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Problemstellung

Bei der Einteilung der menschlichen Riickfallfieber-Spirochaeten hat man bisher an der
grundsitzlichen Unterscheidung zwischen der durch Liuse (Pediculus) iibertragenen
Borrelia (Spirochaeta) recurrentis (= obermeieri), dem Eareger des europdischen Riickfall-
fiebers, und den zahlreichen durch Zecken der Gattung Ornithodorus iibertragenen Spiro-
chaeten festgehalten, welche die Erreger der auf tropisches und subtropisches Gebiet
beschréinkten Riickfallfieber sind. Die Differenzierung der letzteren basiert auf ibrer
Pathogenitiit fiir Miuse, Meerschweinchen und Kaninchen, vor allem aber auf ihren
Beziehungen zu ganz bestimmten Zeckenwirten, von denen sie teilweise den Namen
erhalten haben. Wieweit die in diesem Zusammenhang in der letzten Zeit aufgestellten
zahlreichen neuen Spirochaetenarten zu Recht bestehen oder mit bereits bekannten Arten
identisch sind, ist noch nicht gekldrt. Eine Sonderstellung nimmt der Erreger des afrika-
nischen Riickfallfiebers, B. duttoni, ein, dessen wichtigster Ubertriger Ornithodorus
moubata ist, der sich aber offenbar auch in einigen anderen Ornithodorusarten entwickeln
oder wenigstens eine Zeitlang lebend halten kann.

Die Beziehungen der Liuse- zu den Zeckenspirochaeten sind wiederholt Gegenstand
von Diskussionen und Untersuchungen gewesen, weil ein phylogenetischer Zusammen-
hang zwischen beiden Gruppen sehr naheliegend ist. Nicolle und Anderson (1927 a)
sahen die Liusespirochaeten als den Endpunkt einer in Etappen verlaufenen Entwick-
lung an, die von Spirochaeten kleiner Siuger ihren Ausgang genommen hat und bei
welcher der Mensch erst spit als wichtiger Mitspieler aul der Szene erschien, withrend
er bei den Zeckenriickfallfiebern bis heute ein zufiilliger und entbehrlicher Warmbliiter-
wirt geblieben ist. Nach den franzosischen Autoren gibt es nur ¢in Liuseriickfallfieber,
»la figvre recurrente mondiale”, dessen Erreger die schon genannte B, recurrentis ist.

Die Unterscheidung der Spirochaeten auf der Basis ihrer Ubertriiger ist nur dann wirk-
lich berechtigt, wenn es sich um spezifische, obligate Ubertriiger handelt. Es hat
daher nicht an Versuchen gefehlt, die Entwicklungsfihigkeit der Spirochaeten in anderen
als ihren natiirlichen Arthropodenwirten zu priifen. Brumpt (1949) faf3t das Ergebnis
dieser Versuche dahin zusammen, daf} sich Zeckenspirochaeten nur ausnahmsweise und
fiir kurze Zeit in Liusen lebend halten kénnen, ebenso wie umgekehrt Litusespirochaeten
in Zecken. Craig und Faust (19483) lehnen die Infektiositiit der Zeckenspirochaeten fiir
L&use itberhaupt ab. Diese Feststellung kann heute jedoch nicht mehr als allgemein giil-
tige Regel aufrechterhalten werden.

Uber die Infektion von Zecken mit B. recurrentis sind nur wenige Versuche mit negativem
oder unklarem Ergebnis bekannt. So versuchten Baltazard, Bahmanyar und Mofidi
(1947) vergeblich, Ornithodorus moubata, O. erraticus, O. lahorensis, O, turicata und O. parkeri
an jungen Kaninchen mit B. recurrentis zu infizieren. Spiiter soll ihnen dies gelungen sein

(Baltazard, Mofidi, Bahmanyar und Seydian 1947). Bei dieser Gelegenheit habe dic
B. recurrentis nach kurzer Passage im Kaninchen die gleichen Kigenschaften wie B, microti an-
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genommen (vgl. S. 42). Sofiev und Leitman (1946) setzten an Patienten mit Liuseriickfall-
fieber O. papillipes und O. tartarovskyi zum Saugen an. Die Spirochaeten iiberlebten in beiden
Arten und vermehrten sich wahrscheinlich auch. Sie waren durch Uberimpfung von zerriebenen
Zecken auf Warmbliiter noch nach 134 Tagen nachweisbar. Die Zecken konnten die Spirochaeten
jedoch nicht durch den Stich, und zwar beim Saugen an Miusen, Meerschweinchen und Men-
schen iibertragen.

In groflerer Zahl sind Versuche der Infektion von Liusen mit Zeckenspirochaeten
unternommen worden, um damit die Hypothese von der phylogenetischen Ableitung der
B. recurrentis aus Zeckenspriochaeten zu unterbauen. Die Versuche wurden methodisch
meist so durchgefiihrt, dafl Liuse an spirochaetenhaltigen Blutspendern (Mensch, Affe,
Kaninchen, Maus) ein- oder mehrmals zum Saugen angesetzt und bestimmte Zeit danach
direkt, in den meisten Fillen aber durch Ubertragung zerricbener Liuse in empfing-
liche Versuchstiere auf Spirochaeten gepriift wurden. Dabei ergaben sich einerseits auf-
fillige Unterschiede zwischen den Versuchen der einzelnen Autoren mit der gleichen
Erregerart, andererseits unterschiedliches Verhalten bei-Versuchen mit verschiedenen
Spirochaetenarten,

Am ungeeignetsten fiir eine Entwicklung in der Laus scheint B. persica zu sein. Uber groften-
teils negative Versuche zur natiirlichen Infektion von Kleider-, Kopf- und Affenliusen (Pedicinus
eurygaster) berichten Adler und Ashbel (1942). Als Versuchstiere dienten Affen. Die von den
L4usen beim Saugen aufgenommenen Spirochaeten gingen innerhalb einer Stunde bis spétestens
6 Tagen, in den meisten Versuchen innerhalb von 2 Tagen zugrunde. Nur bei einem von 4 Stim-
men waren 10 Tage nach dem Saugen durch Ubertragung von zerriebenen Liusen auf splenek-
tomierte Ratten noch virulente Spirochaeten nachweisbar. Einheitlich negativ waren ausgedehnte
Versuche von Baltazard und Mitarb. (1947, 1948, 1950 a) mit der gleichen Erregerart. Ebenso
mifllangen Versuche der Infektion von Liusen mit B. uzbekistanica (= sogdianum), die wahr-
scheinlich mit B. persica identisch ist, welche Leonova (1945) und Sofiev und Leitman
unternahmen, Die Liuse wurden teils an menschlichen Patienten zum Saugen angesetzt, teils
nach der Methode von Weigl mit Zitratblut vom Meerschweinchen rectal inokuliert
(Leonova). Die Spirochaeten gingen wenige Stunden nach der Inokulation der Liuse ein.
Adler und Ashbel haben als erste Liuse intracoelomal mit B. persica inokuliert. Die
4 dabei benutzten Stdmme verhielten sich unterschiedlich, Im giinstigsten Fall iiberlebten die
Spirochaeten im Coelom 7 Tage. Das war bei einem Stamm der Fall, der auch nach Ubertragung
durch Saugen bis zu 10 Tagen in der Laus lebensfihig blieb. In keinem Versuch konnten die
Autoren eine Vermehrung der Spirochaeten in der Laus beobachten. Hingegen gelang den
franzésischen Autoren (Baltazard und Mitarb. 1947, 1950 a, b) relativ leicht die Infektion von
Pediculus mit mehreren Spirochaetenarten durch Fiittern der Liuse an neugeborenen Kaninchen:
B. parkeri (positive Ubertragungsversuche 9—14 Tage nach dem Saugen), B. microti (4—19 Tage),
B. merionesi (2—14 Tage), B. hermsi (10 Tage), B. turicatae (2—7 Tage) und B. gallinarum
(2—9 Tage).

Nicolleund Anderson (1926, 1927 b) hatten bereits frither nachgewiesen, daf3 B. hispanica,
die durch O. erraticus {ibertragen wird, mit Liusen, die an kranken Affen Blut gesogen hatten,
nach 8—10 Tagen auf gesunde Affen i{ibertragen werden konnte. Diese Beobachtungen wurden
spiter von Boiron, Koerber und Carronnier (1948) bestiitigt, die gleichzeitig Liuse und
Zecken (O. erraticus) an kranken Affen fiitterten. Die Zecken infizierten sich und iibertrugen die
Spirochaeten ohne weiteres durch den Stich auf gesunde Affen. Die Liuse wurden bis zu 5 Tagen
hintereinander an kranken Affen, anschlieBend jeweils am Menschen gefiittert. Vom 4. bis
23. Tage nach der infektidsen Blutmahlzeit wurde tiglich eine Anzahl Liuse mikroskopisch
untersucht, anschlieflend zerrieben und in M#use, z. T. in Affen gespritzt. Mit 4 Ausnahmen
ging die Infektion bei allen Versuchstieren an. Mikroskopisch liefen sich die Spirochaeten in den
Liusen erst vom 10. Tage ab feststellen. Thre Zahl nahm laufend zu und erreichte am 19, und
20. Tag das Maximum. Diese Beobachtungen zeigen, daf} sich die Spirochaeten in der Laus ver-
mehren kénnen. Bei den von Baltazard und Mitarh. (1950a) angestellten Ubertragungs-
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versuchen mit B. hispanica waren nur 4 von 11 Experimenten erfolgreich. Die Ubertragung
gelang mit Zerreibungen von Liusen 7—19 Tage nach dem Saugen, wihrend bei mikrosko-
pischer Untersuchung der Liuse ein Nachweis der Spirochaeten miBlang,

Baltazard und Mitarb. (1950 b) arbeiteten sodann mit einem Stamm von B. crocidurae aus
Dakar und 9 Stimmen von B. microti aus dem Iran. Sie lieBen Liuse an Patienten saugen, die
fiir therapeutische Zwecke mit den Spirochaeten infiziert worden waren, um den natiirlichen
Verhiltnissen moglichst weitgehend gerecht zu werden. Zur Kontrolle fiitterten sie gleich-
zeitig den spezifischen Ubertriiger, O. erraticus, an denselben menschlichen Blutspendem. Auf
Grund der Versuchsergebnisse kamen die Autoren zu dem Schluf3, daf3 sich die Liuse praktisch
ebenso leicht und ebenso hiufig infizierten wie die Zecken und daf kein nennenswerter Unter-
schied zwischen der Infektion von Liusen mit B. microti und B. recurrentis bestehe. Die Zecken-
spirochaeten wurden nach der Liusepassage mit Erfolg wieder auf den Menschen iibertragen.

Mit B. crocidurae, die urspriinglich aus Spitzmiusen in Dakar isoliert worden war und heute
als Variante oder sogar als Synonym von B. duttoni angesehen wird (vgl. Boiron 1949), hatten
bereits Nicolle und Anderson (1927 b) experimentiert. Sie konnten die Spirochaete aller-
dings nicht auf die Laus iibertragen, wihrend Mathis (1928) und Boiron (1949) bei ent-
sprechenden Versuchen positive Ergebnisse hatten. M a this fiitterte Liiuse 4 Tage hintereinander
am Affen. 8—10 Tage spiter wurden 25 itberlebende Tiere in 3 Portionen auf einen Affen ge-
spritzt, dessen Infektion inapparent verlief. Boiron infizierte die Liuse an Affen und neu-
geborenen Miusen und konnte die Spirochaeten 6—14 Tage nach dem Saugen experimentell
wieder auf Affen und Méuse iibertragen. Ein direkter Nachweis von Spirochaeten in der Laus
war erst 11—12 Tage nach dem Saugen méglich. An den mit zerriebenen Liusen inokulierten
Miusen infizierten sich wieder Zecken (O. erraticus). Die urspriinglichen Eigenschaften des
Stammes hatten sich also durch die Liusepassage nicht geindert.

Von besonderem Interesse waren fiir uns die Versuche der Infektion von Liusen mit
B. duttoni. Blanchard (1914) hatte schon frither vergeblich versucht, B. duttoni im
Kongo aus Léusen unter natiirlichen Bedingungen zu isolieren. Auch die Experimente,
die Nicolle, Blaizot und Conseil (1913) und spiiter Nicolle und Anderson
(1927b) unternahmen, um die Spirochaeten auf Liuse zu iibertragen, verliefen negativ.
Erfolgreich waren dagegen spiter Heisch und Garnham (1948), die Kleiderliuse an
infizierten Affen saugen lielen und 2—17 Tage danach die Spirochaeten in einem Teil der
Lause entweder direkt oder iiber eine Inokulation von Miusen und Affen nachweisen konn-
ten. In einem Fall ging der Stamm viermal hintereinander iiber die Laus mit Zwischen-
schaltung des Affen als Warmbliiterwirt. Nur in verhiltnismiBig wenig Liusen fanden
sich allerdings Spirochaeten. Auf die Pathogenitit der Spirochaeten fiir Affen und Miuse
hatte die Lidusepassage keinen Einflu3. Heisch (1949) konnte spéter in Kenya in cinem
Riickfallfiebergebiet aus Liusen, die von 7 verschiedenen Patienten stammten, in 4 Fillen
B. duttoni isolieren und schloB3 daraus auf die Moglichkeit, daf3 die Kleiderlaus unter
bestimmten Bedingungen auch als Ubertriiger des afrikanischen Riickfallficbers in epi-
demischer Form fungieren kann.

Es schien uns auf Grund dieser teils ungenauen, teils widersprechenden Ergebnisse
von Interesse, die Eignung der Kleiderlaus als mdglichen Wirt fiir B. duttoni nochmals
experimentell zu priifen. Die kiinstliche Inokulation der Laus bot hierfiir eine
einfache und noch wenig angewandte Methode. Uber unsere bisherigen Beobachtungen
soll im folgenden berichtet werden.

Material und Methoden

Wir benutzten fiir unsere Versuche 3 Stimme von B. duttoni, die uns Herr Prof. Geigy
vom Schweizerischen Tropeninstitut in Basel freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
hatte. Die Stimme wurden aus Zecken (O. moubata) isoliert, die in Eingeborenenhiitten
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mit Riickfallfieberfillen in verschiedenen Gegenden Tanganyikas gesammelt worden
waren. Sie unterschieden sich teilweise in bezug auf den Verlauf der experimentellen
Infektion in der weiBBen Maus sowie in ihren immunologischen Eigenschaften. Eine Be-
schreibung der Stammcharaktere findet sich bei Geigy (1951) und Geigy und Burg-
dorfer (1951). Wir arbeiteten mit den Stdimmen Ifakara, Itete und Mkasu 5. Geigy und
Burgdorfer fanden, daf3 der letztere schwer auf der Maus anging, bei der dritten Pas-
sage nicht mehr im peripheren Blut auftrat und sich dann nur bei Verimpfung von Gehirn
und Leber nachweisen lieB. Da sich in unseren orientierenden Versuchen diese 3 Stimme
in der Laus ziemlich gleichartig verhielten, haben wir uns bei den weiteren Experimenten
hauptséichlich auf den Stamm Itete beschrinkt.

Wir erhielten die Stimme in Zecken (O. moubata), die an infizierten Méiusen gesogen
hatten. Die Zecken wurden emulgiert und subkutan auf Méuse gespritzt. Sobald das Blut
der Méduse geniigend Spirochaeten zeigte, entnahmen wir einen Blutstropfen, verdiinnten
ihn zur Verhinderung der Gerinnung im Verhiltnis von etwa 1:5 mit Bouillon und spritz-
ten das Gemisch auf Kleiderlduse. Die Liuse wurden teils rectal, teilsintracoelomal
inokuliert und anschlieBend in der itblichen Weise 1 Stunde tiglich am Menschen ge-
tittert. In der Zwischenzeit standen sie im Brutschrank bei 319, Die erste Fiitterung am
Menschen fand ungefihr 2 Stunden nach der Inokulation statt. Fiir die intracoelomale
Infektion benutzten wir Weibchen, die von der Vagina aus inokuliert wurden., Wir haben
auch Lduse auf natiirlichem Wege durch Fiittern mit spirochaetenhaltigem Miuseblut
infiziert. Insgesamt haben wir rund 35 Versuchsserien angesetzt, wobei die einzelnen
Serien 25 bis 50, ausnahmsweise bis zu 70 Liuse umfaf3ten.

Bei den verschiedenen Inokulationsmethoden ergaben sich in Abhingigkeit vom Fiillungs-
zustand des Magens und der Sauglust der Liuse deutliche Unterschiede in der aufgenommenen
Flisssigkeitsmenge und damit natiislich auch in der verabfolgten Spirochaetenzahl. Durch
Wigung von je 30 Tieren errechneten wir, daf eine Laus beim normalen Saugakt am Menschen
durchschnittlich 1,27 bis 1,51 mg aufnahm, beim Saugen an der Maus 0,51 bis 1,23 mg. Durch
rectale Inokulation wurden dagegen nur 0,71 mg, durch intracoelomale Beimpfung 0,6 mg des
verdiinnten Blutes bzw. der verdiinnten Hamolymphe tibertragen.

Die Liuse wurden an Hand von nach Giemsa gefirbten Ausstrichen der Coelom-
flissigkeit (Hdmolymphe) fortlaufend auf den Spirochaetengehalt kontrolliert. Die
Coelomfliissigkeit kann in gréBerer Menge nach Entfernen des Kopfes oder in kleinsten
Tropichen durch Beinamputation entnommen werden. Die letztere Methode hat den
Vorteil, daf3 die Lduse am Leben bleiben und man sich vor der Verarbeitung tiber ihre
Infektiositit informieren kann. Zum Zwecke der Virulenzpriifung wurden Miuse
mit der Coelomfliissigkeit inokuliert. Sobald feststand, daB sich die Spirochaeten in der
Laus vermehren kinnen, bemiihten wir uns, einen Stamm in kontinuierlichen Passa gen
ausschlieBlich auf Liusen zu halten. Den EinfluB der Liusepassage auf die
Spirochaeten priiften wir spiter durch Fiitterung von Zecken an Miusen, die ihrerseits
mit der Hédmolymphe positiver Liuse inokuliert worden waren.

Ergebnisse der kiinstlichen Inokulation

Als wichtigstes Ergebnis konstatierten wir zunéchst, daf3 in allen Versuchen sowohl
nach rectaler wie intracoelomaler Inokulation eine Vermehrung der Spirochaeten in
der Laus stattfand. Der mikroskopische Nachweis der Spirochaeten in der Himolymphe
stiel3 auf keinerlei Schwierigkeiten, da es sich auf spiteren Stadien oft um riesige Spiro-
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chaetenmengen handelte. Dieses Ergebnis hat uns im Hinblick auf die zahlreichen in der
Literatur mitgeteilten negativen mikroskopischen Befunde {iberrascht. Die Laus schien
uns deswegen ein durchaus geeigneter Wirt fiir B. duttoni zu sein, Die wichtigsten
Versuchsdaten fiir den Stamm Ifakara sind in Tab. 1 zusammengestellt, die Versuche mit
Stamm Mkasu 5 in Tab. 2, mit Stamm Itete in Tab. 8.

Tab. 1. Infektion von Kleiderliusen mit Borrelia duttoni, St. Ifakara

H i = =
Zz suchs- | % 03 E 5|59 53 :
b V?:ESES -.g 8 'g Material . | © & g 4 % E, Bemerkungen
< =R g lTg | T8
N 5 ¥
3002 25.9. bis r. Blut v. Maus| 35 32 12 | Zahl der Spirochaeten
13.10. 52 (87,5) | nimmt laufend zu.
3099 8.10. bis T, Blut v. Maus| 30 28 7
17.10. 52 (25,0)
3123 | 24.10. bis ic. Blut v. Maus| 35 29 27 | Erhohte Sterblichkeit nach
6.11.52 (93,1) | 11 Tagen.
3137| 1.11. bis |Blutsaug. | Blut v. Maus| 15 13 6 | Liuse nehmen nur wenig
8.11.52 |a.d.Maus {(46,1) | Blut an der Maus auf, am

besten saugen Larven.

3275 25.2. bis | Blutsaug. | Blut v. Maus| 46 46 22 | Léuse saugen z. Teil gut.
6.3.53 a.d. Maus (47.8)

Tab. 2. Infektion von Kleiderldusen mit Borrelia duttoni, St. Mkasu 5
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3269 | 28,2, bis I. Blut v. Maus | 306 32 4 | Schwache Infektion der
5.8.58 (12,5) | Maus.
32701 23. 2. bis ic. Blutv. Maus | 34 32 24 | Zahl der Spirochaeten
4.3.53 {75,0) | nimmt laufend zu. Liuse-
passage 1. 3291. Ubertrag.
auf Miuse am 4. 3. 53 +.
3291 4. 8. bis r. Coelomil. v. 8| 27 26 4 | Impfsuspension enthilt
13.8.53 Liusena. 3270 (15,4) | reichlich Spirochaeten,
r. = rectal, ic. = intracoelomal

Deutliche quantitative Unterschiede ergaben sich zwischen den Resultaten der rectalen
und intracoelomalen Inokulation. Die Versuchsserien mit Stamm Ifakara liefen bei
rectaler Infektion 14 resp. 18 Tage, bei intracoelomaler 13 Tage. Der Prozentsatz der
positiven Liuse betrug nach rectaler Inokulation 25—37,5, nach intracoelomaler 93,1.
Mit Stamm Mkasu 5 wurden nur 3 Versuche angesetzt (Tab. 2). Wihrend bei rectaler
Infektion 12,59 der Liuse positiv wurden, erreichte die Zahl der spirochaetenhaltigen
Tiere nach intracoelomaler Infektion 75 %, Im zeitlichen Ablauf ergaben sich gegeniiber
den beiden anderen Stimmen keine Unterschiede. Auch bei Verwendung von stark posi-
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tiver Hédmolymphe fir die rectale Inokulation (Versuchsnr, 3291) hatten nicht mehr als
15,4%0 der Liuse Spirochaeten in der Coelomfliissigkeit. Die Versuchsserien mit Stamm
Itete erstreckten sich mit Einschluf3 der Laus-zu-Laus-Passagen bei rectaler Infektion auf
7—18 Tage, im Durchschnitt auf 9,8 Tage, bei intracoelomaler Infektion auf 7—22, im
Durchschnitt auf 17,1 Tage. Beriicksichtigt ist hierbei der Stand vom 29. 4. 53 (Tab. 3,
Versuchsnr. 3336). Beim Stamm Itete schwankte der Prozentsatz der positiven Liuse
nach rectaler Inokulation zwischen 3,6 und 85,3, nach intracoelomaler zwischen 71,4
und 100. Bei intracoelomaler Inokulation fanden sich also stets viel mehr positive Liuse
als bei rectaler. Das gilt fiir alle 8 Stimme.

Der Grund liegt zweifellos darin, daf3 es auch unter giinstigsten Verhiltnissen nur einen
kleinen Teil der in den Magen gelangten Spirochaeten gliickt, das Darmepithel zu passie-
ren und die Himolymphe, ihren eigentlichen Lebensraum im Zwischenwirt, zu erreichen.
Wabhrscheinlich sterben die meisten Spirochaeten im Darm ab oder sie werden mit den
Faeces ausgeschieden. Kommen sie aber bei kiinstlicher Infektion unmittelbar ins
Coelom, so sind sie offenbar gesichert, und es steht ihrer Vermehrung nichts im Wege.
Vereinzelte negative Resultate der Versuche mit intracoelomaler Inokulation sprechen
nicht gegen diese Ansicht. Sie kénnen durch kranke oder verletzte, jedenfalls fiir die
Spirochaetenentwicklung ungeeignete Tiere bedingt sein. Einige Liuse mdgen untersucht
worden sein, bevor die Vermehrung der Spirochaeten begonnen hatte. Wir diirfen jeden-
falls aus unseren Beobachtungen unbedenklich folgern, daB sich die Spirochaeten in
allen gesunden und lege artis intracoelomal inokulierten Liusen ungestort vermehrten
und weiterentwickelten.

Beurteilung der rectalen Infektion

Die rectale Infektion kommt u. E. den natiirlichen Verhiltnissen sehr nahe. Bei
strenger Kritik wird man vielleicht die kiinstliche Inokulation beanstanden mit dem Hin-
weis, dafl die Spirochaeten hierbei unter so hohem Druck in die Laus gebracht werden,
daf} sie u. U. gleich ins Coelom kommen., Wir sind jedoch mit der Methode der rectalen
Inokulation seit vielen Jahren vertraut und benutzen sie u. a. mit bestem Erfolg zur Hal-
tung von Rickettsienstdimmen. Fiir die Rickettsien ist es belanglos, ob sie per os oder via
rectum in den Magen und zu ihren Wirtszellen gelangen. Wenn man mit entsprechend
zubereiteten Suspensionen arbeitet, konnen die Liuse allerdings auf rectalem Wege
wesentlich mehr Rickettsien resp. Spirochaeten aufnehmen als jemals beim Saugen.
Adler und Ashbel z. B. arbeiteten mit konzentrierten, von Blutkdrperchen befreiten
Spirochastenaufschwemmungen, Verwendet man als Impfmaterial frisches Blut, wie wir
es getan haben, dann scheidet diese Moglichkeit aus. Da wir das Blut wegen der beque-
meren Verarbeitung vor dem Verimpfen mit Bouillon verdiinnt haben, erhielten die Liuse
bei rectaler Inokulation weniger Blut und damit auch weniger Spirochaeten als beim
natiirlichen Saugakt (vgl. S. 81).

In Ausnahmefillen kann es wohl vorkommen, daf3 bei Verwendung von zu alten Liusen oder
bei nicht sachgemiBer Inokulationstechnik das Darmlumen wihrend der rectalen Inokulation
verletzt und ein Teil des Impfmaterials direkt ins Coelom gedriickt wird. Derartig geschidigte
Liuse sind aber an der vom Hamoglobindurchtritt herrithrenden rotlichen Verfirbung spitestens
nach 48 Stunden zu erkennen. Solche Liuse wurden nicht beriicksichtigt. Zur weiteren Ent-

kriftung einer moglichen Kritik an der kiinstlichen Infektion haben wir auch den natiir-
lichen Infektionsweg gepriift.
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Tab. 8. Haltung von Borrelia duttoni, St. Itete, auf Kleiderliusen
2| 5 458 Hel gt s
é; zsai?egf_ & §'§ Material g ::3 2 5 % :g Bemerkungen
> S STITEITR
3102 | 4.10. bis r. Blut v. Maus| 35 34 12 | Die ersten positiven L.
22.10. 52 (85,3) | nach 8 Tagen.
3141} 8.11 bis | Blutsaugen an d. Maus| 25 19 4 | Liuse saugen nur wenig
12. 11. 52 (21,1) | Blut.
3090 | 24.9. bis ic. Blut v. Maus| 35 31 30 | Ubertragung auf Miuse
10. 10. 52 (96,8) | am 10. 10. +. Liusepas-~
sage r. 3101.
3101 | 4,10, bis I. Coelomdl. 28 25 5 Liusepassage ic. 3110.
15.10. 52 v. 3 L. 3090 (20,0)
3110 | 15.10. bis ic. Coelomfl. 35 33 25 | Eiter u. Fy — Gen. —,
30.10. 52 v. 7 L. 8101 (75,8) | Liusepassage r. 3125.
3125 | 28.10. bis T, Coelomfl. 30 19 6 Liusepassage ic. 3150 und
11.11.52 v. 5 L. 3110 (31,6) | Ubertragung r. u. ic. auf
Haematopinus suis.
3150 | 11.11. bis ic Coelomfl, 30 19 16 | L#usepassage ic. 3160.
24.11.52 v. 10 L. 8125 (84,2)
8160 | 24.11. bis ic. Coelomfl. 25 22 21 | L#usepassage ic. 3166.
5. 12. 52 v. 7 L. 3150 {95,5)
3166 | 5.12. bis ic. Coelomfl, 30 17 15 | StarkeSterblichkeit. Liuse-
15.12. 52 v. 6 L. 3160 (88,2) | passage r. 3178. Ubertra-
gung auf Miuse +.
3178 | .15.12. bis I Coelomfl. 30 11 1 | Liusepassage ic. 3190.
23.12.52 v. 8 L. 3166 (9,1) | Ubertragung auf M&use +.
3190 | 23.12. bis ic. Coelomfl. 30 14 11 | 14 tote oder kranke L. Die
5.1.53 v. 16 L. 8178 (78,6) | ersten positiven nach 6 Ta-
gen. Liusepassage ic. 3195.
Ubertragung auf Miuse +.
3195 5. 1. bis ic. Coelomfl. 40 10 9 | 29 tote oder kranke L.
18.1.58 v. 11 L. 3190 {90,0) | Liusepassage ic. 3207.
Ubertragung auf Maus, am
20. 10. 52 geimpft m. St.
Ttete —, auf Maus, am
24. 11. 52 geimpft m. St.
; Ifakara +.
3207 | 13.1. bis ic. Coelomfl. 30 13 10 | 30 tote oder kranke L.
23.1.53 v. 11 L. 3195 (76,9) | Liusepassage ic. 3121, r.
3120.
3220 | 23.1. bis 1. Coelomfl, 30 15 3 | Am 3. 2.53 12 L. {. Total-
8.2.53 v. T L, 8207 {20,0) | zerreibg. auf 2 Miuse —.
3221 | 23.1 bis ic. Coelomfl. 20 8 7 11 tote oder kranke L.
3L.1.53 v. 7 L. 3207 (87.2) | Liusepasage ic. 8237.
! r. = rectal; ic. = intracoelomal.
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Tab. 8. Haltung von Borrelia duttoni,

St. Itete, auf Kleiderldusen (Fortsetzung)

Z Lo 3 —~2|l g5 €
é PSZ?laegre- § 873 Material ] % 4 g% Bemerkungen
K SE g <oy | B8
N 3 &
3237 | 8I1.1. bis ic. Coelomfl, 36 16 13 | In den ersten Tagen
9.2.53 v.9 L. 3221 (81,5) | 28 Tote. Liusepassage ic.
3247.
3247 9. 2. bis ic. Coelomfl. 29 25 25 | Beginnende Schiddigung
19.2.53 v. 7 L. 3287 am 8. Tag. Liusepassage
ic. 3268. Ubertragung auf
Mé4use am 19, 2. 53 +, auf
Zecken am 27. 2. 53 .
3263 | 19. 2. bis ic. Coelomfl. 38 7 5 | Infiziert 13 29 u. 25 44,
26. 2,53 v. 9 L, 3247 (71,4) | Sterblichkeit d. 8. Léuse-
passage ic. 3277. Ubertrag.
a. Miuse 26. 2. 53 +, auf
Zecken am 2, 3. 58 +.
3277 26.2.bis ic. Coelomfl. 34 14 14 | Lidusepassage 1. 3303.
10. 3. 53 v. 6 L. 3263 Ubertragung a. Miuse am
7.38.53 u. 10. 3. 53 -, auf
Méuse, am 20. 10. 52 ge-
impft m. St. Itete —, m.
St. Ifakara +, auf Zecken
am 11. 8. 58 +.
3305 | 10. 8. bis T. Coelomfl. 28 28 1 | Positive Léuse am 3. Tag
17.3.53 v. 6 L. 3277 (3,8) | nach der Infektion.
3271 | 24.2. bis I. Blut v. Maus | 32 32 5 | Schwache Infektion d.
6.3.53 3247 (15,6) | Maus.
3301 6. 3. bis Blutsaugen an d. Maus| 50 41 31 | Liuse saugen gut.
12.3.58 (8277) (75,6)
3316 | 14.8.Dbis Blutsaugen an d. Maus| 54 51 12 | Liuse saugen gut.
24. 3. 53 (3277) (30,8)
3325 | 18.8.bis ic. Blut v. Maus| 28 19 17 | Liusepassage ic. 3836.
7.4.53 3277 (89,5)
3336 | 7.4.bis ic. Coelomfl. 30 19 19 | Liusepassage ic. 3373,
29. 4. 53 v. 2 L. 3325
3373 | 29.4.bis ic. Coelomfl. 25 10 10 | Nach einer weiteren Pas-
21. 5. 53 v. 5 L. 3336 sage Haltung in der Laus
abgebrochen.

1y, = rectal; ic. = intracoelomal.

Zu diesem Zweck haben wir hungrige Liuse an positiven Miusen angesetzt (Tab. 1,
Nr. 3187 und 3275, Tab. 8, Nr. 3141, 3301 und 3316). Die Liuse sogen zwar an der Maus
z. T. nur wenig Blut, doch konnten wir in allen Versuchen bei einer Anzahl der an-
gesetzten Exemplare feststellen, dal3 sie frisches Blut aufgenommen hatten. Bei dem
ersten Versuch mit Stamm Ifakara (3137) enthielten von 18 Léusen, die an der Maus
gesogen hatten, spiter deren 6 Spirochaeten in der Himolymphe. Wir begannen mit der
Kontrolle der Liuse am 3. Tag nach dem Saugen. Die beiden zu dieser Zeit untersuchten

g
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Tiere waren bereits positiv (vgl. Abb, 6). Am 7. Tag wurden die restlichen 5 Liuse ver-
arbeitet: bei 2 Tieren lielen sich Spirochaeten nachweisen. Unter den positiven Liusen
befand sich eine Larve des 3. Stadiums. Im ersten Versuch mit Stamm Itete (Tab. 3,
Nr. 3141) sogen die Liuse besonders schlecht. Von 19 Exemplaren waren hinterher nur
4 positiv, eine Laus allerdings schon nach 8 Tagen. Die Menge der Spirochaeten war in
diesem Versuch, der ebenfalls nach 8 Tagen abgebrochen wurde, durchweg geringer als
in dem ersten Versuch mit Stamm Ifakara,

In 8 weiteren Versuchen mit denselben Stimmen (Tab. 1, Nr. 3275, Tab. 8, Nr. 3301
und 3316) waren die Liuse saugfreudiger. Entsprechend war auch die Zahl der positiven
Liuse wesentlich hoher. Bei Stamm Ifakara enthielten 22 der 46 untersuchten Liuse
Spirochaeten. Der fritheste Spirochaetennachweis gelang nach 2 Tagen. Eine starke
Zunahme der Spirochaeten war vom 7. Tage ab deutlich. Bei Abbruch des Versuchs
am 9. Tage zeigte sich die Himolymphe bei einigen Liusen von groBen Spirochaeten-
mengen {iberschwemmt, nicht anders als nach einer kiinstlichen intracoelomalen Infek-
tion. In einem der beiden Versuche mit Stamm Itete iiberschritt der Hundertsatz der
positiven Liuse 75, d. h. bei tiber 75%0 der Tiere passierte ein Teil der mit dem Blut
aufgenommenen Spirochaeten die Darmwand, drang ins Coelom, um sich dort ungestért
zu vermehren (Tab. 8, Nr. 3301). Bereits 24 Stunden nach der Blutmahlzeit enthielt eine
von 3 untersuchten Léusen Spirochaeten in der Himolymphe. Die Vermehrung war sehr
sttirmisch. Nach 5 Tagen fanden sich bei einigen Liusen schon grofle Mengen von Spiro-
chaeten in der Coelomiliissigkeit. 31 von 41 untersuchten Tieren waren positiv. Der
zweite Versuch (3316) brachte nur 80,8%/ positiver Liuse. Dall wir bei natiirlicher Uber-
tragung teilweise mehr positive Liuse fanden als bei rectaler, erklirt sich leicht daraus,
daf3 die Lduse beim Saugen mit den gréfleren Blutmengen auch mehr Spirochaeten auf-
nahmen als bei der kiinstlichen Inokulation (vgl. S. 81). Diese Beobachtungen an Liusen,
die unter ausgesprochen ungiinstigen Bedingungen, d. h. beim Saugen an einem ungeeig-
neten Wirt und bei nur einmaliger Aufnahme von teilweise sehr geringen Blutmengen
einen hohen positiven Prozentsatz aufwiesen, bekriftigen unsere Annahme, daf3 die
rectale Infektion unter entsprechenden Voraussetzungen ebenso sichere Schliisse erlaubt
wie die nattirliche.

Haltung des Stammes in Laus-zu-Laus-Passagen

Sobald die Lebens- und Vermehrungsfihigkeit der Spirochaeten im Liusecoelom fest-
stand, haben wir versucht, den Stamm in kontinuierlichen Passagen ausschlief3-
lich auf der Laus zu halten. Als Impfmaterial benutzten wir dabei jeweils mit Bouillon
verdiinnte Hidmolymphe, deren Spirochaetengehalt stets gepriift wurde. Das den Liusen
entnommene Impfmaterial enthielt wesentlich mehr Erreger als das fiir den Start der
Versuche benutzte Miuseblut.

Der Verlauf der Stammbhaltung in der Laus ist aus Tab. 3 zu ersehen (Tab. 3, Versuchs-
nummer 3090 ff). Der Stamm ist bis jetzt, d. h. vom 24. 9. 52 bis 24. 4. 53 in 21 nur einmal
unterbrochenen Passagen in der Laus gehalten worden. Meist wurden die Spirochaeten
mit der Coelomfliissigkeit wiederum intracoelomal verimpft. Nur wenige rectale Passagen
sind zwischengeschaltet (Tab. 2, Nr. 3125, 3178, 3305). Die einzelnen Passagen dauerten
im Minimum 7, im Maximum 22, im Durchschnitt 17,1 Tage. Sie hitten ohne weiteres
ausgedehnt werden kénnen, Wir warteten jedoch nicht bis zu ihrem natiirlichen Ende, da
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Abb. 1 Abb. 2

Abb. 1. B. duttoni, St. Itete, aus der Hamolymphe der Laus nach intracoelomaler Inokulation
mit M#useblut. Versuchs.-Nr. 3090, 8, Tag nach der Inckulation. Spirochaeten zwischen sichel-
formigen Blutzellen. Firbung in dieser und den folgenden Abbildungen nach Giemsa, Ver-
groBerung 1200mal. Abb. 2. B. duttoni, Stamm Itete, in einem durch Beinamputation gewon-
nenen Tropfchen der Himolymphe. Intracoelomale Inokulation der Laus mit Méiuseblut.
Versuchs-Nr. 3090, 10. Tag nach der Inokulation. Massenvermehrung der Spirochaeten.

Abb. 3 Abb. 4

Abb. 8. B. duttoni, St. Ttete, aus der Hamolymphe der Laus nach intracoelomaler Inokulation mit
Miuseblut. Versuchs-Nr. 3090, 9. Tag nach der Inokulation. Zahlreiche Spirochaeten zwischen
den Blutzellen. Abb. 4. B. duttoni, St. Itete, aus der Hidmolymphe der Laus nach rectaler
Inokulation mit Coelomfliissigkeit. 5. Passage, Versuchs-Nr. 3125, 9. Tag nach der Inokulation.
Spirochaetenansammlungen an Blutkérperchen.
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uns daran lag, den Stamm mdglichst oft durch die Laus gehen zu lassen. Wesentliche
Reaktionsunterschiede waren in den einzelnen Passagen nicht zu erkennen. Der Prozent-
satz der positiven Liuse blieb die ganze Zeit annihernd gleich. Er dnderte sich auch
nicht merklich in Abhéngigkeit von der Zahl der Léuse, aus welchen jeweils die Impf-
suspension bereitet wurde.

Das Verhalten der Spirochaeten in der Laus

Die mikroskopische Kontrolle der Himolymphe setzte frithestens 20 Stunden nach der
Inokulation ein. Zu diesem Zeitpunkt waren bei den intracoelomal inokulierten Liusen
regelmifig Spirochaeten nachzuweisen, Natiirlich kann es sich dabei um die mit dem
Impfmaterial eingefithrten Spirochaeten gehandelt haben. Doch war der Spirochaeten-
gehalt gelegentlich an diesen und den folgenden Tagen schon recht hoch (Abb. 1), und
auch Teilungsformen waren festzustellen. Die Spirochaetenzahl nahm dann stetig zu.
Selbst kleinste, durch Beinamputation gewonnene Trépfchen der Hamolymphe enthielten
massenhaft Spirochaeten (Abb. 2). Auf spiiteren Stadien (vom 5. bis 8. Tage ab) fanden
sich nicht selten Anhdufungen von Spirochaeten in Form kleinerer oder groferer Kniiuel
(Abb. 4 und 5). Bemerkenswert war ferner eine Tendenz zur Anlagerung an Blutzellen,
die als Mittelpunkt besonderer Spirochaetenkonzentrationen imponierten (Abb. 8
und 4). Biischel von B. duttoni aus dem Ovar von O. moubata hat tibrigens bereits
R. Koch (1905) abgebildet. Auch Burgdorfer beschreibt die Kniuelbildung in der
Hémolymphe der Zecke. Die Kn#uel 18sen sich bei Ornithodorus nach einiger Zeit wieder
in Einzelspirochaeten auf.

Ob die Liuse durch die Spirochaeten geschiadigt werden, konnten wir nicht mit
Sicherheit beurteilen. Die rectal infizierten Exemplare verhielten sich véllig normal,
ebenso wie diejenigen, welche an der Maus gesogen hatten. Bei den intracoelomal be-
impften Liusen machte sich gelegentlich ungefihr nach einer Woche eine Storung
bemerkbar. Manche hatten ein aufgetriebenes Abdomen, wahrscheinlich im Zusammen-
hang mit der behinderten Eiablage, und gingen bald ein. Diese Schidigung ist jedoch
nicht auf die Spirochaeteninfektion zuriickzufithren, sondern durch die intracoelomale
Inokulation bedingt, bei welcher Fremdstoffe ins Coelom gelangen. Ein analoges Ver-
halten sahen wir 6fters auch bei Liusen nach intracoelomaler Inokulation mit Organauf-
schwemmungen normaler Léuse. Zahlreiche Léuse zeigten trotz einer massiven Spiro-
chaeteninfektion keine Stérung und keine Verkiirzung ihrer Lebensdauer.

Bei der kontinuierlichen Haltung des Stammes in der Laus verstirkte sich aus ungeklirten
Griinden von der 9. Passage ab die Empfindlichkeit der Lause, von denen viele vorzeitig eingingen.
Das Verhalten der Spirochaeten dnderte sich dabei allerdings nicht. Wir waren jedoch gezwun-
gen, die Passageintervalle zu verkiirzen, um nicht Gefahr zu laufen, den Stamm zu verlieren. Von
der 17. Passage aus iibertrugen wir den Stamm mit Himolymphe subkutan auf Miuse und
inckulierten die 18. Liusepassage mit Méuseblut. Danach war die erwiihnte Stérung behoben,
und die nichsten Passageintervalle konnten leicht bis zu 22 Tagen verlangert werden.

Von einem Entwicklungszyklus der Spirochaeten in der Laus haben wir nichts
bemerkt. Fiir das Vorkommen unsichtbarer oder kérnchenférmiger Stadien gaben unsere
Versuche keinen Anhalt. Diese oft beschriebenen Kérnchen, die auch wir gesehen haben,
lieen sich zwanglos mit einem kérnigen Zerfall in Degeneration befindlicher Erreger
erkldren. In den Passageserien konnte man, wie schon bemerkt, bereits 24 Stunden nach
der intracoelomalen Inokulation reichlich Spirochaeten in der Himolymphe finden. Hin-
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gegen erfolgte nach rectaler Inokulation der Spirochaetennachweis einmal erst am 2. Tage,
withrend die Untersuchung am 1. Tage negativ ausfiel, in einem anderen Fall am 8. Tage,
bei negativem Befund am 1. und 2. Tage. Allerdings wurden jeweils nur wenige Liuse
so frith untersucht. Auch bei natiirlicher Infektion durch Saugen an der Maus waren zu-
weilen bereits nach 24 Stunden Spirochaeten im Coelom nachzuweisen, nach 3 Tagen
fanden sich manchmal schon groBere Spirochaetenmengen (Abb. 6). Aus unseren Versuchen
miissen wir schlieBen, dafl die Vermehrung der Spirochaeten unmittelbar nach Er-
reichen der Himolymphe einsetzt, bei intracoelomaler Infektion sofort, bei rectaler nach

R

Abb. 5 Abb. 6

Abb. 5. B. duttoni, St. Ifakara, aus der Himolymphe der Laus nach rectaler Inokulation mit

Méuseblut. Versuchs-Nr. 83092, 18. Tag nach der Inokulation. Spirochaetenkniuel. Abb. 6.

B. duttoni, St. Ifakara, aus der Himolymphe der Laus nach natiirlicher Infektion durch Saugen
an der Maus. Versuchs-Nr. 3137, 8. Tag nach der Infektion.

dem Durchtritt durch die Magenwand, Eine so lange Latenz, wie sie andere Autoren
beschrieben haben, war in unseren Versuchen auch bei Infektion durch den Saugakt nie
zu beobachten.

Die Spirochaeten beschriinkten sich auf die Himolymphe. Auf Schnittpriparaten durch
das ganze Abdomen waren in den Organen keine Spirochaeten festzustellen. Dieselben
hatten in der Laus auler der bereits erwithnten Tendenz zur Anlagerung an Blutzellen
keine Beziehungen zu den Geweben. Die intracoelomale Infektion, bei der es zu einer
enormen Spirochaetenvermehrung kommen kann (vgl. Abb. 2—4), bot auch Gelegenheit,
die Frage des Uberganges von Spirochaeten auf die niachste Generation nochmals
experimentell zu priifen. Wir untersuchten zahlreiche Eier von stark positiven Weibchen,
teils direkt, teils durch Ubertragung auf die Maus und ins Coelom der Laus. Alle diese
Versuche verliefen eindeutig negativ. Ein Befall der Eier durch die Spirochaeten fand
also nicht statt.

Um die Wirtsspezifitdt der Kleiderlaus weiter zu untersuchen, haben wir die Spirochaeten
auch auf Schweinelduse (Haematopinus suis) tibertragen. Nach intracoelomaler Inokulation
fanden wir unter 18 Liusen bis zum 8. Tag, als der Versuch aus duleren Griinden abgebrochen
werden muflte, nur bei einer der Liuse vercinzelte unbewegliche, sich mit Giemsaldsung
schwach fidrbende Spirochaeten, die sich im Stadium des Zerfalls befanden. Nach rectaler
Inokulation zeigten bis zum 6. Tag 8 von 16 Liusen wenige Spirochaeten in der Hamolymphe.
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Teilungsstadien haben wir nicht gesehen, die Virulenz dieser Spirochaeten wurde nicht gepriift.
Der Unterschied zwischen der Kleider- und Schweinelaus in bezug auf die Empfinglichkeit fiir
die Spirochaeten war jedenfalls sehr deutlich.

Die Pathogenitét der in der Kleiderlaus gewachsenen Spirochaeten haben wir aus
verschiedenen Passagen und zu verschiedenen Zeiten durch subkutane Ubertragung von
Himolymphe auf Miduse gepriift. Solche Infektionen fanden statt z. B. am 7. (3263),
8. (8178 und 3195), 9. (8277), 10. (3166 und 3247), 12. (3277), 13. (8190) und 16. Tage
(3090) nach der Inokulation. Die Spirochaeten stammten aus der 1., 7., 8., 9., 10., 15,,
17. und 21. Ldusepassage. Im letzteren Fall war der Stamm 233 Tage praktisch konti-
nuierlich in der Laus gehalten worden. Mit Stamm Mkasu 5 aus dem Liusecoelom wurde
ein Ubertragungsversuch am 11. Tag (3270) vorgenommen®. Die Ubertragung gelang in
allen Fillen. Die Spirochaeten hatten sich in der Maus bis zum 4. oder spitestens 5. Tag
so stark vermehrt, daB sie leicht im Dunkelfeld oder dicken Tropfen nachzuweisen waren.
Nur ein Versuch in der 12. Passage verlief negativ. In dieser Passage hatten wir gleich-
zeitig je eine Serie Liuse intracoelomal und rectal geimpft (3120 und 3121). Unter den
rectal inokulierten Tieren hatten sich nach 3 Tagen bei 3 von 4 Liusen vereinzelte Spiro-
chaeten in der Coelomfliissigkeit gefunden. Alle spiteren Untersuchungen waren negativ.
Am 11. Tag wurden die {iberlebenden 12 Liuse zerrieben und in toto auf Miuse ge-
spritzt. In der Zerreibung waren mikroskopisch keine Spirochaeten zu finden. Die Miuse
blieben negativ.

Die Spirochaeten waren in der Maus hdufig schon am 8. Tag nach der subkutanen In-
okulation im dicken Tropfen oder Dunkelfeld nachweisbar, Ihre groB3te Dichte erreichten
sie am 4. oder 5. Tage. In der Himolymphe der Laus erschienen sie relativ klein und
starr mit dichten Primédrwindungen, im Miuseblut waren sie gréfler, hatten nur wenige
undeutliche Primérwindungen und zeigten bei der Beobachtung im Dunkelfeld die Nei-
gung zum Verkriimmen und zur Bildung von Sekunddrwindungen. In dieser Form fanden
sich die Spirochaeten auch im nach Giemsa geférbten dicken Tropfen. Eine einwandfreie
Doppelkonturierung haben wir weder bei den Spirochaeten aus der Himolymphe der
Laus, noch bei denen aus dem Miuseblut gesehen.

Der Versuch der rectalen Infektion von Liusen wurde wiederholt mit Spirochaeten,
die schon lingere Zeit durch intracoelomale Passagen gegangen waren (Tab. 3, 3305).
Unter 28 gepriiften Liusen fand sich nur eine positive. Es schien uns, als hitten die
Spirochaeten durch die stindige direkte Ubertragung von Coelom zu Coelom die Fihig-
keit zum Durchwandern der Darmwand eingebii3t. Dieser Eindruck wurde allerdings
abgeschwicht durch einen Versuch der nattirlichen Infektion von Liusen (3316). In diesem
Fall hatten die Spirochaeten nach monatelangem Wachstum im Coelom der Laus wieder
.die Maus passiert. Die Maus war stark positiv. Im Gesichtsfeld des dicken Tropfens wur-
den tiber 15 Spirochaeten gezidhlt. Die Liuse hatten gut gesogen. Von 51 untersuchten
Liusen enthielten 12 in der Hamolymphe Spirochaeten, wihrend bei Ubertragung des
Maéuseblutes ins Coelom (8325) Spirochaeten in 17 von 19 Liusen nachgewiesen wurden.

Bei 2 Gelegenheiten wurden Spirochaeten (Stamm Itete) aus dem Liusecoelom auf
Méuse gespritzt, die 3—5 Monate frither bereits eine Infektion mit Spirochaeten durch-
gemacht hatten, welche ausschliefSlich in Miusen gehalten waren. Die Spirochaeten

I Es wurde nicht niher geprift, ob der Stamm nach der Liusepassage die von Geigy (1951)
beschriebenen Eigenschaften beibehalten hatte.
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wurden von der 10. Passage aus auf je eine Maus iibertragen, die am 20. 10. 52 mit dem
Stamm Itete resp. am 24. 11. 52 mit Stamm Ifakara infiziert worden war (Tab. 8, 3195).
Die zweite Ubertragung erfolgte am 14. 3. 52 von der 18. Passage aus auf 2 Méuse, deren
Infektion mit den Stimmen Itete resp. Ifakara vom 20. 10. 52 datierte'. In beiden Ver-
suchen ging die Infektion bei den Miusen des Stammes Itete nicht an, d. h. die Tiere
waren immun, wihrend die Ifakara-Miuse am 4. Tag eine sehr kriftige Infektion zeig-
ten. Daraus ist zu schlief3en, daf} sich die antigene Struktur des Stammes ltete durch
die langdauernde Liusepassage nicht gedndert hat.

Wir versuchten schlie3lich, den Stamm wieder auf Zecken zu {ibertragen. An Miusen,
die mit Liusen der 14., 15. und 16. Passage infiziert worden waren, wurden Zecken
(Ornithodorus moubata) zum Saugen angesetzt, Die 4 Zecken des ersten Versuches wur-
den nach 40 resp. 41 Tagen verarbeitet. In der Hémolymphe lieSen sich mikroskopisch
keine Spirochacten nachweisen. Durch Ubertragung der emulgierten Zecken auf Méause
erwiesen sich 2 Exemplare als positiv, 2 als negativ. Die Zecken des zweiten Versuches
wurden zu je 2 nach 52 Tagen, 8 Zecken des 3. Versuches nach 29 Tagen in toto auf Méuse
gespritzt, Alle Miuse wurden positiv. Der Stamm schien durch die lange Liusepassage
seine Fihigkeit zur Entwicklung in der Zecke nicht eingebiit zu haben. An Méusen,
die von der 21. Passage aus infiziert worden waren, wurden 5 weitere Ornithodorus
moubata durch Saugakt infiziert. Der Versuch, die Spirochaeten 34 Tage spéter durch den
Stich der Zecken auf Miuse zu iibertragen, millang, obwohl die Zecken sehr gut sogen
und reichlich Coxalfliissigkeit abgaben. Die Uberimpfung der zerriebenen Zecken auf
Miuse zeigte jedoch, dal3 die Zecken infiziert waren. In spéteren Versuchen gelang auch
die Ubertragung durch den Stich, ein Zeichen, daf3 sich der Stamm auch in dieser Be-
ziehung nicht geidndert hatte.

Auswertung und Diskussion der Ergebnisse

Bei allen bisherigen Untersuchungen iiber die spezifischen Beziehungen zwischen den Spiro-
chaeten und ihren Ubertriigern zeigte sich B. recurrentis wesentlich stiirker spezialisiert als die
Zeckenspirochaeten. Sergent (1933) fand z. B. B. hispanica in Rhipicephalus sanguineus, die
vom Hund abgesammelt waren. Nymphen der gleichen Art, die als Larven an einem kranken
Meerschweinchen gesogen hatten, iibertrugen die Spirochaeten durch den Stich auf gesunde
Meerschweinchen. Rosenholz (1927) untersuchte bei Spezifitédtspriifungen die Rolle
von Bettwanzen als Spirochaetenwirte. Er infizierte die Wanzen durch Fiittern an kranken
Miusen mit B. recurrentis und B. duttoni. Virulente Spirochaeten lieBen sich in beiden Fillen
bis zu 2 Monaten nach der Blutmahlzeit in den Wanzen nachweisen. Ein kleiner Teil der Spiro-
chaeten drang nach dem Saugen durch die Darmwand ins Coelom. B. recurrentis blieb linger
im Magen als B. duttoni. Der Ubergang der Spirochaeten ins Coelom wurde durch Anstechen
des Magens kurz nach der Blutaufnahme erleichtert. In diesem Fall lieBen sich die Spirochaeten
noch 5 Monate nach der Infektion der Wanzen auf Miuse iibertragen. Hierbei handelte es sich
um eine Methode, die mit unserer intracoelomalen Imokulation vergleichbar ist. Die Vermeh-
rung der Spirochaeten im Wanzencoelom hielt sich in bescheidenen Grenzen. In Weiterfithrung
dieser Versuche arbeiteten Kleine und Krause (1934) mit frisch geschliipften Larven von
Bettwanzen in der Annahme, daf3 die zarthiutige Darmwand der Larven den Durchiritt der
Spirochaeten erleichtern wiirde. Hierin sahen sie sich nicht getdiuscht. In zahlreichen Uber-
tragungsversuchen, die sich auf die Zeit vom 28. bis 81. Tag nach dem Saugen erstreckten, erwie-
sen sich die Wanzen als infektids. Von 300 Wanzen waren 4 %/ positiv, wenn in jeder verimpften
Gruppe mit positivem Ergebnis nur eine Wanze als infiziert angesehen wurde. 150 Imagines, die

I Geigy hatte festgestellt, daf3 die beiden Stimme keine reziproke Immunitit hinterlassen.
Einzelheiten finden sich bei Geigy (1951) und Geigy und Burgdorfer (1951).
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auf gleiche Weise inokuliert wurden, enthielten dagegen nach 6 Tagen keine Spirochaeten mehr.
Der Widerspruch dieser Beobachtungen zu den Experimenten von Rosenholz ist noch nicht
geklart,

Morisita (1988) arbeitete mit einer Liponyssusart, die er an kranken Miusen saugen lief.
Er konnte B. duttoni mit zerriebenen Protonymphen bis zu 7, mit erwachsenen Milben bis zu
5 Tagen nach dem Saugen auf gesunde Miuse {ibertragen. Die Spirochaeten blieben also einige
Tagen in den Milben lebend, Die Versuche gaben jedoch keine Auskunft dariiber, ob sie sich
auch vermehrt hatten.

Davis (1952) priifte kiirzlich die Spezifitit verschiedener Spirochaeten, deren Zeckenwirte in
Verbreitung und Lebensweise jeweils weitgehende Ubereinstimmung zeigten. Er liel in
drei verschiedenen Versuchsserien Ornithodorus turicata und O. talaje, O. rudis und O. talaje
sowie O. erraticus und O. normandi an Mausen saugen, die teils mit der homologen, teils mit der
heterologen Borrelia-Art infiziert waren. Eine Ubertragung der Spirochaeten durch den Stich
gelang spiter nur mit den spezifischen Wirtszecken. Die Spirochaeten von O. talaje konnten
sich lediglich in O. rudis bis zu 79 Tagen lebend halten. Diese Versuchsergebnisse unterstreichen
die starke Spezifitiit der Zeckenspirochaeten.

Beschrianken wir uns auf die Versuche fritherer Autoren zur Infektion von Kleider-
ldusen mit Zeckenspirochaeten, insbesondere mit B. duttoni, so haben wir die wichtigsten
Beobachtungen bereits in der Einleitung erwihnt. Die Ergebnisse wechselten bei den
einzelnen Arten. Auch zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Stim-
men derselben Art. Unsere Versuche beziiglich der Empfiinglichkeit von Pediculus fiir
B. duttoni stimmen grundsitzlich mit denen von Heisch und Garnham iiberein, die
in Nairobi Kleiderlduse mit B. duttoni infizierten. Die Liuse wurden von diesen Autoren
tiir 2—4 Tage an infizierten Affen, anschlieBend am Menschen gefiittert, In 7 Versuchs-
serien wurden insgesamt 81 Lduse mikroskopisch gepriift. 11 davon enthielten Spiro-
chaeten. 4 von 16 Versuchen zur Ubertragung der Spirochaeten mit zerriebenen Liusen
auf Affen und Miuse waren negativ, alle iibrigen positiv. Erfolgreiche Ubertragungen
wurden 1 bis 18 Tage nach der infektiosen Blutmahlzeit vorgenommen, Die Infektion
der Léuse gelang also in zahlreichen Fillen, und die Spirochaeten hatten sich nicht nur
gewisse Zeit virulent gehalten, sondern offenbar auch vermehrt.

In unseren eigenen Versuchen bereitete die Ansiedlung der B. duttoni in der Laus gar
keine Schwierigkeit. Die Infektion der Liuse gelang sowohl auf natiirlichem Wege durch
den Saugakt, selbst unter ungiinstigen Bedingungen, als auch nach kiinstlicher rectaler
und intracoelomaler Infektion. Die Vermehrung der Spirochaeten steht auller Zweifel.
Besonders nach intracoelomaler Inokulation kam es zu einem schnellen und intensiven
Spirochaetenwachstum, wobei praktisch alle inckulierten Liuse positiv wurden.

Die sich auf Monate erstreckende kontinuierliche Haltung des Stammes in der Laus
hatte keinen erkennbaren Einflufl auf die Eigenschaften der Spirochaeten. Weder &nderte
sich die antigene Struktur noch die Infektiositdt fiir Miuse und Zecken. Lediglich die
Tatsache, dal3 die Zecken die Spirochaeten nicht auf natiirlichem Wege durch den Saug-
akt iibertragen konnten, kénnte mit der Liusepassage in Zusammenhang gebracht wer-
den. Diese Stabilitit steht im Gegensatz zu der von Baltazard, Mofidi, Bahma-
nyarund Seydian (1947) beobachteten Anderung einiger Stimme von B. recurrentis.
Durch kurzdauvernde Haltung in neugeborenen Kaninchen nahmen die Stimme die
Eigenschaften der B. microti bzw. B. duttoni an. Die Verfasser werten die Anderung
jedoch nicht als Mutation, sondern sehen darin nur eine Riickkehr der Spirochacten zu
ihren urspriinglichen Eigenschaften,
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Von Heisch und Garnham wird auch die Frage der Spirochaetenentwicklung in der
Laus angeschnitten. Die Verfasser glauben, auf einen Entwicklungszyklus schlieflen zu konnen.
Wihrend in einer Versuchsserie Ubertragungen von Spirochaeten mit je 30 zerriebenen Liusen
am 2., 5. und 7. Tage positiv ausflelen, verliefen die Versuche mit dem gleichen Impfmaterial
am 3., 4. und 6. Tag negativ. Das positive Exgebnis am 2. Tag nach der Blutmahlzeit wird von
den Autoren auf die Persistenz der beim Saugen aufgenommenen Spirochaeten zuriickgefithrt.
Ein direkter Nachweis der Spirochacten in der Laus war ithnen erst nach 15 Tagen méglich. Fiir
die Zwischenzeit nehmen sie ein ,invisible stage” an.

Das Problem der Spirochactenentwicklung ist seit langem umstritten, Am besten be-
griindet ist wohl die Anschauung von Boné (1938, 1939 u.a.), daf3 zum mindesten in der
Zecke nur eine einfache Vermehrung der Spirochaeten stattfindet, aber keine Entwick-
lung iiber ein unsichtbares Stadium oder ein Kornchenstadium mit Auftreten von meta-
zyklischen Formen. Diese Auffassung ist durch die Beobachtungen von Burgdorfer
an O. moubata neuerdings iiberzeugend belegt worden. Danach lassen sich die mit dem
Blut aufgenommenen Spirochacten im Darmlumen der Zecke 16 Tage lang in stindig
abnehmender Zahl nachweisen. Wenige Stunden nach dem Saugen lokalisieren sich die
Erreger bereits an der Darmwand, befallen die Epithelzellen und bohren sich durch die
Darmschicht, um frithestens nach 24 Stunden in der Coelomfliissigkeit zu erscheinen, wo
dann erst eine kriftige Vermehrung und ein Organbefall einsetzen, Im Darmlumen treten
anfangs vereinzelt, spiter in verstiarkter Zahl Involutionsformen auf. Hierbei handelt es
sich um entwicklungsunfihige oder bereits abgestorbene Spirochaeten, die mit normalen
Entwicklungsstadien nichts zu tun haben.

Auch in der Laus diirfte der Vorgang nicht anders ablaufen. Spétestens einen Tag
nach dem Saugen sind bei einer Temperatur von 28 bis 30 die Spirochaeten, von denen
ein groBBer Teil zugrunde geht, aus dem Magen verschwunden. Genauere Untersuchungen
iiber den EinfluB der Temperatur auf das Verhalten der Spirochaeten in der Laus haben
u. a. Feng und Chung (1936) angestellt. In unseren Versuchen haben wir bei 31° C
schon 24 Stunden nach der rectalen Infektion die Spirochaeten in der Hamolymphe der
Laus finden konnen. Hier blieben sie die ganze Zeit tiber direkt nachweisbar. Dasselbe
gilt fiir die intracoelomal iibertragenen Spirochaeten. Mit Zerreibungen von Liusen, in
denen wir keine Spirochaeten sehen konnten, lielen sich keine Miuse infizieren. Es ist
unwahrscheinlich, dal sich die Spirochaeten in der Laus wesentlich anders verhalten
sollen als in der Zecke, um so mehr, als man die beiden Wirte bis zu einem gewissen
Grade ohne Schiidigung der Spirochaeten austauschen kann.

Unterschiede zwischen der Laus und der Zecke ergeben sich aber hinsichtlich der
Ubertragung der Spirochacten auf einen neuen Wirt. Diese Verhéltnisse sind bei der
Zedcke u.a. durch Boné (19388, 1939), ferner durch Burgdorfer und Geigy (1949,
Burgdorfer (1951) und Geigy (1951, 1953) genauer beschrieben worden. Die Spiro-
chaeten konnen von der Zecke mit Speichel und Coxalfliissigkeit iibertragen werden.
Sie werden iiber dic Tier auch auf die folgende Generation weitergegeben. Man hat die
Spirochaeten in der gleichen Zecke bis zu 6'/2 Jahren nachgewiesen, und durch den Uber-
gang auf das Ii kénnen sich die Spirochaeten mindestens bis zur 3. Generation in den
Zecken halten (zit. nach Manson-Bahr 1950). Das alles spricht fiir eine vorziigliche An-
passung der Spirochacten an den Zeckenwirt. Dagegen sind die Ubertragungsmoglichkei-
ten durch die Laus viel beschrinkter. Die Spirochaeten sind offenbar nur an die Hémo-
lymphe gebunden. Finen Zell- oder Organparasitismus haben wir nicht gesehen. Weder
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die Speicheldriise noch die Ovarien werden befallen. Eine Ubertragung kann deswegen
lediglich bei einer Verletzung der Laus vermittels der austretenden Hémolymphe erfolgen.

Zusammenfassung

1. 3'Stdmme von afrikanischem Riickfallfieber (B. duttoni) wurden auf Kleiderlduse iibertragen.
Die Infektion der Liuse erfolgte teils durch Fiitterung an kranken Mdiusen, teils kiinstlich
durch rectale oder intracoelomale Inokulation mit spirochaetenhaltigem Miuseblut.

2. Die Spirochaeten konnten sich in den L#usen ohne weiteres halten und vermehren. Nach
rectaler Inokulation trat die Besiedlung des Coeloms nicht mit solcher RegelmiBigkeit ein,
wie nach intracoelomaler Inokulation, bei der praktisch alle Liuse positiv wurden,

3. Die Vermehrung der Spirochaeten war besonders nach intracoelomaler Infektion so intensiv,
daf3 die Hdmolymphe schon nach wenigen Tagen von Spirochaeten iiberschwemmt war. Der
Nachweis der Spirochaeten - wurde durch mikroskopische Untersuchung von gefirbten Aus-
strichen der Hamolymphe gefiihrt, auBerdem durch Dunkelfeldbeobachtung.

4. Die Spirochaeten fanden sich in der Himolymphe auch nach rectaler Beimpfung teilweise
schon nach 24 Stunden. Spirochaeten wurden nur in der Himolymphe, also weder in irgend-
welchen Organen, noch in den Eiern gefunden. Unsere Beobachtungen sprechen gegen einen
Entwicklungszyklus der Spirochaeten in der Laus.

5. Der Spirochaetenbefall hatte fiir die Laus keine erkennbare Schidigung zur Folge. Ein
Stammn von B. duttoni wurde wihrend 8 Monaten durch intracoelomale und rectale Passagen
in der Laus gehalten. Diese nur in der Laus gehaltenen Spirochaeten lielen sich zu verschie-
denen Zeiten mit Hdmolymphe auf die Maus und durch Blutsaugen 'an der Maus wieder auf
Zecken (Ornithodorus moubata) iibertragen. Die Pathogenitit fiir die Maus und die antigenen
Eigenschaften des Stammes blieben nach der langen Serie von Liusepassagen unveriindert.
Friulein Magdalene Kerner danken wir herzlich fiir ihre Hilfe bei der Durchfithrung der

Versuche.
Summary

1. Pediculus vestimenti was infected with three strains of B. duttoni either by feeding on mice
or by rectal or intracelomic inoculation with the blood of mice.

2. Whereas intracelomic inoculation was followed in each instance by an abundant multi-
plication of the spirochetes in the hemolymph, the celoma was not regularly invaded by those
spirochetes which had entered the lice through feeding or by rectal inoculation.

8. After intracelomic inoculation spirochetal growth was so vigorous that already within a few
days the celomic fluid was teeming with spirochetes.

4. In some of the rectally inoculated lice spirochetes were found already 24 hours later in the
hemolymph where their progressive accumulation could be followed day by day by the
examination of the tiny drop of fluid which protrudes from the stump of an amputated leg.
There was no indication of a special cycle of development which goes through a granular
phase, irrespective of the way by which the spirochetes had entered the celoma. No spirochetes
could be found in the organs of the lice nor in the ova. Their presence was restricted to the
hemolymph.

5. The infection had no deleterious effect on the lice. One of the three strains was kept going
by exclusive louse to louse transfers during eight months mostly by intracelomic inoculation.
Aseptically obtained hemolymph was used for the transfers. When put back into mice after
the twenty-first louse transfer the strain behaved still like the original strain with respect to
its immunologic properties as well as its infectivity for O. moubata.
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