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Eine Auflicht-Fluoreszenz-
Einrichtung fiir die Routinediagnose*)

Von Friedrich Walter, Wetzlar
DK 535.822.5:535.822.8

Die mikroskopische Diagnose der Lues wird heute
in vielen Laboratorien auf dem Wege der Fluores-
zenz-Antikorpermarkierung vorgenommen. Die mar-
kierten Prdparate zeigen unter dem Fluoreszenzmi-
kroskop im Falle eines positiven Befundes leuchtend
apfelgriine Treponemen, die sich gut von den nur
sehr schwach fluoreszierenden negativen Spirocha-
ten unterscheiden lassen. Da die Intensitdt des von
der Struktur emittierten Fluoreszenzlichtes in direk-
ter Beziehung zur Menge der absorbierten Erreger-
strahlung steht, ist der Wunsch des Diagnostikers
verstandlich, moglichst viel Erregerlicht auf das Pra-
parat zu konzentrieren und damit die Sicherheit der
Diagnose auch von dieser Seite her zu gewéhrleisten.
Somit ware die Verwendung eines hochaperturigen
Durchlicht-Hellfeldkondensors hier wohl die mikro-
skopich-instrumentell glinstige Losung. Ihr steht aber
entgegen, daB die Beobachtung der fluoreszenzmar-
kierten Bakterien einen absolut dunklen Préaparat-
hintergrund erfordert, damit die Treponemen sich
gut leuchtend von diesem abheben. Normalerweise
wird daher Durchlichtbeleuchtung mit Olimmersions-
Dunkelfeldkondensor n. A. 1,20 durchgefiihrt. Dabei
ist aber auf der Beobachtungsseite auch schon die
maximale numerische Apertur des Olimmersions-
Objektivs festgelegt; namlich um etwa 1,10. Auf der
Bedienungsseite kommt hinzu, daB der Dunkelfeld-
kondensor eben ein Immersionskondensor sein mubB,
um die gewlnschten beleuchtungsseitigen Aperturen
zu erreichen — ein fir die tagliche Routineuntersu-
chung einer Vielzahl von Prédparaten oft ldstiger Be-
gleitzustand beim Mikroskopieren (Verschmieren des
Objekttisches mit Ol, jedesmal beim Prdparatwechsel
neu aufzubringendes Immersionsél etc.).

Diese fir die zeitgebundene Serienarbeit ins Ge-
wicht fallenden Nachteile vermeidet die Fluores-
zenzmikroskopie mit' auffallendem Licht (GREHN
und KORNMANN 1965). Hier herrschen insbeson-
dere bei den starken MikroskopvergroBerungen be-
leuchtungsseitig und beobachtungsseitig optimale
Verhadltnisse: Das Mikroskopobjektiv dient gleich-
zeitig als Kondensor, so daB die Praparate auch mit
der vollen Apertur des Objektivs durch das auffal-
lende Erregerlicht beleuchtet werden. Dabei erzielt
man auBerdem einen dunklen Prdaparathintergrund
wie bei Dunkelfeld-Durchlichtbeleuchtung, da alle
nicht fir die Fluoreszenzanregung absorbierten
Strahlungsanteile durch die Leerstellen im Praparat
und durch das Glas des Objekttragers hindurchtre-
ten und nicht mehr in den mikroskopischen Abbil-
dungsstrahlengang gelangen. Durch den Einsatz
eines speziellen Fluoreszenz-Auflichtilluminators
(PLOEM 1967, EICHLER und WALTER 1968, WAL-

*) Aus dem Laboratorium fir Angewandte Mikroskopie der
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TER und EICHLER 1968), des sogenannten Fluo-
reszenzopaks (nach Ploem), werden die Beleuch-
tungs- und Beobachtungsverhaltnisse noch wesent-
lich verbessert (siehe Abb. 1): durch Verwendung
einer dichromatischen Schicht auf dem Teilerplatt-
chen des Opak-Illuminators erreicht man fir be-
stimmte Wellenldngen der auffallenden Anregungs-
strahlung erhohte Reflexion, und zwar ca. 95%0 ge-
geniiber 50% beim unbeschichteten neutralen Tei-
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Reflexions- und
DurchlaBbereichs der dichromatischen Teilerschichten im
LEITZ-Fluoreszenzopak: Senkrechte Linien-Anregungswel-
lenlidngen; links der Kurven liegt der Reflexionsbereich,
rechts der Kurven der DurchlaBbereich.

Abb. 2: Treponema pallida, fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme eines FITC-markierten Priparates; positive
Antikérperreaktion. Mikroskopische Ausriistung: Siehe
Texterlduterungen.
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lerplattchen im normalen Hellfeld-Opakillumina-
tor. Weiterhin hat die dichromatische Teilerschicht
fir das von der Objektstruktur abgestrahlte und zur
Beobachtung gelangende Fluoreszenzlicht eine er-
hohte Durchlassigkeit (80 bis 90°0) gegeniiber dem
Normalfall. Im ganzen enthdlt der LEITZ-Fluores-
zenzopak 4 dichromatische Teiler, deren Refle-
xionsschwerpunkte und Durchlabereiche gemaB
Abb. 1 im UV, im Violett, im Blau und im Grin lie-
gen. Entsprechend dieser Reihenfolge werden sie
verwendet fiir die Fluoreszenzmikroskopie von Dia-
minonapthylsulfonsdure-Markierungen (UV), Cate-
cholamin-Reaktionsprodukte/Falk-Methode (violett),
Fluoreszeinisothiocyanat-Markierungen (blau), Te-
tramethylrhodamin- bzw. Lissamin-Rhodaminprapa-
rate und Fuchsinfarbungen/Feulgen (griin).

Man wird Fluoreszenz-Antikdrperpraparate von Spi-
rochdten und &ahnliche Objekte mit Blaulicht zur
Fluoreszenz anregen und mit einem Sperrfilter
K 530*) oder aber K 510%) beobachten. Der Beob-
achter sieht also bei Benutzung der Olimmersion
sehr helle Fluoreszenz der antikorpermarkierten
Bakterien auf dunklem Untergrund (Abb. 2).
Bedienungstechnisch — und daher fiir den Routine-
betrieb im Diagnoselaboratorium von Interesse —
hat die beschriebene Auflicht-Fluoreszenzmethode
zwei Hauptvorteile:

1. Es entfdllt die Benutzung eines Olimmerionskon-
densors und die damit zusammenhdngende lei-
dige ,Olschmiererei” auf der Prédparatunterseite
und den angrenzenden Mikroskopteilen, Prapa-
tatekdsten usw.

2. Man braucht kein schwach vergroBerndes ,Such-
objektiv’ mehr wie bei Durchlicht-Dunkelfeld,
sondern kann direkt mit dem Olimmersionsobjek-
tiv das Prédparat einstellen. Man findet dabei ga-
rantiert die fluoreszierenden Treponemen ohne
Schwierigkeit, da hier im Auflicht eine Konden-
sorjustierung, wie sie im Durchlicht oftmals fir
jedes neue Prédparat notwendig sein kann, vollig

Abb. 3:
LEITZ-Auflicht-Fluoreszenzmikroskop
ORTHOLUX mit

Fluoreszenzopak nach PLOEM.

wegfallt. Dies bedeutet fiir den Mikro-
skopierenden eine groBe Zeitersparnis.

Die mikroskopische Apparatur besitzt
zweckmadBigerweise als Grundstativ ein
Mikroskop ORTHOPLAN oder ORTHO-
LUX (vgl. Abb. 3). An diese Stative
kann man dann unter Vermeidung
samtlicher Umlenk-Spiegelsysteme direkt
fir geraden Durchgang ein Lampenhaus
250 mit der 200 W-Quecksilberhochst-
drucklampe fiir die Fluoreszenzmikro-
skopie ansetzen.

An Stelle des tiblichen Objektivrevol-
vers fir Durchlichtbeobachtung nimmt
das Mikroskopstativ den Fluoreszenzo-
pak mit Tubuslinse fir 170 mm Durch-
lichtoptik auf. Am Opak-Revolver werden die Ol-
immersionsobjektive F1 Ol 95/.0—1.30**) und ggf.
noch der Achromat Iris Ol 100/1.10—1.30 ange-
bracht. Die freien Offnungen des Revolvers werden
durch Einschraubkappen verschlossen, falls man sie
nicht fiir Alternativuntersuchungen im Durchlicht
z. B. fir Phasenkontrast mit anderen Objektiven
bestiickt. Aus Grinden einer weiteren Steigerung
der Bildhelligkeit sollten schwach vergroBernde
Okulare benutzt werden; also z. B. Okular 6.3 x.
Die fiir diese Untersuchungen notwendigen Beleuch-
tungseinrichtungen (Glihlampe, Durchlichtkonden-
sor) werden auf die gewohnte Weise am Stativ an-
gebracht. Die Fluoreszenz-Sperrfilter befinden sich in
dem ublichen Filterschieber im Opak-Revolver
(ORTHOLUX) bzw. im Stativ (ORTHOPLAN).

Es sei hier darauf hingewiesen, dafl die beschriebene
Mikroskop-Ausristung ganz allgemein fiir die Fluo-
reszenzmikroskopie von markierten Proteinen be-
sonders geeignet ist. Entsprechende instrumentelle
Ausbaumoglichkeiten bestehen im Rahmen des
LEITZ-Bausteinsystems.

*) K = Kantenlage; Zahlenwert = 2 [nm] bei 7 45%

**) Der Autor hat bisher keine stérende Eigenfluoreszenz dieser
Fluorit-Objektive beobachten kénnen.

Anschrift des Verfassers: Dr. phil. Friedrich Walter, Labor
ANWENDUNG MIKRO — ERNST LEITZ GMBH, Wetzlar
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