien Medium wurden in dieser Studie noch zwei weitere serumfreie
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Tabelle 1:

Medien, das CG- und das SF-900 Medium getestet. Aller-

Vergleich von verschiedenen Nahrmedien bei einer 48stindigen in vitro dings konnten bei der Anwendung dieser beiden Medien

Kultivierung von Toxoplasma gondii in HEp-2 Zellen.

nur geringe Vermehrungsraten des Parasiten erzielt wer-

den (Tab. 1). Bei allen diesen Nahrmedien erfolgte die

- T i [¢) _ _
Medium Ver— Kosten- Effizienz Zuc]ﬂwL von Toxoplasma gondii in einer 5% CO,~Atmo
mehrungs-  faktor sphare.
rate . o ) .
1 2) (3) Mit Hilfe des CO,-Independent Medium erhofften wir
—_— — neben einer serumfreien Zucht auch eine CO,-unabhén-
MEM = 2% FCS 39.70 1.00 25 gige Zucht etablieyen zu koénnen. Wir mufdten jedoch
PC-1 40,25 3,01 75 feststellen, dall bet Verwendung des CO,-Independent
SF-900 23,90 1,48 62 Mediums ohne den vorgeschriebenen Serumzusatz es
CG 19,30 1,58 82 .
- B weder zu einer Vermehrung der Toxoplasmen noch zu
einer der Wirtszellen kam. Wir versuchten daher, die se-
CO,-Independent 2,01 1,10 547 rumfreien Medien mit dem CO,-Independent Medium zu
SF-900 + CO,-Ind. 3 : 1 20,90 1,38 66 <ch di e d di Kombini
SF-900 + CO,-Ind. 1 : 1 19,80 129 65 mischen, um so die Vorteile der Medien zu kombinieren.
SF-900 + CO,-Ind. 1 : 3 14,60 1,19 81 : .
CG + CO,-Ind. 3 : 1 16,80 1,46 87 Aus Tabelle 1 kann man entnehmen, dafs bei der Mi-
CG + CO,-Ind. 1 :1 15,30 132 86 schung des CG Mediums bzw. SF-900 Mediums mit dem
CG + CO,-Ind. 1:3 8,60 1,22 142 _ : : ot _
PC-1 + CO,-Ind. 3 . 1 3890 251 s CO,-Independent Medlum 'dle Rephkatlonsrgten der To
PC-1 + CO,-Ind. 1 : 1 36,50 2,05 56 xoplasmen wesentlich geringer sind, als mit dem Stan-
PC-1+ CO,-Ind. 1: 3 18,40 1,50 82 dardmedium. Auch durch die Mischungen des SFH-Me-
SQ%%;'CCC))C;I?I%I 1 : | ?(1,28 }28 ;(7) diums und des QBSF-Mediums mit dem CO,-Indepen-
P ' ] dent Medium erreichten wir keine ausreichende Ver-

(1) = Vervielfachung des Parasiten
48 Stunden p. i.

(2) = Preis des Mediums / Preis des

billigsten Mediums
(3) = Kostenfaktor pro 1000facher
Multiplikation des Parasiten

Zusammenfassun

8

Schliisselworter

mehrung des Parasiten (Tab. 1). Beim Einsatz einer Mi-
schung des PC-1 Mediums mit dem CO,-Independent konnten wir bei den Mischungsverhalt-
nissen 3:1 und 1 :1 annahernd gleiche Vermehrungsraten der Toxoplasmen erzielen wie mit
dem Standardmedium. Auferdem erreichten wir durch diese Medienmischung auch unser
Ziel, neben einer serumfreien Zuchtungsmethode auch eine CO,-unabhéangige Zucht des Pa-
rasiten etabliert zu haben.

Die Effizienzstudie zeigt, dafs zwar das MEM-Medium mit fétalem Kélberserum am billigs-
ten ist, dak jedoch unter der Bedingung einer serumfreien und CO,-unabhangigen Zucht die
geringsten Kosten pro geerntetem Parasiten bei einer 1:1 Mischung des PC-1 Mediums mit
dem CO,-Independent Medium anfallt.

Nicht in diese Studie einbezogen haben wir die Moglichkeit, die Medien durch Pufferung
mit NaHCO, begasungsunabhéangig zu machen (1, 6). Es konnte namlich gezeigt werden, daf
die Pufferung durch Speisesoda zu einer Instabilitat des pH-Wertes fuhrt (1). Dadurch ver-
schiebt sich der pH-Wert des Nahrmediums in den alkalischen Bereich, und es besteht die
Gefahr, daft das Nahrmedium fur die Kultivierung von Toxoplasma gondii in vitro ungeeignet
wird (1, 2).

Nach der Etablierung der serumfreien und CO,-freien Zucht von Toxoplasma gondil sollen
zukunftig jedoch weitere im Handel befindliche Ndhrmedien auf ihre Verwendbarkeit in unse-
rem Modell getestet werden, um die Kultivierungskosten der in vitro gezuchteten Toxoplas-
men weiter reduzieren zu kénnen.

Es wurden eine serumfreie und CO,-unabhéngige Methode der in vitro Kultivierung von
Toxoplasma gondil in HEp-2 Zellen entwickelt, die auf der Verwendung einer Nahrmedienmi-
schung von PC-1 Medium und CO,-Independent Medium basiert. Dieses Verfahren fiuhrt zu
hohen Ausbeuten an reinen Toxoplasmen bei vermindertem Arbeits- und Investitionsauf-
wand.

Toxoplasma gondil, Kultivierung in vitro, serumfrei, CO,-Unhabhangigkeit.
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Summary

Key words

Korrespondenzadresse:

A comparison of ditferent media for the cultivation of
Toxoplasma gondii in tissue culture

A technique for a serumfree and CO, independent cultivation of Toxoplasma gondii in HEp-2
cells was developed basing on the use of a mixture of PC-1 medium and CO,-Independent
medium. It apparently represents a considerable improvement of the cultivation of Toxoplas-
ma gondii in vitro because of decreasing investment and expenditure.

Toxoplasma gondii, in vitro-cultivation, serumfree, CO,-Independent.

Literatur

BATTISTA, J. P., WEISS, A. S. (1991):

Development and application of a carbon dioxide independent medium.

Focus 13/3, 110-114.

DVORAK, A. J,, HOWE, C. L. (1977):

Toxoplasma gondii-vertebrate cell interactions. I. The influence of bicarbonate Ion, CO,, pH and host cell

culture age on the invasion of vertebrate cells in vitro.
J. Protozool. 24 (3), 416-419.

GUIMARAES, F. N., MEYER, R. H. (1955):

Electon microscopic observations of Toxoplasma grown in tissue culture.
Parasitology 45, 449.

HARMER, Ch., SOMMER, R., HASSL, A., MANAFI, M., ASPOCK, H. (1993):
Vergleichende Untersuchungen tber Enzymmuster unterschiedlich kultivierter Toxoplasmen.
Mitt. Osterr. Ges. Tropenmed. Parasitol. 15, 113-118.

HASSL, A., ASPOCK, H. (1992):

In vitro propagation of Toxoplasma gondii in PC~1 serum-free medium.
Folia Parasitologica 39, 285-286.

HERMENTIN, K., HEPPE, E., AUER, H., ASPOCK, H. (1986):

Kriterien der Produktion von Toxoplasma-Antigen in der Gewebekultur,
Mitt. Osterr. Ges. Tropenmed. Parasitol. 8, 145, 151.

HERMENTIN, K., AUER, H., ASPOCK, H. (1987):
In vitro cultivation of Toxoplasma gondii under defined serum free conditions.
J. Parasitology 73 (6), 1276-1277.

HONN, K. V, SINGLEY, J. A., CHAVIN, W. (1975):
Fetal bovin serum: A multivariate standard.
Proc. Sos. Exptl. Biol. Med. 149, 344-347.

OLMSTED, C. A. (1967):

A physio-chemical study of fetal calf sera used as tissue culture nutrient correlated with biological tests
for toxicity.

Exp. Cell Res. 48, 283-299.

Cand. biol. Christian Harmer
Abteilung fur Medizinische Parasitologie
Klinisches Institut fur Hygiene der Universitat Wien

Kinderspitalgasse 15
A-1095 Wien - Austria

126





