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Schweiz. Arch. Tierheilk. 7120, 591-601, 1978

Institut fiir vergleichende Neurologie der Universitit Bern

Doppelinfektion des Gehirns mit Frenkelia und Toxoplasma
bei einem Chinchilla.
Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchung*

Von G. Bestetti und R. Fankhauser!

Einleitung

Die morphologische Artdiagnose von Protozoen im Gehirn bereitet gelegentlich
Schwierigkeiten und erfordert, wenn sie zuverlissig sein soll, teilweise einen gros-
seren Aufwand an Darstellungsmethoden, als er in der Routinediagnostik tiblich ist
(Jira et al., 1964).

Form und Grosse der Zysten, Bau der Zystenwandungen und insbesondere die
Form und zytologischen Details der Einzelelemente sind entweder zu variabel oder
lichtmikroskopisch nicht mit gentigender Bestimmtheit definierbar, um die Artdia-
gnose zu sichern. Das Zusammentreffen zweier protozoarer Infektionen im gleichen
Gehirn bot Gelegenheit, den Bau der Zysten oder anderer Aggregationen der Para-
siten, die Struktur der Zystenwand, Anordnung, Form, Grosse und zytologische
Details der einzelnen parasitaren Elemente und ihre Beziehungen zum Wirtsgewebe
zu studieren und die licht- und elektronenmikroskopischen Befunde vergleichend
soweit auszuwerten, dass eine sichere Artzuordnung erfolgen konnte. Zu
Vergleichszwecken wurde eine klassische Frenkelia-Besiedlung des Gehirns bei
einer Erdmaus (Microtus agrestis) mit der gleichen Methodik untersucht. Frenkelia
microti wird relativ haufig im Gehirn von Erdméusen gefunden (Bell et al., 1964;
Findlay und Middleton, 1934; Sebek, 1962, 1963, 1975, 1976; Tadros, 1968,
Tadros und Laarman, 1976). Dagegen ist dieser Parasit nur bei zwei Chinchillas
beobachtet worden (Meingassner und Burtscher, 1977), und zwar in beiden Féllen
zusammen mit Toxoplasma gondii, das fiir sich allein nicht selten beim Chinchilla
nachgewiesen wurde (Lit. siche Meingassner und Burtscher, 1977).

Material und Methoden

Das Exemplar von Microtus agrestis wurde im Oktober 1971 im Gebiet von Adelboden (Berner
Oberland) gefangen und zeigte klinisch nichts Auffilliges, ebensowenig bei der Eroffnung der Korper-
hohlen. Beim Chinchilla hatte es sich um ein erwachsenes Mannchen gehandelt, das im Januar 1957
unter spastischen Krampfen des ganzen Korpers eingegangen war.

Die Gehirne beider Tiere waren in toto in neutralem Formalin 1:9 fixiert, in frontale Blocke
zerlegt und in Paraffin eingeschlossen worden. Schnittpriparate wurden mit Hamalaun-Eosin sowie
nach van Gieson, Goldner (Trichrom), Gram und MacCallum-Goodpasture gefiarbt.

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung standen lediglich histologische Schnitte und die
restlichen Teile der Paraffinblocke zur Verfiigung. Von diesen wurden neue Schnitte in Serie herge-
stellt und jeweils der erste Schnitt (von 5 zem Dicke) zur histologischen Orientierung mit Himalaun-

*Unterstutzt durch den Schweiz. Nationalfonds unter Gesuchs-Nr. 3.459.75.
I Adresse: Postfach 2735. CH-3001 Bern.
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Eosin gefiarbt. Gestiitzt darauf wurden aus den nachfolgenden, 10 #m dicken, ungefirbten Schnitten
gezielt Stellen nach der « Reembedding»-Methode von Rossi et al. (1970) weiterbehandelt. Von jedem
einzelnen Einschluss (Epon 812) wurden Diinnschnitte in streng kontinuierlichen Serien hergestellt,
Die Schnitte wurden mit Uranylazetat und Bleizitrat kontrastiert.

Ergebnisse

Lichtmikroskopisch

Erdmaus: Makroskopisch sind am Gehirn feine, weissliche Kornchen unter
dem Meningealiiberzug zu erkennen. Auf den histologischen Schnitten erscheinen
sehr zahlreiche, submeningeal und im ganzen Hirnparenchym verstreut liegende,
multilobuldare Zysten von 500—1000 gm Durchmesser (Abb. 1), oft mit r kroti-
schem Innern. Einzelne grosse Zysten sind fast vollstandig nekrotisch. Die ysten
sind angefullt mit dichtgelagerten, langlichen, etwas bogenformigen, schle itcn Zoi-
ten von 5-6 um Lange. In der Nachbarschaft der grosseren Zysten, seltener
scheinbar isoliert im Hirnparenchym, liegen kleinere rundliche Zysten (20—28 um
Durchmesser) mit den gleichen Zoiten wie die grossen Zysten (Abb. 2). Auf
einzelnen Frontalschnittebenen, so etwa auf der Hohe von Kleinhirn—Brachium
pontis—Pons, scheint ein sehr erheblicher Teil des Hirngewebes von den Zysten
verdrangt zu sein. Trotzdem zeigt das Parenchym im allgemeinen, abgesehen von
einer konzentrischen Schichtung durch Kompression in der unmittelbaren Nachbar-
schaft der Zysten, kaum entztindliche oder degenerative Veranderungen. Nur gele-
gentlich kann man, in der Nahe mutmasslicher Zystenresiduen, kleine Granulome
mit Makrophagen und Riesenzellen sehen. Ausserdem finden sich in den Leptome-
ningen herdférmige entziindliche Infiltrate mit neutrophilen Granulozyten und
rundkernigen Elementen.

Chinchilla: Makroskopisch war das Gehirn unauffallig. Histologisch finden
sich einige — im Vergleich zum Mausegehirn eine kleine Zahl — gelappte Zysten, die
sich von den vorher geschilderten nur durch ihre etwas geringere Grosse unter-
scheiden (Abb. 3). In der Umgebung dieser Zysten sind weder Granulome noch
meningitische Herde zu finden. Dagegen liegen im Thalamus und im Gebiet des
Ammonshorns unregelmassig verstreute Herde einer Vaskulitis mit Lymphozyten,
Plasmazellen und Monozyten sowie kleine Parenchymnekrosen mit Makrophagen.
In diesen Bezirken finden sich zahlreiche kleine, parasitdare Zysten von 10—-20 um
Durchmesser, welche ellipsoide, gedrungene, nicht gebogene Zoiten von 3—3,5 um
Liange enthalten. Diese liegen nicht immer in einer Zyste eingeschlossen (Abb. 4),
sondern auch im Zytoplasma von Wirtszellen (Abb. 4—5) oder extrazellular (Abb.
0).

Abb. 1  Erdmaus; Frontalschnitt durch das Gehirn. HE.

Abb. 2 Erdmaus; kleine Frenkelia-Zyste. Goldner, 1320 x.

Abb. 3 Chinchilla; Zyste von Frenkelia microti. HE, 132 x.

Abb. 4  Chinchilla; Zyste von Toxoplasma gondii ( ’ ) und intrazelluldre Vakuole mit Toxoplasmen
(A). HE, 1320x.

Abb. 5 Chinchilla; intrazelluldre Vakuole mit Toxoplasmen. HE, 1320 x.

Abb. 6 Chinchilla; freie Toxoplasmen im Gewebe. HE, 1320 x.
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Elektronenmikroskopisch

Erdmaus: Die grossen Zysten sind von einer dicken Kapsel (360 nm)
umschlossen, die sich aus einer diinnen, sehr elektronendichten Aussenschicht,
einer weniger elektronendichten, sinusoiden Mittelzone und einer breiten, wenig
kompakten, fibrillar erscheinenden innern Lage aufbaut (Abb. 8). Von der Innen-
seite dieser Kapsel strahlen zahlreiche diinne Septen ins Innere der Zyste und unter-
teilen diese in viele Kammern, welche mit den parasitiren Einzelelementen in
grosser Zahl angefiillt sind (Abb. 7). Es handelt sich um Zoiten, teilweise in Endo-
dyogenie. Sie sind langlich, ihr apikaler Pol enthélt 24 Mikrotubuli, der kaudale Pol
zeigt in Langs- und Querschnitten die morphologischen Eigenschaften, die fiir Fren-
kelien als charakteristisch gelten (Scholtyseck et al., 1970; Abb.9). Von den
erwahnten kleinen Zysten konnten ultrastrukturell nur solche untersucht werden,
die in direkter Nachbarschaft der grossen Zysten und deshalb mit der angewandten
Methode lokalisierbar waren. Sie sind im Innern septiert, und Aufbau der Zysten-
wand sowie Morphologie der in ihnen enthaltenen Zoiten entsprechen in allen
Teilen jenen der grossen Zysten. Die Kapsel ist in ithrem ganzen Umfang schrig
angeschnitten und erscheint dadurch sehr breit.

Chinchilla: Die grossen Zysten sind mit den fiir die Erdmaus geschilderten
identisch. Der bessere Fixationszustand des Gewebes erlaubt ohne weiteres, im In-
nern der Zysten Metrozyten und Endodyozyten — letztere in Endodyogenie — zu er-
kennen (Abb. 10). Apikaler und kaudaler Pol der Zoiten haben die gleiche Struktur
wie jene bei der Erdmaus mit der Einschrankung, dass Tangentialschnitte des
Kaudalpoles nicht beobachtet werden konnten. Fiir weitere Einzelheiten der Parasi-
tenanatomie verweisen wir auf die Abbildungen (Abb. 11-13).

Die kleinen Ansammlungen protozodrer Elemente im Randgebiet der entziind-
lichen und degenerativen Lasionen des Thalamus und Ammonshorns zeigen eine
von den bisher beschriebenen Zysten vollig verschiedene Morphologie. Die Zoiten
finden sich entweder im Zytoplasma von Wirtszellen und sind dann von keinerlei
kapselartiger Struktur umgeben (Abb. 14) oder aber in zystenartigen Ansamm-
lungen und eingefasst von einer besonderen Wand (Abb. 15). Diese ist 45 nm breit
und wird von einer dusseren, leicht welligen Doppelmembran (9—11 nm), einer elek-
tronentransparenten Mittelschicht und einer inneren «Unit-membrane» gebildet.
An der Innenseite ist granuldres Material angelagert (Abb. 16). Aussere und innere
Schicht sind durch elektronendichte Segmente verbunden.

Abb. 7 Erdmaus; Zyste von Frenkelia microti, i = Zystenwand; ‘ = Septen. 7000 x.

Abb. 8 Erdmaus; Zystenwand von Frenkelia microti, ? = &dussere Schicht, ‘= mittlere Schicht,
* = innere Schicht. 44 000 x.

Abb. 9 Erdmaus; Transversalschnitt des kaudalen Pols eines Endodyozyten von Frenkelia microti.
69 000 x.

Abb. 10 Chinchilla; Zyste von Frenkelia microti, M = Metrozyt, E = Endodyozyt in Endodyoge-
nie, § = Septum. 10 000 x.

Abb. 11 Chinchilla; Endodyozyt von Frenkelia microti im Lidngsschnitt. M = Mikronemen, R =
Rhoptrien, K = Kern, f = Mitochondrien, t= Pellikula, ‘: Kaudalpol. 10 000 x.
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Gelegentlich sind Zoiten offenbar im Kern von Wirtszellen lokalisiert. Der
Erhaltungszustand der Zoiten ist weniger gut als in den grossen Zysten, vielleicht
weil sie gegen Schadigung durch Fixation und weitere technische Prozeduren durch
die dinne Zystenwand oder die zellulire «Unit-membrane» nur ungeniigend
geschutzt waren. Immerhin sind deutlich zu erkennen die gedrungene, ellipsoide
Form, die Pellikula, der apikale Pol mit Conoid, die Rhoptrien, die Mitochondrien
und der Kern (Abb. 17).

Diskussion

Meingassner und Burtscher (1977), die erstmals zwei Fille von Doppelinfektion
des Gehirns beim Chinchilla mit Frenkelia sp. und Toxoplasma gondii beschrie-
ben, identifizierten die beiden Protozoenarten nach rein lichtmikroskopischen Kri-
terien. Fiir Toxoplasma gondii sprachen Anordnung, Grosse, Form und Farbbarkeit
mit Hamalaun-Eosin der Parasitenansammlungen, fur Frenkelia sp. Grosse, Form
und Septierung der Zysten sowie die Anwesenheit verschiedener Zoitentypen im
Innern der Zysten.

Wir selbst hatten seinerzeit (1957) die Elemente in der Nachbarschaft der entziindli-
chen und degenerativen Hirnveranderungen als Entwicklungsstadien der damals als
M-Organismus bezeichneten Frenkelien aufgefasst. Die Arbeit von Meingassner
und Burtscher (1977) veranlasste uns, den Fall wieder vorzunehmen, und schon die
lichtmikroskopische Durchsicht wies auf eine Doppelinfektion hin. Die einzige
zuverlassige Moglichkeit, diese Annahme zu bestidtigen und die Natur der betei-
ligten Protozoen zu definieren, schien uns die ultrastrukturelle Untersuchung. Dazu
waren wir aber ausschliesslich auf die erhaltenen Paraffinblocke und damit auf eine
Verarbeitung nach der von Rossi et al. (1970) ausgearbeiteten Methode des «Reem-
bedding» angewiesen. Damit ergab sich eine Gelegenheit, die Brauchbarkeit dieser
Methode fiir die Abkldarung protozoarer Erkrankungen zu testen. Der Fall eines
klassischen Frenkelia-Befalls des Gehirns bei Microtus agrestis diente lediglich als
Kontrolle. Die grossen Zysten bei Erdmaus und Chinchilla sind nach den lichtopti-
schen Befunden zweifellos dem Genus Frenkelia zuzuordnen und, bei Beruicksichti-
gung der charakteristischen Lobulierung (Dubey, 1977), der Art Frenkelia microti.

Die Elektronenmikroskopie erlaubt dartuiber hinaus folgende Feststellungen:

— Die beiden Erscheinungsformen der Zysten bei der Erdmaus gehoren zum glei-
chen Protozoon. Die kleinen, rundlichen Zysten sind mit hoher Wahrscheinlich-

Abb. 12 Chinchilla; apikaler Pol von Frenkelia microti im Transversalschnitt. ‘= Mikrotubuli.
44 000 x.

Abb. 13 Chinchilla; Kaudalpol eines Endodyozyten von Frenkelia microti im Léangsschnitt.
69 000 x.

Abb. 14 Chinchilla; Zoit von Toxoplasma gondii in intrazelluldrer Lage. ZK = Kern des Zoiten,
ZC = Zytoplasma des Zoiten, K = Kern der Wirtszelle, C = Zytoplasma der Wirtszelle. 12 000 X

Abb. 15 Chinchilla; junge Zyste von Toxoplasma gondii. 8300 x.

Abb. 16 Chinchilla; Zyste von Toxoplasma gondii. Detail der Zystenwand, ' = iussere Doppel-
mcmhran.i = innere Ln’nil-Mcmbrunc.A = verbindende Segmente der beiden Membranen. 69 000x.
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Abb
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- »

. 17 Chinchilla; Zoit von Toxoplasma gondii, P = apikaler Pol, C = Conoid.f= Rhoptrien,

M = Mitochondrion, K = Kern, t = Pellikula. 34 500 X .

keit Querschnitte der Kuppen von Aussackungen der grossen Zysten (gleiche
Wandstruktur im Schiefschnitt), auch wenn es mit der angewandten Methode
nicht moglich war, an Serien von Diinnschnitten die Kontinuitat darzustellen;
die Anordnung der Organellen in den Zoiten entspricht jener, die fiir Frenkelia
spp. beschrieben wurde (Scholtyseck et al., 1970; Kepka und Scholtyseck, 1970,
Scholtyseck et al., 1973);

unter den Zoiten sind zwei der fiir Frenkelia beschriebenen Formen (Kepka
und Scholtyseck, 1970) — Metrozyten und Endodyozyten — erkennbar;

der fiir Frenkelia spezifische Bau des kaudalen Poles (Scholtyseck et al., 1970)
ist in Langs- und Querschnitten darstellbar;

~die Zahl der Mikrotubuli im apikalen Pol, obschon nicht spezifisch fiir Frenkelia

spp., schliesst andere, zoologisch nahestehende Protozoen aus (Hammond und

Long, 1973).
Zur Identifikation der in kleinen intra- und extrazelluliren Ansammlungen im

enzephalitisch verianderten Gebiet beim Chinchilla nachgewiesenen Zoiten sind fiinf
Arten, das Gehirn von Nagern parasitierender, Protozoen in Betracht gezogen
worden: Encephalitozoon cuniculi, Thelohania apodemi, Hammondia hammondi,
Frenkelia sp. und Toxoplasma gondii.

den

Lichtoptischer und elektronenoptischer morphologischer Befund der vorliegen-
Zoiten und ihrer Ansammlungen ist durchaus verschieden von jenem bei



Frenkelia und Toxoplasma beim Chinchilla 599

Mikrosporidien im allgemeinen und von Encephalitozoon im besonderen. (Zur licht-
optischen Morphologie von E. cuniculi und zu seiner Unterscheidung von Toxo-
plasma gondii sieche Shadduck und Pakes, 1971, sowie Cravero et al., 1974; zur
Ultrastruktur von E. cuniculi Pakes, 1974, und Pakes et al., 1975; Angaben
uber die allgemeine Morphologie der Mikrosporidien und zu Thelohania apo-
demi bei Canning, 1977.) Die Dimensionen der Zysten, die Morphologie der
Zoiten und das Vorliegen von entziindlichen Verdanderungen erlauben die Unter-
scheidung von Hammondia hammondi (Dubey, 1977). Form und Grosse der Zoiten
und ihr ausschliessliches Vorkommen im Verein mit entztindlich-nekrotischen Ver-
anderungen machen, bereits aufgrund des lichtoptischen Aspektes, die Annahme
hochst unwahrscheinlich, dass es sich um junge Zysten von Frenkelia sp. handeln
konnte. Die ultrastrukturellen Unterschiede im Bau der Zystenwand sowohl wie in
dem der Zoiten schliessen Frenkelia spp. aus, so dass die Diagnose Toxoplasma
gondii weitgehend gesichert scheint.

Die Ultrastruktur der Zystenwand entspricht den von Powell et al. (1978) publizierten Abbil-
dungen von Toxoplasmazysten. Allerdings sind die Angaben hinsichtlich Zystenwand in der uns
zuginglichen Literatur eher widerspriichlich (Garnham et al., 1962; Matsubayashi, 1962; Tadros,
1970).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die ultrastrukturelle Untersu-
chung mit der Methode des «Reembedding» nach Rossi et al. (1970) auch bei proto-
zoaren Erkrankungen des Zentralnervensystems entscheidende Aufschlisse zu
geben vermag, wie dies bereits fiir dysmetabolische (Pauli et al., 1971), virale (Rossi
et al.,, 1972) und bakterielle (Bestetti, 1978) Prozesse gezeigt werden konnte, und
dies selbst bei Material, das tiber Jahrzehnte in Form von Paraffinblocken aufbe-
wahrt worden ist. In unserem Falle war es moglich, die Morphologie der Protozoen
zu prazisieren und mit einer der Lichtmikroskopie iiberlegenen Sicherheit eine
Doppelinfektion mit Frenkelia microti und Toxoplasma gondii nachzuweisen, in
Bestatigung der Befunde von Meingassner und Burtscher (1977).

Zusammenfassung

Es wird eine Doppelinfektion mit Frenkelia microti und Toxoplasma gondii im Gehirn eines
Chinchilla beschrieben. Die Methode des «Reembedding» nach Rossi et al. (1970) erlaubte eine
befriedigende ultrastrukturelle Untersuchung der Zoiten und der Zystenmembranen an altem, paraf-
fineingebettetem Material und damit eine eindeutige morphologische Identifikation der beiden Proto-
zoen.

Résume

Une infection double avec Frenkelia microti et Toxoplasma gondii dans le cerveau d’un chinchilla
est décrite. La méthode du «reembedding» selon Rossi et coll. (1970) a permis une analyse ultrastruc-
turelle satisfaisante des zoites et des kystes sur du vieux matériel inclus dans la paraffine, et une identifi-
cation précise des deux protozoaires.

Riassunto

Si descrive una doppia infestazione da Frenkelia microti e Toxoplasma gondii nel cervello di un
chinchilla. 11 metodo del «reembedding» di Rossi et al. (1970) ha permesso un soddisfaciente esame
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ultrastrutturale degli zoiti e delle pareti cistiche, consentendo con ci6¢ una precisa identificazione delle
due specie protozoarie.

Summary

A double infection of the brain of chinchilla with Frenkelia microti and Toxoplasma gondii is
described. The method of "reembedding™ as described by Rossi et al. (1970) made a satisfactory
ultrastructural study and identification of the parasites possible, using 20 years old paraffin-embedded
material.
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PERSONELLES

Zum Hinschied von Prof. Dr. F. Kauffmann, ehemals Statens Serum Institut
Kopenhagen, langjahriger Leiter der Internationalen Salmonella- und
Escherichia-Zentrale

Am 26. September 1978 starb in Kopenhagen Prof. Dr. Dr. h.c. Fritz Kauffmann,
einer der Grossen der Weltbakteriologie, der sich mit seinen Arbeiten tber die
Serologie der Salmonellen, Colibakterien und anderen Darmbakterien (Enterobac-
teriaceae) unvergiangliche Verdienste erworben hat.

Fritz Kauffmann wurde am 15. Januar 1899 in Preussisch-Stargard in der Nahe
von Danzig geboren. Er besuchte das humanistische Gymnasium und studierte
nach beendetem Kriegsdienst (1917-1918) Medizin. 1923 kam er an das Robert-
Koch-Institut, Berlin, unter F. Neufeld und F. K. Kleine, wo er als Assistent in der
Untersuchungsabteilung beschiftigt war. Von Anfang an begann er iiber Salmonel-
la-Serologie zu arbeiten und bemiihte sich um die Klassifikation der Salmonella-
gruppe. Auch in der Pneumokokken- und Tuberkulose-Abteilung war er tatig, wo er
sich eine Tuberkulose zuzog, die in Davos kuriert wurde. 1933 wurde Kauffmann
von den Nazis entlassen. Er konnte damals im Staatlichen Serum-Institut in Kopen-
hagen unterkommen, wo er wiederum die Pneumokokken-Serologie ausbaute und
1938 die von Th. Madsen gegriindete Internationale Salmonellazentrale tibernahm.
Diese Institution wurde ab 1949 von der WHO finanziert und erlangte in der Folge
eine weltweite Bedeutung. 1943 musste Kauffmann wiederum vor der Gestapo nach
Schweden fliechen, wo er in Lund seine 1941 begonnenen Coliuntersuchungen fort-
setzte. 1946 tibernahm er nach einem Forschungsjahr bei M. Heidelberger an der
Columbia-Universitit erneut die Leitung der Internationalen Salmonellazentrale in
Kopenhagen und fiigte ihr 1951 auch noch die Internationale Escherichiazentrale an.

Sein wichtigstes Lebenswerk ist die Salmonella-Serologie. Die Offentlichkeit
kennt die Salmonellen als Erreger von Typhus, Paratyphus sowie als Gastroenteri-
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