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II. ANALYSE DES INFEKTIONSVERLAUFES IN DER ZECKE.

Es soll nun unter ungefihrer Einhaltung der natiirlichen Reihen-
folge Schritt fiir Schritt untersucht werden, wie die Spirochaeten
nach einer infizierenden Blutmahlzeit vom Magensack aus sich im
Korper der Zecke verbreiten und vermehren, um schlieflich gewisse
Organe zu befallen, durch welche sie wieder auf den Warmbliiter
gebracht werden konnen.

A. Befall der Zeckenorgane durch Spirochaeta duttoni.

1. Das Verhalten der Spirochaeten im Magensack.

I'lir die folgenden Untersuchungen wurden je 100 bis 150 streng
nach den 6 Nymphen- und dem Adultstadium gesonderte Zecken
an weillen Mausen (deren Blutbilder bei 540facher Vergroflerung
durchschnittlich pro Blickfeld 5 Spirochaeten enthielten) infiziert.
Tégliche Sektionskontrollen an wenigstens drei Zecken jeder Ver-
suchsserie orientierten tiber das Verhalten der Spirochaeten im
Lumen und in der Wandung des Magensackes.

Die mit dem Miuseblut in den Mitteldarm von Ornithodorus
moubata gelangenden Spirochaeten sind, wie bereits erwihnt,
durchschnittlich 22 « lange, oft in Teilung begriffene IFormen. Der
Teilungsvorgang von Borrelia duttonii wird spiter in Kapitel 11, A,
2 b, Seite 219 1im einzelnen noch dargelegt werden; trotzdem soll
hier schon vorweggenommen werden, daBl sich die Erreger des
Riickfallfiebers durch Querteilung ihres Korpers vermehren. Diese
erfolgt meist in der Korpermitte, so dafl zwei annihernd gleich
grofle Jungspirochaeten entstehen (vgl. Abb. 6, 10). Infolge dieser
Teillungen nimmt nun in der Darmfullung die Durchschnittslinge
der Erreger ab und betrigt nach den ersten 4 Infektionstagen nur
noch 15 u. Neben den normal entwicklungsfiahigen aktiven Spiro-
chaeten werden mit zunehmender Infektionszeit immer mehr I‘or-
men gelunden, die nur schwach beweglich oder ganzlich stlarr in
der Darmfillung dahintreiben. Es handelt sich hier wahrschein-
lich um absterbende oder bereits abgestorbene Lirreger, die in der
Zecke nicht entwicklungsfahig sind; auf diesen Punkt wird spiiter
noch eingegangen werden.

Vom 4./5. Infektionstage an scheinen die aktiven Recurrenserre-
ger allméhlich aus der eigentlichen Darmfiillung zu verschwinden.
IThr Nachweis wird von Tag zu Tag schwieriger, withrend nun die
leblosen, zerfallenden IFormen hiufiger in Erscheinung treten.
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Nach so kurzer Zeit aber verschwinden die aktiven Spirochaeten
noch nicht aus der Darmfiillung, sondern lassen sich am Darm-
epithel und an dessen unmittelbarer Umgebung zahlreich feststel-
len. IThr Nachweis gelingt, wenn ein Stiick Darmwand sorgfaltig
nur so vom Blutbrei gereinigt wird, dafl daran noch kleinere Blut-
inseln anhaften. Morphologisch weichen diese Spirochaeten von
den bisher betrachteten Formen nicht ab. Sie sind durchschnittlich
15 1 lang und immer noch stark beweglich.

Die aufgenommenen Spirochaeten verbreiten sich demnach wah-
rend der ersten 3 bis 4 Tage im ganzen Darmlumen und lassen sich
auch ohne weiteres in Darmfliissigkeitspriparaten fesistellen.
Schon vom ersten Infektionstage an aber beginnen sie sich peripher
an der Darmwand zu lokalisieren, so dafl schlieBlich etwa vom
10. Tage an in der eigentlichen Darmfiillung meist nur noch die
vorher erwihnten «Spirochaetenleichen» zu finden sind.

In der Darmfiillung von Ornithodorus moubata 146t sich sowohl
bei Nymphen als auch Adultzecken (vgl. Tabelle 2) eine durch-
schnittliche Aufenthaltszeit aktiver Spirochaeten von 16 Tagen er-
mitteln. Es muBl jedoch erwdhnt werden, dall vom 12. Infektions-
tage an der Erregernachweis nur noch bei Durchsicht mehrerer
Priparate gelingt.

Die Spirochaeten reichern sich aber nicht nur kurz nach Auf-
nahme in den Zeckenmagen an dessen Epithelschicht an, sondern
dringen auch in diese ein. Nach 2 Tagen schon gelingt es bei allen
Zeckenstadien, sowohl im Darmepithel als auch in der Basal-
membran, vereinzelt eingedrungene IFormen zu beobachten. Je
linger die Infektionszeit wird, um so mehr Spirochaeten befallen
das Darmepithel (vgl. Abb. 7). Mit ruckartig ausgefiihrten Dreh-
und Bohrbewegungen arbeiten sie sich durch die Darmschichten
hindurch. Auch diese Spirochaeten weichen morphologisch von
Jenen in der Darmfiillung gefundenen nicht wesentlich ab, Thre
Durchschnittsliinge ergibt von Zecke zu Zecke verschiedene Werte,
doch liegen diese zwischen 13 und 17 p.

Die Darmwand kann (vgl. Tabelle 2) auBerordentlich lang infi-
ziert bleiben. Wihrend bei den Zeckennymphen nach 30 bis 40 In-
fektionstagen keine IFormen mehr festzustellen sind, konnen bei
Adulttieren noch nach 45 Tagen vereinzelte Erreger gefunden wer-
den. Die in Tabelle 2 zusammengestellten Daten sind als Durch-
schnittswerte zu betrachten. IEs gibt natiirlich immer wieder ver-
einzelte Zecken, bei welchen die Spirochaeten friiher oder spiter
in die Darmwand eindringen, oder auch solche, bei denen ein kiir-
zerer oder lingerer Spirochaetenaufenthalt in der Darmwand zu
beobachten ist.

Acta Tropica VIII, 3, 1951 16
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Weder im Darmlumen noch im Darmepithel konnten die von
DurroN & Topp und anderen Autoren geschilderten Zustands-
anderungen von Borrelia duttonii beobachtet werden. Lin Zer-
fall der LErreger in die sog. «Granulae» miillite ja das vollstandige
Verschwinden normaler, aktiver Spirochaeten aus der Darmfiillung
und aus dem Darmepithel zur FFolge haben. Die eigenen Beobach-
tungen weisen aber eindeutig darauf hin, dal die Erregerformen
im Zeckenmagen wie auch in der Darmwand in unverinderter Ge-
stalt vorhanden sind. Gegeniiber den Spirochaeten im Méuseblut
zeigen sie nur eine unbedeutende, auf die starke Vermehrung durch
Teilung zuriickzufiihrende Lingenverminderung auf. Wohl lassen
sich schon kurze Zeit nach erfolgtem Saugakt in der Darmfiillung
vereinzelte unbewegliche Spirochaeten, spiter auch deren Bruch-
stiicke beobachten. Es handelt sich dabei jedoch zweifellos um
Degenerationsprodukte abgestorbener Erreger, die mit irgendeiner
Entwicklungsform schon deshalb nichts zu tun haben, weil sie
noch lange nach dem Verschwinden der aktiven Spirochaeten aus
der Darmfiillung darin zu finden sind.

Nimmt man trotzdem an, die Spirochaeten wiirden sich im
Sinne der Granulationstheorie von LEISHMAN entwickeln, so muf3-
ten bei 30° €. schon im Darmepithel aus den zahlreichen «Granulae»
jeweils kleine, bewegliche Formen hervorgehen. Dafl dies jedoch
nicht zutrifft, geht aus den Beobachtungen hervor, wonach im
Darmepithel nur duBerst selten aktive Recurrenserreger festgestellt
werden konnen, deren Linge weniger als 8 « betrigt.

2. Die Bedeutung der Haemolymphe fiir den Infektionsverlau].

Nach Durchquerung der Darmwand gelangen die Spirochaeten
in die Korperfliissigkeit bzw. Haemolymphe. Es soll nun unter-
sucht werden, wann und in welcher IForm die ersten Erreger in
diese Ilissigkeil eindringen, und ob ihr fiir die Entwicklung und
Vermehrung von Borrelia duttonii eine Bedeutung zukommt.

a) Das zeitliche Auftreten der Spirochaeten in der Haemolymphe.

Zur Klarung dieser Frage wurden 200 Zecken im Nymphen- wie
auch Adultstadium an weilen Miusen (deren Blutbilder bei 540-
facher VergroBerung durchschnittlich 6 Spirochaeten enthielten),
infiziert und nach Alter, zum Teil auch nach Geschlecht gesondert,
in Serien von 10—30 Tieren gehalten. Einerseits wurde mit dem
«Nairobi»-Laboratoriumsstamm, andererseits mit einem aus natiir-
lich infizierten Zecken von Mkasu (Tanganyika) isolierten Spiro-
chaetenstamm gearbeitet.

16*
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Zur Gewinnung der taglich auszutestenden Zeckenhaemolymphe
bediente man sich der bereits in der Einleitung ausfiihrlich geschil-
derten Methode. Diese hat allerdings gewisse unvermeidliche Mén-
gel, die bei der Beurteilung der Resultate beriicksichtigt werden
miissen. So bleibt z. B. die Menge der aus dem coupierten Zecken-
bein ausflieBenden Haemolymphe keineswegs konstant. Wihrend
in den ersten Tagen jeweils sehr viel Korperfliissigkeit austritt, ge-
lingt es nach 10tidgiger Beanspruchung der Versuchstiere kaum
mehr, geniigend Haemolymphe zur Herstellung eines Priparates
zu gewinnen. Trotz diesen Schwierigkeiten lifit sich das Infektions-
geschehen in der Korperfliissigkeit von Ornithodorus moubata gut
verfolgen.

Wie aus den Tabellen 3, 4 und 5 ersichtlich ist, durchqueren die
Spirochaeten die Darmwand mit groBer Geschwindigkeit. Von den
insgesamt 200 ausgetesteten Zecken wiesen nach 24stiindiger In-
fektionszeit bereits deren 8 in der Haemolymphe Spirochaeten auf
(vgl. Tabelle 3).

TABELLLE 3.

Erstes Auftreten der Spirochaeten in der Haemolymphe.
(Total 200 untersuchte Zecken.)

Infektionsdauer Erst_er Spirochaetennachweis
(in Tagen) in der Haemolymphe
n-Zecken  d.h. %
1 8 4
2 32 16
3 22 11
4 35 17,5
6} 16 8
6 25 12,5
7—13 40 20
negativ bleiben : 22 11
Total: 200 100 %/

Von Tag zu Tag erhoht sich die Zahl der positiven Haemo-
lymphenkontrollen und erreicht in gewissen Versuchsserien nach
5 bis 6 Tagen 90—100% (vgl. auch Tabelle 4, Serien I, 1T und III).

Obgleich alle Versuchstiere unter den gleichen Bedingungen in-
fiziert wurden, traten vorwiegend bei geschlechtsreifen Zecken im-
mer wieder solche auf, in deren Korperfliissigkeit oft nach mehr
als 20 Tagen noch keine Spirochaeten festgestellt werden konnten.
Die Sektionsbefunde dieser Tiere ergaben jeweils im Darmlumen
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TABELLE 4.

Auftreten und Vermehrung der Spirochaeten in der Zeckenhaemolymphe.

Alter der Zecken th\;:;(e n-Tage nach inﬁfierendem Saugakt:
: 1 2 3 4 3 6 Vi 8
Serie I 1 —_ = = = — 1 — 6
O. moubata 2 - = = — — 3 5 177
4. Nymphen- 3 - - - - -  — = 2
stadium + _ = =2 14 8 30% 98
5 2 4  100* +
6 e T T
7 _ = = = 1 —_ — 2
m_— —— S e 2 ZEE E e
9 — —  — 14 19* 100* 100* ¥
10 = = B EmE e 2 17 T
Serie II 1 s e e e R
0. moubata 2 - - — 2 6 24%
5./6. Nymphen- 3 - - — 2
stadium 4 _ = — 1 2 1
5 —_— = = = = 7
6 - — 1 2 45 26
i —_— e 4 21*% 92 100
8 — — — b 10% 22
9 — — — B 22¥ 100
10 e B Emy W 1 9
Serie III 1 — — 3 1 2 4 7
0. moubata 2 —  E# == 9 720
adult 7+ @ 3 — 2 3 1 4 2 1
4 — — 4 6 12 5 1
5 — B == 4 2 6
6 — 1 10 13 36*% 100 100
7 S — —_ — — — —  bleibt negativ
8 e 1 7
9 - = = 1 3 17 10
10 — = = — 1 3 10
Legende: + = Zecken wurden abgetétet und fiir Organanalyse verwendet.

*%

= Auftreten von Kniiuelbildungen.

groffe Mengen abgestorbener Spirochaeten. Zuweilen konnten auch
noch im Darmepithel vereinzelte, inaktive Formen gesichtet wer-
den. Es gibt somit zweifellos in einer Zeckenpopulation einen ge-
wissen nicht ohne weiteres bestimmbaren Prozentsatz von Indi-
viduen, in welchen eine Evolution der Spirochaeten von Anbeginn



214

Acta Trop. VIII, 3, 1951 — Parasitologie

TABELLE 5.

Auftreten und Vermehrung der Spirochaeten in der Zeckenhaemolymphe.

&ites Way Hecian Zecke n-Tage nach infizierendem Saugakt:
Nr. 1 2 3 1 > 6 8 10 13 16
Serie I 1 _ = = = = = —  —  10* 12
0. manhata 2 — - -~ — — — — Dleibt negativ
adult ¢ 3 - 1 — 6 3 8 127}
4 — — — — — — — Dbleibt negaliv
5 — s = — = o o 1 1 e
6 - — — — — — — Dbleibt negativ
7 4 100% 100* 79  20% 26 20 4 4
8 i 10 16 12% 34 37 41 6
5 — 13* 8 40 22 17 7 4 3
10 _ = = = = = — 2 4
| — — 11 14% 14%
B ] cn e s omes e e f 104
13 = — 4 6 5 100% 100% 100%
14 — = — 2 1 7 8* 26 39
15 — e e e 4 1 G
16 e s T 3 55*
17 s ST e 6 12—
18 — == = == we s 4 1
19 —_ = — — — — — Dbleibt negativ
20 — == = =— — — — Dleibt negativ
21 = T T 12 28*
22 — ) 12 6 7 20% 100% 100%
23 e 3 9 3 4 2 a2t 43 15
24 — e e e e e e 1 58
25 = e 3 8 12 54* 15 16 100%
Alter der Zecken Zipke n-Tage nach infizierendem Saugakt:
NI 1 2 3 4 5 3 10 13 19 30
Serie II 1 — 3 5 4 6 2 3 — 14
0. moubata 2 2317
adult & 3 —_ = — _ = — 2 6 35
4 —_— = — — — — Dbleibt negativ
3 oz b 7 76%+
6 4+ — — 11 6* B 25%
7 _ = — 1 + I 2060 — 2
8 S —— 1 — 10 28
Legende: + == Zecken wurden abgetotet und fiir Organanalyse verwendet.
®

* = Auftrelen von Kniiuelbildungen.




W. Burgdorfer, Analyse des Infektionsverlaufes bei Ornithodorus ... 215

an unmoglich ist. Nach SCHUBERG & MANTEUFEL (1910) sowie
HINDLE (1911) soll es sich bei solchen Zecken um Tiere handeln,
die gegeniiber Spirochaeta duttoni immun sind.

Die ersten in der Haemolymphe nachweisbaren Spirochaeten
sind Iange, oft in Teilung begriffene FFormen. Ihre Langen ent-
sprechen, wie aus den Tabellen 6 und 7 (nach einer Infektionszeit
von 3 und 5 Tagen) ersichtlich ist, durchaus den im Darmlumen
gefundenen Werten.

Gerade diese Ergebnisse sprechen eindeutig gegen die von DuT-
TON & ToDD, LEISHMAN und anderen Autoren verfochtene Ansicht
der Spirochaetenentwicklung im Zeckendarm. IZin Zerfall der Iirre-
ger in «Granulae» oder «Chromatinkérner», aus welchen nach eini-
ger Zeit Jungspirochaeten austreten sollen, miifite sowohl im Darm-
epithel als auch in der Haemolymphe das Auftreten kleinster
Erregerformen zur IFolge haben. Nach LEISHMAN und HATT voll-
zieht sich die Spirochaetenentwicklung withrend mehrerer Tage,
so dal} die ersten Jungspirochaeten (bei 30° (i) erst vom 10. Infek-
tionstage an in der Korperfliissigkeit auftreten. Im allgemeinen
erfolgt aber, wie Tabelle 3 zeigt, bei unseren Zecken das IErst-
auftreten viel frither. Dagegen stimmen die eigenen Resultate an-
nihernd mit den Angaben von FENG & CHUNG (1936) sowie von
BongE (1939 b, 1939 ¢) iiberein.

Die erstgenannten Autoren konnten schon 6 Stunden nach in-
fizierendem Saugakt in der Haemolymphe ihrer Zecken Spirochae-
ten feststellen. Ueber die Anzahl der Tiere, die nach einer so kurzen
Zeit einen positiven Befund aufwiesen, machen diese Autoren keine
Angaben, doch es scheint auf Grund der eigenen IErgebnisse durch-
aus moglich, daf3 die Haemolymphe stark infizierter Zecken schon
nach wenigen Stunden Infektionszeit spirochaetenhaltig wird. Nach
BONE erscheinen die Spirochaeten erst vom 2. Tage an in der Kor-
perfliissigkeit. i selbst stellte fest, daf} sich offenbar seine Zecken
im Gegensalz zu jenen von FENG & CHUNG weniger leicht infizierten.

b) Das Verhalten von Borrelia duttonii in der Haemolymphe.

Auf das Erstauftreten von Spirochaeten in der Haemolymphe
folgt ein rasches Zunehmen der Iirreger, das einerseits auf das Frei-
werden von Formen aus der Darmwand, andererseits aber auch auf
Teilungen in der Korperfliissigkeit zuriickzufithren ist. Die Inten-
sitiitt und das zeitliche Auftreten der Spirochaetenvermehrung sind,
wie die Tabellen 4 und 5 darstellen, von Zecke zu Zecke verschie-
den und verlaufen keineswegs gesetzmiaBig. Wihrend im allgemei-
nen die IErregerzahl erst mit fortschreitendem Infektionsalter zu-
nimmt, zeigen vereinzelte Versuchstiere schon nach 2—3 Tagen
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Spirochaetenldngenmessungen in der Haemolymphe.

Serie I: O. moubata, adult.

Acta Trop. VI, 3, 1951 — Parasitologie

TABELLE 6.

Infektions- Versuchstier Zahl der D'urcll- Kleinste
dauer gemessenen schnittslinge | gemessene
Tage S Spirochaeten in Form

1 s e .
2 123 17,8 10,4
3 1 14,3 14,3
3 4 — —_ e
5 — — —_
6 6 15,4 11,7
7 — — —
8 = = —
1 34 16,0 10,4
2 208 16,2 10,4
3 21 14,4 10,4
5 4 23 14,6 10,4
5 15 13,4 11,7
6 Zecke seziert
7 1 16,9 16,9
8 14 13.4 10,4
1 228 12,7 7.8
2 Zecke seziert
3 151 12,4 7.8
9 4 219 11.8 7.8
5 88 122 6,2
7 Zecke seziert
8 Zecke seziert
1 202 12.9 7,8
12 3 39 13,7 7 9,1
4 Zecke seziert
5 215 10,3 52
1 210 11,9 7,8
14 3 103 14,0 9.1
5 Zecke seziert
1 205 17,0 9,1
<l 3 203 14,0 10,4
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TABELLE 7.
Spirochaetenldingenmessungen in der Haemolymphe.

Serie II: O. moubata, adult.

Infektions- Verkiishalisi Zahl der D'urc}ul- Kleinste
dauer Nr. gemessenen schn_lltslange gemessene
Tage Spirochaeten in u Form

1 — — _
2 79 18,1 11,7
. 3 9 20.3 15,6
4 1 16,9 16,9
5 2 18,2 15,6
1 25 16,0 10,4
2 206 17,4 9.1
5 3 8 17,2 11,7
4 11 14,6 11,7
5 216 15,3 10,4
1 137 12,3 5,2
2 253 145 9,1
9 3 ) 11,4 10,4
4 217 13,2 7,8
5% 219 11,8 7.8
1 171 12,4 6,5
2 Zecke seziert
16 3 109 12,2 6,5
4 Zecke seziert
5 210 11,8 6,5
1 84 14,6 9,1
30 3 11,9 10,4
5 1 10,4 10,4

einen starken Spirochaetenbefall (vgl. Abb. 8). Wie spiiter noch
im einzelnen dargelegt werden soll, verbleiben die Spirochaeten
nicht in der Haemolymphe, sondern dringen in verschiedene Zek-
kenorgane ein. Da nach 40—50 Tagen keine Erreger mehr aus der
Darmwand in die Korperfliissigkeit gelangen und die intensive Ver-
mehrung aufgehort hat, 148t sich nach dieser Zeit meist nur noch
eine schwach positive Haemolymphe feststellen. Dies kann jedoch
nicht als Regel gelten, finden sich doch immer wieder Zecken,
deren Korperfliissigkeit auch noch nach lingerer Zeit stark infiziert
ist. Diese kann tiberhaupt bei allen Zecken lebenslinglich positiv
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bleiben. Die Infektionsstirke hingt aber vielfach von der Haufig-
keit der Nahrungsaufnahme ab. Werden die Tiere wihrend mehre-
rer Monate hungern gelassen, so verschwinden die Spirochaeten
ginzlich aus der Haemolymphe. ittert man sie hingegen alle
2—3 Monate, so kann der Erregernachweis jeweils mit Leichtig-
keit erbracht werden.

Als charakteristische Erscheinungen wahrend der Vermehrungs-
periode in der Korperfliissigkeit von Ornithodorus moubata treten
die schon von KocH (1906) beobachteten Kniuelbildungen von
Borrelia duttonii auf. Sie entstehen vorerst nur aus einzelnen, in-
einander verflochtenen Spirochaeten, aus welchen sich durch Hin-
zutreten neuer, oft in Teilung begriffener Formen die in Abb. 9
wiedergegebenen Ansammlungen bilden. Es kommt ihnen jedoch
nur ein voriibergehender Charakter zu, da sie sich nach kurzer Zeit
wiederum in Einzelspirochaeten auflosen.

Die morphologischen Eigenschaften von Borrelia duttonii in der
Korperfliissigkeit lassen sich an Hand der in den Tabellen 6 und 7
zusammengefafiten Beobachtungen wie folgt darstellen. Die ersten
in IXrscheinung tretenden Formen sind, wie schon auf Seite 215
erwihnt worden ist, lange, 15—20 @ messende Erreger. Mil zuneh-
mendem Infektionsalter gelangen immer wieder neue, lange Spiro-
chaeten in die Haemolymphe, andererseits treten nun infolge Tei-
lungen mehrheitlich kleine 5—10 u messende Formen auf. Die
Durchschnittslinge nimmt deshalb erheblich ab und betrigt nach
10—15téagiger Infektionszeit je nach Zecke 11—13 . Diese Spiro-
chaeten verschwinden allméhlich aus der Korperflissigkeit, so daB
die aus den Darmzellen frei werdenden langen Spirochaeten eine
erneute Zunahme der durchschnittlichen Erregerlinge bewirken.

Nach jeder weiteren Nahrungsaufnahme infizierter Zecken ist
in der Haemolymphe 1, 3, 5 und 10 Stunden nach erfolgtem Saug-
akt eine starke Spirochaetenvermehrung festzustellen, die das Auf-
treten kleiner Formen zur FFolge hat. Schon BoNE (1938 b, 1939 c)
gelang diese Beobachtung, und er stellte sich die Frage, ob das
vermehrte Auftreten der kleinen Spirochaetenformen auf ein I'rei-
werden intrazellulirer «Granulae» zuriickzufiihren sei. Im Verlaufe
seiner Untersuchungen konnte er jedoch einen solchen Entwick-
lungszyklus ausschliefen und die plotzlich eintretende Spirochae-
tenvermehrung einerseits auf die Temperaturerhohung (bedingt
durch die Aufnahme warmen Siugerblutes), andererseits auf die
Erneuerung der Korpersifte durch Zufuhr menschlicher Blutfliis-
sigkeit zurtickfiihren.

Die Haemolymphe solcher frisch gefiitterter Zecken eignet sich
ausgezeichnet zur mikroskopischen Beobachtung des Teilungsvor-
ganges von Borrelia duttonii. Dieser sei nun hier kurz beschrieben.
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Die ersten Anzeichen einer bevorstehenden Teilung sind jeweils
in der Mitte des Spirochaetenkorpers zu erkennen, Dabei entsteht
vorerst ein mehr oder weniger gerades Verbindungsstiick der beiden
Spirochaetenhiilften (vgl. Abb. 10). Aus diesem bildet sich eine
Knickstelle aus, die es den Erregern ermoglicht, sich zu umschlin-
gen, sich aneinanderzulagern und typische «V»- oder «Y»-ihnliche
Gebilde zu formen (vgl. Abb. 17). Das Plasma trennt sich nun in
zwel deutlich voneinander gesonderte Hilften, von denen jede eine
Iligenbewegung aufweist. Die Trennung der beiden Spirochaeten
konnte nie beobachtet werden. Kleine Formen mit plasmafreien,
kurzen Anhéingen lassen jedoch vermuten, daBl diese infolge der
stark schlagenden Bewegungen beider Hilften durch Bruch der
Knickstelle zustande kommt.

Eine weitere Teilungsart, die in der Haemolymphe nur selten,
hiufiger in den Organen beobachtet werden kann, ist die soge-
nannte Mehrfach- oder multiple Teilung. Der Spirochaetenachsial-
faden zerfillt dabei in mehrere, oft ungleich lange Teilstiicke, die
sich nach und nach durch Querteilung von der «Mutterspirochaete»
losen. Dabei entstehen kleinste, aktive Spirochaeten. Bei einer
Zecke, die 230 Tage vorher infiziert worden war und auf einem La-
boratoriumstier gefiittert werden mufBte, betrug vor der Blutauf-
nahme die durchschnittliche Irregerlinge in der Haemolymphe
12 u, 4 Stunden nachher von 200 gemessenen Spirochaeten nur
noch 8 wu; die kleinste Einzelform war 3 u, die kleinste Teilungs-
form 8 u lang.

3. Das Eindringen der Snirochaeten in verschiedene Organe.
. A .

Bisher konnte gezeigt werden, dal die Spirochaeten nach einer
von Zecke zu Zecke verschieden langen Infektionszeit in groBler
Zahl aus der Haemolymphe verschwinden, um vermutlich in ein-
zelne Organe einzudringen. Im folgenden wird nun die Frage er-
ortert, welche Organe von den Spirochaeten befallen werden. Dabei
sollen vor allem die fiir eine spitere Erregeriibertragung in I'rage
kommenden Speicheldriisen, Coxalorgane und Malpighischen Ge-
faBe, alsdann aber auch das Cenlralganglion untersucht werden.
Die méannlichen und weiblichen Geschlechtsorgane kénnen unbe-
riicksichtigt bleiben, da sie Gegenstand einer weiteren Sludie sein
werden, die zurzeit unter Leitung von Prof. GEIGY am Tropeninsti-
tut in Basel im Gange ist. Lediglich im Hinblick auf die bestehenden
Entwicklungstheorien sind einige Untersuchungen in den sich im
Ovar entwickelnden Eiern notig.

Zur Kliarung des Infektionsverlaufes in den Organen von Or-
nithodorus moubata wurden wiederum pro Altersstadium je 200 bis
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300 reine Zecken an Miusen (deren mikroskopische Blutbilder bei
540facher VergroBerung durchschnittlich 5 Spirochaeten enthiel-
ten) infiziert. Auf Grund der tiglich durchgefiihrten Sektionskon-
trollen ergaben sich fiir die einzelnen Organe die in den folgenden
Kapiteln zusammengestellten Resultate.

TABELLE 8.

Befall der Speicheldriisen von O. moubata.

; ; Infektionsdauer| Untersuchte Befund
Infizyert. Lo in Tagen Zecken ol gl | L ' —
1. Nymphen- 2 o s o —

stadium 3 i5 3 3 9
4 9 2 2 5
b 14 4 2 8
6 12 8 2 2
7 15 9 2 4
8 12 9 1 2
10 29 20 7 2
15 46 35 10 1

20 24 18 6

25 11 10 1

30 12 10 2

35 5 4 1

40 13 13

45 2 2

50 4 2 1 1

60 14 8 6

70 8 4 3 1

80 11 9 2

90 4 2 2

100 2 1 1

110 4 2 2

120 2 2

130 2 2

140 7 3 4

150 7 3 4

160 4 2 1 1

170

180

190 2 1 1

200 25 12 13
Legende: +- = starker Spirochaetenbefall.

+ = schwacher Spirochaetenbefall.

— — = keine Spirochaeten nachweisbar.
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a) Befall der Speicheldriisen.

Bei den Nymphen gelingt der erste Erregernachweis in den Spei-
cheldriisen friithestens nach 3, im allgemeinen jedoch erst nach 4 In-
fektionstagen (vgl. Tabellen 8—10). Durch allméihliches Einwan-
dern neuer Spirochaeten aus der Haemolymphe wie auch infolge

TABELLE 9.

Befall der Speicheldriisen von O. moubata.

: . Infektionsdauer| Untersuchte Befund
Lilignert. anis in Tagen Zecken E | i l R
2, und 3. 2 B = =4 ==
Nymphen- 8 14 14
stadium 4 8 1 7

5 8 i 6
6 11 1 b 5
1 12 4 6 2
8 13 6 4 3
10 19 13 6
15 24 10 12 7.
20 12 10 2
25 11 9 1 1
30 4 3 1
35 4 4
40 2 1 1
45 2 1 1
50 6 5 1
60 1 1
70 2 2
80 4 3 1
90 1 1
100 6 3 1 2
110 1 1
120 2 1 1
130 1 1
140 1 1
150
160 3 2 1
170
180
190 4 3 1
200 14 6 7 1

Legende: -+ 4 = starker Spirochaetenbefall.
-+ = schwacher Spirochaetenbefall.
— — = keine Spirochaeten nachweisbar.
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Vermehrung der sich in den Driisen aufhaltenden Formen findet
eine erhebliche Iirregerzunahme statt. Das Driisengewebe der Zek-
ken des 1., 2. und 3. Stadiums weist schon nach 5—=6, dasjenige der
dltern Stadien nach 7 Tagen einen starken Befall auf (vgl. Abb. 11).

Die ersten in den Speichelorganen beobachtbaren Spirochaeten
sind lange Formen von durchschnittlich 16 u, sie weichen von jenen

TABELLIS 10.

Befall der Speicheldriisen von O. moubata.

; o . Infektionsdauer|{ Untersuchte Befund
Infiziert im: in Tagen 7 akci S+ | 1 | B
4. und 5. 3 2 2
Nymphen- 4 6 1 )
stadium 5 4 1 3

6 3 1 2
78 5 2 3
8 D 2 3
10 15 7 7 1
15 14 10 1 3
20 6 6
25 6 4 2
30 1 1
35 3 1 2
40 1 1
45 3 1 2
50 2 2
60 1 1
70 1 1
80 1 1
90 2 1 1
100
110
120 1 1
130
140
150 2 2
160
170
180
190
200 5 3 1 1

Legende: 4 -+ = starker Spirochaetenbefall.
-+ == schwacher Spirochaetenbefall.
— — = keine Spirochaeten nachweisbar.
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im Darmlumen (15—17 u) oder von jenen in der Haemolymphe
(15—20 u) anfénglich kaum ab. Erst mit zunehmender Infektions-
dauer werden sie, infolge Teilungen in der Korperfliissigkeit wie
auch in den Driisen selbst, kleiner und messen nach 10 Tagen nur
noch 10—12 u (vgl. Tabelle 12). Neben vereinzelten Langformen
werden nun mehrheitlich kurze, 8 —12 « lange Erreger gesichtet.

TABELLE 11.

Befall der Speicheldriisen von O. moubata.

Inifieiart o Infe:ktionsdauer Untersuchte Befund
in Tagen Zecken gl & o
Adulttiere 3 1 {
o <+ 2 4
5 5 1 1
6 8 2 p 4
7 10 2 1 7
8 8 3 2 3
10 6 2 2 2
15 12 3 6 3
20 9 1 4 4
o 4 1 1 2
30 7 2 2 3
35
40 8 1 4
45 8 1 6 1
50 1 1
60 5 1 3 1
70 7 5
80 7 2 3 2
90 2 9
100 2 9
110
120
130
140
150
160
170
180
190
200 6 1 9 3

Legende; -+ = starker Spirochaetenbefall.
-+ = schwacher Spirochaetenbefall.
— keine Spirochaeten nachweisbar.
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Diese wachsen wiederum zu langen Spirochaeten aus und vermeh-
ren sich erneut durch einfache wie multiple Querteilungen.

In allen Nymphenstadien erweisen sich die Speicheldriisen wih-
rend der Kontrollzeit von {iber 200 Tagen als mehr oder weniger
slark spirochaetenhaltig (vgl. Tabellen 8—10). Zecken des 1. Nym-
phenstadiums zeigen wiithrend dieser Zeit fast regelmifig einen
starken Befall; bei dlteren Versuchstieren kann hingegen nach 50
Infektionstagen eine deutliche Abnahme der Infektionsstiirke fest-
gestellt werden.

Immer wieder finden sich auch Zecken, deren Speicheldriisen
vollig spirochaelenfrei sind. Ob diese jedoch schon von Anfang an
negativ waren, oder ob die Spirochaeten erst mit zunehmender In-
fektionsdauer aus den Driisen verschwunden sind, 146t sich nicht
beurteilen.

TABELLE 12.

Lingenmessungen der Spirochaeten in den Speicheldriisen von
Ornithodorus moubata.

a) 1. Nymphenstadium *,

: Infektionsdauer |Zahl der gemessenen .
Spirochaeten- der Zeck Spirochaeten in d Durchschnitts-
linge im: bl o prene anciEm 0 AT linge in

(in Tagen) Speicheldriise '
Mauseblut 5 14 16,9
21,2 7 154 12.2
Darmepithel 10 108 10,6
(nach 10 Tagen) 12 208 11,6
15,0 p 16 72 13,1

* Haemolymphenkontrolle bei diesen kleinen Zecken nicht durchfiihrbar.

b) 5. Nymphenstadium.

Spirackmeten: Infektionsdauer Haemolymphe .S:pgic'heldrti.se
linge im: der ZECkGD Splrochaete.n bplro?haete_n
{in Tagen) Zahl | Linge (in )| Zahl | Linge (in x)
Miuseblut 5 206 17,4 5 16,8
21,2 1 7 203 14,5 196 12,0
30 29 16,0 172 15,8

Bei den Adultzecken (vgl. Tabelle 11) ist die Infektion der Spei-
cheldriisen in erster Linie von der Vermehrungsintensitiit der Spi-
rochaeten in der Haemolymphe abhingig. Erfolgt in den ersten In-
fektionstagen eine starke Erregerzunahme, so konnen die Driisen
ebenfalls schon friih, d. h. nach 5—6 Tagen, infiziert sein. Findet



W. Burgdorfer, Analyse des Infektionsverlaufes bei Ornithodorus ... 225

hingegen nur eine langsame, unbedeutende Iirregerzunahme statt,
so werden die Driisen nur schwach oder tiberhaupt gar nicht be-
fallen.

Wie bei den Nymphen sind es auch hier anfiinglich vereinzelte,
lange Spirochaeten, die im Driisengewebe festgestellt werden kon-
nen. Wohl kann durch das Eindringen neuer Iirreger aus der Hae-
molymphe die Infektionsstiirke betrichtlich zunehmen, im Gegen-
satz zu den Nymphen aber findet bei der Mehrzahi der Adulttiere in
den Speicheldriisen nur eine unbedeutende Spirochaetenentwick-
lung statt. Die meisten Erreger verlassen die Organe bald wieder, so
daB oft schon nach 20 Infektionstagen und vor allem spéter nur
noch ein schwacher Driisenbefall verzeichnel werden kann. Daf3 es
aber auch unter den adulten Zecken immer wieder Tiere gibt, die
noch nach lingerer Infektionszeit in ihren Speicheldriisen grofie
Mengen Spirochaeten enthalten, geht aus der Tabelle 11 hervor. Sol-
che Zecken treten jedoch im Vergleich zu jenen mit nur schwach
positiven oder giinzlich negativen Sektionsbefunden seltener in Er-
scheinung. Ob es sich dabei um Zecken handelt, deren Speicheldru-
sen schon von Infektionsbeginn an stark infiziert waren, 1aBt sich
nicht aussagen. Die Beobachtung, wonach z. B. die Isrreger in der
Haemolymphe durch erneute Blutaufnahme der Zecken zu starker
Vermehrung aktiviert werden, berechligt zur Annahme, dali auch
in den einzelnen infizierten Organen eine voriibergehende Erreger-
zunahme stattfinden konnte.

Werden nun die erhaltenen Resultate mit jenen anderer Auloren
verglichen, so ist teilweise eine Uebereinstimmung festzustellen. Iis
erwiesen sich die Speicheldriisen der von KLEINE & IECKARD (1913),
KLEINE & KRAUSE (1932) sowie FENG & CHUNG (1936) untersuchten
Zecken ebenfalls als infektios. In der Einleitung ist schon darauf
hingewiesen worden, dai diese Autoren mit einer geringen Zahl von
Zecken, iiber deren Alter sie jeweils nichts aussagen, gearbeitel ha-
ben. Einen eigentlichen Infektionsverlauf in den Speicheldriisen
haben sie nichl untersucht. Lediglich von IFENG & CHUNG (1939)
liegen einige Angaben vor. Nach diesen Forschern sind die Speichel-
driisen schon vom 4. Tage an infiziert und kénnen dies, wie aus
positiven Resultaten einzelner Uebertragungsversuche hervorgeht,
noch nach langerer Zeit (116 Tage) sein.

Im Widerspruch stehen die eigenen Ergebnisse zu den Beobach-
tungen von KocH (1906), LEISHMAN (1907-——1920), FANTHAM (1911)
und IHINDLE (1911 a). Diese konnten in den Speicheldriisen ihrer
Zecken nie Spirochaeten, selten nur deren «Granulae» (LEISHMAN)
feststellen.

In der von NICOLLE und Mitarbeitern (1930) publizierten Arbeit
liegen keine eigentlichen Angaben iiber die Spirochaeteninfektion
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der Speicheldriisen vor. Auf Grund der bereits in der Einleitung
(I, 4 b) wiedergegebenen Ergebnisse von Uebertragungsversuchen
mulb jedoch das Vorhandensein des Ruckfallfiebererregers in die-
sem Organ angenommen werden. Gerade die interessante Beobach-
tung, wonach nur die Nvmphenzecken, nicht aber die Adulttiere
befihigt sein sollen, das Riickfallfieber durch den Bif3 zu uibertra-
gen, hittten die Autoren durch mikroskopische Untersuchungen der
Speicheldriisen belegen sollen. Nach den eigenen Versuchen zeigt
es sich ja auch. dall die Driisen der Nvmphen gegentiber jenen der
Adultzecken viel stiarker infiziert werden. Ob nur Nvmphen die
IFahigkeit besitzen, die Spirochaeten durch den Bif} zu tibertragen,
soll spiéiter eingehend gepriift werden.

Im Gegensatz zu NICOLLE und Mitarbeitern kommt BONE
(1938 a, 1939 ¢) zum Schlufl, daBl der Speichel nie Spirochaeten ent-
halten konne. Seine Uebertragungsversuche verliefen alle negativ.
Ob in den Driisen tiberhaupt Spirochaelen vorhanden sind. geht aus
seinen Untersuchungen nicht hervor.,

B} Befall der Coxalorgane.

Sowohl bei Nymphen als auch bei geschlechtsreifen Adultzecken
gelingt der ersle posilive Erregernachweis in den Coxalorganen
frithestens nach 3, durchschniltlich erst nach 5—6 Infektionstagen,
also kurz nach dem Ifrscheinen der Spirochaeten in der Haemo-
Ivmphe. Letztere dringen vorerst nur in das Gewebe des Filter-
organs ein, vermehren sich darin sehr stark und befallen in der
Folge auch die Zellwandungen des angrenzenden Filterkanals, in
dessen Lumen sie vom 7./8. Infektionstage an festgestellt werden
konnen. Die Vermehrung im eigentlichen Gewebe kann oft derart
stark sein, daf sich ihnliche Kniuel und Zopfe bilden, wie sie be-
reils schon in der Korperfliissigkeit beobachlet worden sind.

Im Gegensatz zu den Speicheldriisen bleibt das Coxalorgan bei
Nvmphen und Adultzecken lebensliinglich infiziert und stellt ein
Vermehrungszentrum von Borrelia duttonit dar (vgl. Abb. 12), aus
welchem immer wieder Spirochaeten in die Haemolvmphe eindrin-
gen. Bel lingerer mikroskopischer Beobachtung a6t sich einerseits
das Auswandern der Spirochaeten in die Umgebungsfliissigkeit, an-
dererseits aber auch das Eindringen der Erreger in die Organe ver-
folgen.

Die ersten im Iilterorgan nachweisbaren Spirochaeten sind auch
hier lange FFormen, die jedoch sofort in Teilung treten, wodurch
ihre durchschnittliche Liange (vgl. Tabelle 13) um einige « abnimmt,
Diese kleinen 5—10 1 messenden Erreger entwickeln sich allmih-
lich wieder zu Langformen von oft mehr als 20 «, aus welchen er-



W. Burgdorfer, Analyse des Infektionsverlaufes bei Ornithodorus ... 227

neul durch einfache wie multiple Querteilungen kleine Spiro-
chaeten entstehen. Man findet deshalb mit zunehmender Infektions-
dauer im Coxalorgan neben eigentlichen, oft in Teilung begriffenen
Langformen mehrheitlich kleine 5—10 @ messende Erreger.

Ganz anders verhalten sich jedoch die Spirochaeten im Lumen
des Filterkanals, wo ihre Hiufigkeit vom 7./8. Infektionstage an je
nach Zecke mehr oder weniger stark zunimmt. Bei gewissen For-
men ist die Fortbewegung ungewohnlich langsam, scheinbar ge-
hemmt; viele sind {iberhaupt inaktiv. Neben eigentlichen Langfor-
men treten bei Zecken mit lingerer Infektionszeil groBe Mengen
kleiner 4—5 « messender Spirochaeten auf. Handelt es sich bei die-
sen nur 2—3 Windungen aufweisenden Erregern etwa um die aus
«Granulae» enlstandenen Jungspirochaeten? Nihere Untersuchun-
gen haben eindeutig gezeigt, dal} diese Formen Abkémmlinge klei-
ner 8—10 ¢ messender, in Teilung begriffener Spirochaeten dar-
stellen.

Zuweilen beebachtet man vollig starre Spirochacten, deren En-
den auf einer Linge von 3—4 « propellerartige Bewegungen aus-
fihren. Offenbar sind dies «Mutterspirochaeten», von denen ein-
zelne Tochterfragmente 1m Begriffe sind, sich loszulosen.

TABLELLI 13.

Spirochaetenmessungen, vergleichsweise in der Haemolymphe nund im
Filterorgan des Coxalorgans.

Zecke | Infektionsalter Haemolymphe I'ilterorgan
Nr. (Tage) a‘b‘cldnib‘cld

1 ) 208 16,2 10 21 230 14,3 9 28
2 7 203 14,5 8 21 289 12,4 5 22
3 11 166 12,1 7 21 65 11.0 6 21
Legende : a, b, ¢, d = Langenwerte in te.

a -~ Zahl der gemessenen Spirochacten.

b = durchschnittliche Liinge der Spirochacten.

¢ = kleinste Spirochactenform,

d - lingste Spirochactenform.

Zu gleicher Zeit wie in das Filterorgan dringen die Spirochaelen
auch in die akzessorische Driise ein, in deren Alveolen, Sekretka-
nillchen und Ausfithrgéingen sie antinglich zahlreich nachgewiesen
werden konnen (vgl. Abb. 13).

Mit zunehmendem Infektionsalter wird der Erregerbefall im all-
gemeinen etwas schwiicher, bleibt aber je nach Zecke mehr oder
weniger stark erhalten. Eine bedeutende Vermehrung infolge Tei-

17*
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lungen kann nicht beobachtet werden, die durchschnittliche Spiro-
chaetenlinge bleibt deshalb auch ungewohnlich hoch und betragt,
von Zecke zu Zecke verschieden, 14 bis 16w,

AuBer HINDLE (1911 a) sind sich alle Autoren darin einig, daf}
das Coxalorgan infizierter Zecken inlektios ist. Ueber das zeitliche
Eindringen der Spirochaeten liegt einzig von FENG & CHUNG (1936)
eine Angabe vor, wonach die Coxalorgane ithrer Zecken schon vom
4. Infektionstage an befallen werden, eine Beobachtung, die mit
den eigenen Resullaten tibereinstimmt, sofern man bedenkt, da@} sie
sich auf eine geringe Zahl untersuchter Zecken stiitzt. Obwohl in
den vorliegenden Versuchen ein besonderes Augenmerk aul die
Vermehrung von Borrelia duttonii, sowohl in der Filterkammer als
auch im Lumen des IVilterkanals, gerichtet worden ist, konnlen nie
«granulaihnliche» Gebilde als Ausgangspunkte neuer Spirochaeten
gefunden werden. Die kleinsten beobachtbaren Erregerformen lie-
Ben sich jeweils eindeutig als Teilungsprodukle erkennen.

¢) Die Infektion der Malpighischen GefléiBe.

I'tir die nachfolgenden Untersuchungen wurden einerseits altere
Nvmphen (4. und 5. Stadium), andererseits Adulttiere verwendet.
Der Spirochaetennachweis in den Malpighischen GefiaBen mittels
Dunkelfeldmikroskop erweist sich infolge der stark lichtbrechen-
den, granulosen Einschliisse als unmoglich, Das Organ mull vorerst
durch sorgfiltiges Auspressen vom GefiaBinhalt befreit werden. Nur
auf diese Weise gelingt es, GefaBwandungen wie auch Inhalt mikro-
skopisch auszutesten.

Die ersten Spirochaeten dringen frithestens nach 4, im allgemei-
nen jedoch erst nach 10 Infektionstagen in die muskulose Hull-
schicht der Malpighischen GeflidBe ein, wo sie sich wihrend tiber
700 Tagen nachweisen lassen. Wihrend in der Basalmembran hie
und da einige wenige Iirreger festzustellen sind, werden die eigent-
lichen Sekretionszellen nie befallen: die GefédGfliissigkeit bleibt stets
spirochaetenfrei (vgl. Abb. 5).

In der Wandung der Iixkretionsorgane vermehren sich die Spi-
rochaeten mit zunehmendem Infektionsalter durch einfache und
multiple Querteilungen. Die Erregerzunahme kann oft derart stark
sein, daBl groBe Gewebeflichen wie «Spirochaetenteppiche» aus-
sehen (vgl. Abb. 5, 14). In bezug auf ihre Linge weisen die For-
men einen starken Polymorphismus aul: neben kleinen, 5—6 u«
langen Spirochaeten finden sich grofle, 20—25 « messende rreger.

Schon mehrere Auloren haben sich, wie schon in der Einleitung
erwihnt worden ist, mit dem Problem der Spirochaetenentwicklung
in den Exkretionsorganen von Ornithodorus moubata auseinander-
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gesetzt. Thre Ansichten sollen nun den eigenen Beobachtungen ge-
genubergestellt werden.

Nach LEISHMAN, IF'ANTHAM und HINDLE zerfallen bei niederen
Temperaturen (21—25 Grad () die Spirochaeten im Darm und
lassen sich spitter nur noch in Form von «Granulae» oder «Chroma-
tinkornern» in den Organen, vor allem in den Malpighischen
Schliuchen, nachweisen. Tritt eine Temperaturerhohung ein, so
sollen aus den «Granulae» neue Spirochaeten hervorgehen.

Wohl ist das Vorhandensein unzihliger «Granulae» sowohl in
den Zellen der Gefiilwandung als auch in der Exkretionsfliissigkeit
selbst nicht zu leugnen, vor allem dann nicht, wenn die Untersu-
chungen mit dem Dunkelfeldmikroskop durchgefiihrt werden. Diese

Abb. 5. Stiick eines ausgepreliten Malpighischen Geliilies in der Aufsicht
(vgl. Abb. 14}.
Das Schema veranschaulicht die Lagerung der Spirochacten in der muskulosen
Hiillschicht (a), zuweilen auch in der Basalmembran (b). Die lIixkrelzellen (c)
wie auch die Gefiibflissigkeit (d) sind spirochactenfrei. :
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Abb 6. Borrelia duttonii im Blut einer weilien Maus. Links unten erkennt man an
der plasmatischen Einschniirung des Spirochaetenkorpers cine Teilungsform.

Abb. 7. Darmepithel einer infizierlen Zecke nach 25 Infektionstagen.
Abb. 8. Starke Spirochaeleninfektion in der Haemolymphe einer Adultzecke nach
2 Tagen.

Abb. 9. Typischer Spirochaetenkniiuel in der Haemolymphe.

Abb. 10, Teilungsform von Borrelia duttonii. Deutlich erkennbar das plasmafreie
Zwischenstiick der beiden Spirochaetenhilften.

Abb. 11, Stark infizierte Speicheldriise einer Nymphenzecke nach 38 Infektionstagen.
Abb. 6—10. Dunkelfeldautnahmen, 1000fache Vergrofierung.

(.Abb. 11. Schnittpriparat, versilberl nach Levaditi, 1000fache Vergrofierung.)
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Abb. 12. Schnitt durch das Filterorgan ciner seit 523 Tagen infizierten Zecke.

Abb. 13. Schnitt durch die akzessorische Driise der in Abb. 11 erwiihnten Zecke.
Abb. 14, Ausgeprelites Malpighisches Getill mit zahlreichen, in der Wandung sitzen-
den Spirochaeten.

Abb. 15. Quetschpriiparat des Centralganglions einer seit 8 Tagen infizierten Adult-

zeclke, .
Abb. 16. Borrelia duttonii im Dotler ecines Zeckencies.
Abb. 17, Teilungsform von Borrelia duttonii in unreifem Zeckened.
(AbD. 12, 13 und 16, Schnittpriiparate, versilbert nach Levaditi, 1000fache Vergr.)

(Abb. 14, 15 und 17. Dunkelfeldaufnahmen, 1000fache Vergrofierung.)
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sind jedoch, wie schon BONE (1939 ¢) gezeigt hat, auch in reinen
Zecken festzustellen. Ein Austreten kleiner Spirochaeten aus sol-
chen Gebilden konnte nie beobachtet werden. Morphologisch unter-
scheiden sich die in die GelfaBbwand eingedrungenen IFormen keines-
wegs von jenen bereits untersuchter Organe.

KLEINE & ECKARD (1913) sowie KLEINE & KRAUSE (1932) fan-
den in den Malpighischen GefiBen ihrer Zecken ebenfalls Spiro-
chaeten. lLeider geben diese Autoren nicht an, ob die Erreger nur
in der Gefilwand oder auch im Gefiaflumen beobachtet werden
konnten.

Diesen Resultaten gegentiber stehen nun die Befunde von IFENG
& CHUNG (1936) sowie von BONE (1939 ¢). Die erstgenannten Auto-
ren konnten nur ausnahmsweise bel stark infizierlen Zecken im
Lumen der Malpighischen Gefille vereinzelte Recurrenserreger fin-
den. Normalerweise waren diese jedoch weder im Organgewebe
noch in der Exkretionsfliissigkeit. Eigenartig ist, daf FENG & CHUNG
in allen vorausgehend besprochenen Zeckenorganen ebenfalls Spi-
rochaeten nachweisen konnten. Da auch sie ihre Beobachtungen
mittels Dunkelfeld ausgefiihrt haben, wiire es denkbar, da@} sie aus
den eingangs dieses Kapitels erwihnten Griinden die Spirochaeten
nicht gesehen haben.

BONE priifte lediglich tierexperimentell die analen Ausscheidun-
gen infizierter Zecken und erhielt dabei auch nur negative Iirgeb-
nisse.

d) Spirochaeten im Centralganglion.

Als ein weiteres Spirochaeten-Vermehrungszentrum im Korper
von Ornithodorus mouabata mufl das Cenlralganglion betrachtet
werden. Sowohl bei Nymphen wie auch bei Adulttieren wird dessen
Gewebe nach durchschnittlich 5—6, frithestens vom 3. Tage an, be-
fallen. Die Spirochaeten bohren sich von der Haemolvmphe aus in
das Gewebe ein (vgl. Abb. 15), und es 1a3t sich schon nach 7 Tagen
eine starke Anreicherung feststellen, die nicht nur auf das fortwih-
rende Lindringen neuer Spirochaelen aus der Korperflussigkeit,
sondern auch auf intensive Vermehrung der Erreger im Organ
selbst zurtickzufiihren ist.

Ueber die Liangenverhiltnisse der Spirochaeten im Central-
ganglion lassen sich dhnliche Beobachtungen wie in den bereits un-
tersuchten Speicheldriisen und Coxalorganen anstellen. Wiederum
sind es anfinglich lange Formen, deren GriéBen infolge Teilungen
abnehmen, so daBl mit fortschreitendem Infektionsalter neben lan
gen, oft in Teilung begriffenen Spirochaeten mehrheitlich kleine Kr-
reger zu finden sind.
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Das Ganglion kann jahrelang stark infiziert bleiben. Von 504
Kontrollierten Zecken aller Altersstadien mit Infeklionszeiten
von 300 bis 750 Tagen wiesen deren 442 duBerst stark, nur deren
62 schwach infizierte Ganglien auf. Die Spirochaeten lassen sich im
gesamten Gangliongewebe feststellen; Ansammlungen finden sich
jedoch an den von der Haemolymphe direkt umflossenen AuBen-
partien. Es darf angenommen werden, dal auch von hier aus die
Erreger immer wieder in die Korperflissigkeit zurtickwandern, wo
sie sich stark vermehren, vor allem nachdem die Zecken eine neue
Blutmahlzeit zu sich genommen haben (vgl. Seite 218).

Ueber die Bedeutung des Centralganglions als Vermehrungsort
von Borrelia duttonii finden sich in der Literatur einzig von FENG
& CHUNG (1936) Angaben, die mit den eigenen Resultaten tiberein-
stimmen. Auch sie stellten in diesemm Organ schon nach 4 Tagen
Spirochaeten fest.

e) Befall der Zeckeneier.

Schon an anderer Stelle ist auf die unter der Leitung meines
Lehrers Prof. Dr. R. GEIGY zurzeit durchgefiihrte Arbeit {iber den
Infektionsverlauf in den miéinnlichen und weiblichen Geschlechts-
organen von Ornithodorus moubala hingewiesen worden. Im Hin-
blick auf die bestehenden Theorien iiber die Spirochaetenentwick-
lung in den Eiern ist es aber notwendig, die morphologischen Eigen-
schaften der Recurrenserreger im LXi von Ornithodorus moubala zu
tiberpriifen, dies jedoch, ohne die einzelnen Etappen der Infektion
weiter zu berticksichtigen.

Zu diesem Zweck wurden vorerst die unreifen, in den IFollikeln
des Ovars sich entwickelnden Eier untersucht. Sowohl in Nativ- als
auch in versilberten Schnittpriparaten lassen sich jeweils nur nor-
male Spirochaetenformen feststellen, die sich morphologisch von
jenen anderer Organe nicht unterscheiden (vgl. Abb. 16 und 17).

Nicht alle I'ollikel sind spirochaetenhaltig, auch variiert die Be-
fallsstiirke betrichtlich. Neben mehrheitlich langen, oft in typischer
Querteilung (vgl. Abb. 15) begriffenen Formen werden auch kurze,
5—6 1 messende rreger gesichtet. Die gleichen Beobachtungen
lassen sich auch in bereits reifen Eiern anstellen. In 2 Fillen gelang
es, die Ilier kurz vor Ablage aus dem Uterus herauszupriparieren
und im Dunkelfeld auszutesten. Von 18 untersuchten Eiern der
Zecke Nr. 1 erwiesen sich (vgl. Tabelle 14) deren 15, von 16 der
Zecke Nr. 2 nur deren 5 als mehr oder weniger stark infiziert. Die
Lingen der jeweils kleinsten gemessenen Spirochaeten stimmen mit
den in den Iollikeln gefundenen Werten tiberein.

Arta Tranica VITT 2 10%1 18
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TABELLE 14.

Spirochaetennachweis in den Eiern von Ornithodorus moubata.

Zecken |Infektionsalter Ei Spirochaeten- 4all dlex 5 Klelnste
Nr, (in Tagen) Nr. befall Sge-fun?]enen Sprachiete
pirochaeten (in z)
1 83 1 + 6 5
2 -+ b} 12
3 e
4 o 14 8
5 + 22 8
6 + 4 9
7 -+ 31 5
8 —
9 —
10 -+ 2 15
11 + 15 10
12 -
13 s 12 6
14 e 49 6
15 + 11 9
16 =
17 + 2 18
18 —
2 121 1 -
9 _
3 -
4 _
5 + 10 11
G e
¢ + 5 9
8 + 38 6
9 -
10 —
11 —
12 -
13 —
14 -+ 17 5
15 =
16 -+ 20 8

Mit wenigen Ausnahmen konnen in allen Eigelegen von Zecken
mit lingeren Infektionszeiten ca. 40—60% Eier mit mehr oder we-
niger starkem Spirochaetenbefall gefunden werden (vgl. Tabelle
15).
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TABELLE 15.

Spirochaetennachweis in den Eiern von O. moubata.

Zecken Infektionsalter Zahl der unter- Befund
Nr. (in Tagen) suchten Eier N l _
3 78 24 18 6
4 85 48 23 25
5 80 26 15 11
6 113 31 12 19
7 73 22 — 22
8 101 63 34 29
9 160 39 21 18
10 168 40 12 28
11 116 35 16 19
12 96 24 10 14
13 190 52 33 19
14 105 32 —_ 32

Die Ansichten der verschiedenen Autoren liber die Entwicklung
der Recurrenserreger in den Eiern von Ornithodorus moubata sind
schon erschopfend (siehe Einleitung, I, 4 b) geschildert worden.
Die von LEISHMAN und anderen verfochtene Granulationstheorie
blieb durch die eigenen Untersuchungen unbestitigt, indem nie die
Entwicklung von Spirochaeten aus granulaihnlichen Gebilden ge-
sehen werden konnte. LEISHMAN, FANTHAM und HINDLE sind ja der
Ansicht, daB die «Granulae», die sie vor allem in den Malpighischen
GefaBlen vorfinden, via Eier auf die Nachkommenschaft iibertragen
werden und sich in den Zeckenembryonen wiederum in den Mal-
pighischen Gefiflen nachweisen lassen. Gegen diese Theorie spre-
chen die Beobachtungen, wonach sowohl in den Eifollikeln als auch
in den bereits abgelegten Eiern nur normale Erreger gefunden wer-
den konnten. Sucht man nach kleinen, granuladhnlichen Korper-
chen, die (aber auch bei gesunden Zecken) via Eier auf die Nach-
kommenschaft iibertragen werden und vor allem in den Malpighi-
schen GefaBen vorkommen, so findet man solche in Form der fir
die Zecken lebenswichtigen Symbionten, wie sie vor allem von
P. BUCHNER (1951) beschrieben werden.

18*%
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B. Experimentelle Untersuchungen iiber die Organ-Affinitit und

Temperaturabhingigkeit von Borrelia duttonii.

Die bisherigen Untersuchungen iiber den Verlauf der Spiro-
chaeteninfektion in der Zecke haben gezeigt, dal} sich Borrelia dut-
tonii gegeniiber den meisten Organen junger wie adulter Zecken
gleich verhilt. IXinzig gegentiber den Speicheldriisen konnte ein un-
terschiedliches Verhalten festgestellt werden, indem die Driisen der
Adultzecken im allgemeinen nur einen schwachen Lrregerbetall
aufweisen.

Im ersten Teil dieses Kapitels soll versucht werden, die Organ-
Affinitat der Spirochaeten experimentell zu priifen.

Es ist schon frither darauf hingewiesen worden (siehe Seite 203),
dafl nach LEiISHMAN und HINDLE die Spirochaetenentwicklung im
Zeckenkorper weitgehend von der Temperatur abhéingig sei. Wer-
den die Tiere unter einer Temperatur von 25 Grad C gehalten, so
zerfallen nach diesen Autoren die Spirochaeten innert der ersten 10
Infektionstage in granultse Intwicklungsstadien. Diese sollen mit
zunehmendem Infektionsalter vor allem in den Malpighischen Ge-
fialen, im Ovar und in den Coxalorganen zu finden sein und sich
erst dann wieder zu typischen Spirochaeten entwickeln, wenn die
Zecken in hohere Temperaturen gebracht werden. Werden die
Zecken in Temperaturen iiber 25 Grad C gehalten, so findet nach
LEISHMAN (1910) ein Zerfall in «Granulae» statt, aus welchen durch
erneutes Auswachsen Jungspirochaeten hervorgehen.

Die bisherigen eigenen Untersuchungen wurden jeweils an in
30 Grad G gehaltenen Zecken vorgenommen. Ein Zerfall der Er-
reger in «Granulae» konnte nie beobachtet werden. Im zweiten Teil
dieses Kapitels soll nun das Infektionsgeschehen im Zeckenkorper
bei einer Temperatur von 20 Grad C verfolgt werden.

1. Das Verhalten ven Borrelia duttonii gegeniiber verschiedenen
Zeckenorganen (Glaskapillarentest).

Um das Verhallen der Spirochaeten gegeniiber gewissen Orga-
nen junger wie erwachsener Zecken zu priifen, wurde der soge-
nannte Glaskapillarentest ausgearbeitet (vgl. Abb. 18 und 19). Da-
bei inspirierten wir uns an einer Methode, die LUSCHER (1948) im
Zusammenhang mit Regenerationsversuchen bei Rhodnius prolizus
angewendel hat.

Die zu kontrollierenden Zeckenorgane (c¢) oder Teilstiicke sol-
cher werden mittels Glasstopsel (b) in 1—2 c¢m lange diinne Glas-
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kapillaren (a) eingefiihrt, und zwar so, daB} sie etwa 1—2 mm hin-
ter dem kiunftigen proximalen Kapillarenende zu liegen kommen,
welches in den Zeckenkorper eingeschoben wird.

Die Haemolymphe der infizierten Zecke stromt nun in das kurze
Kapillarende ein. Nach 2—3tiigiger Versuchszeit werden die Kapil-
laren herausgezogen und die Organe im Dunkelfeld auf einen even-
tuellen Spirochaetenbefall untersuchit.

Abb. 18. In Plastilin eingebetteter Ornithodorus moubata mit cingefiihrter Glas-
kapillare. Vergréfierung 8fach.

ha 3 il

-

-~ 5 = Y '

Abb. 19. Schematische Darstellung einer durch die Coxa in die Leibeshohle von
Ornithodorus moubata eingefithrten Glaskapillare.

a — Kapillare, b = Glasstopsel, ¢ = Testorgan (Speicheldriise).
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Auf diese Weise ist es moglich, den Spirochaeten in der Haemo-
lymphe verschiedene reine Zeckenorgane vorzulegen und zu prii-
fen, ob sich die Erreger darin ansiedeln und vermehren. Dabel
konnten folgende Resultate erzielt werden:

Versuch a:

Es werden vorerst je eine uninfizierte Speicheldriise, je ein Cen-
tralganglion, bzw. je ein I‘ilterteil eines Coxalorgans junger Zecken
(2. und 3. Nymphenstadium) in die Kapillare eingefiihrt. Wie aus
Tabelle 16 hervorgeht, weisen diese nach 2 Tagen in fast allen Ver-
suchen einen mehr oder weniger starken Spirochaetenbefall auf.

Versuch b:

Werden die Organteile adulter Zecken ausgetestet, so dringen
die Spirochaeten aus der Haemolymphe wohl in die Central-
ganglien und Coxalorgane ein, nicht aber in die Speicheldriisen.

Versuch c:

In dieser Versuchsanordnung werden nun pro infizierte Adult-
zecke zwei Kapillaren eingefiihrt. In der einen befindet sich die
Speicheldriise einer Nymphe, in der anderen diejenige eines ge-
schlechtsreifen Adulttieres. Obwohl bei diesen Versuchen sehr viele
Zecken infolge Verletzung des Darmsackes eingehen, zeigen einige
wenige Resultate doch deutlich eine Uebereinstimmung mit den in
Versuch «a» und «b» erzielten Befunden. Wiederum werden nur die
Speicheldriisen der Jungzecken, nicht aber jene der Adultzecken in-
fiziert.

Diese experimentellen Befunde bestitigen in eindriicklicher
Weise die in den vorhergehenden Kapiteln festgestellte Affinitit der
Spirochaeten gegeniiber den Zeckenorganen. Die Speicheldriisen
der Adultzecken wirken weniger attrahierend auf die Spirochaeten
als jene der Nymphen. Dies fiihrt zur Vermutung, daB es sich hier
um chemische Vorginge handelt, indem gewisse Organe Stoffe ent-
halten bzw. in die Haemolymphe abgeben, die auf die Spirochaeten
eine anziehende Wirkung ausiiben. Von diesen vorlidufig noch un-
bekannten Stoffen wiirde dann wahrscheinlich die Intensitat der
Ansiedlung und Vermehrung der Erreger in den Organen abhin-
gen. Das unterschiedliche Verhalten der Spirochaeten gegeniiber
den Speicheldriisen ist vielleicht darauf zuriickzufiihren, dal mit
zunehmendem Entwicklungsalter der Zecken die erwihnten Stoffe
in diesem Organ nur noch in kleinen Mengen vorhanden sind, so
daB3 die Erreger die Driisen iiberhaupt nicht oder nur voriiber-
gehend befallen.
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TABELLE 16.

Zusammenstellung der mit dem Glaskapillarentest erzielten Versuchsergebnisse.

Versuch a:
Organe von Nymphen (2. u. 3. Stadium) in die Kapillaren eingefiihrt.

Speicheldriisen Centralganglion Cozxalorgan
Versuch Versuch Versuch
Nr.5 Befund NF, Befund N Befund
2 ++ 11 -} 16 —
4 -+ 12 ++ 17 +
5 — 14 — 19 ++
6 + 15 -+ 20 +
9 S 23 (+)
10 ++
Versuch b:
Organe von Adultzecken in die Kapillaren eingefiihrt.
Speicheldriisen Centralganglion Coxalorgan
Versuch Befund Versuch Befund Versuch Befund
Nr. Nr. Nr.
24 (+) 30 + 34 —
25 — 31 + 4+ 36 =+ +
26 o 33 (+) 37 -
28 = 38 ++
Versuch c:

Speicheldriisen von Nymphen und Adulttieren in die Kapillaren eingefiihrt.

Nymphen speicheldriisen Adultspeicheldriisen
Remugh Befund Befund
Nr.
1 + b
& ++ =
6 — —
7 + —
Legende (+) == nur vereinzelte inaktive Spirochaeten sichtbar.
-+ = weniger als 10 aktive Spirochaeten sichtbar.
+ -+ = mehr als 10 aktive Spirochaeten sichtbar.

5 Fehlende Versuchsnummern beziehen sich auf Zecken, die wegen Ver-
letzungen eingegangen sind.
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Es miufBte eine besondere analytische Methode angewendet wer-
den, um niheres tber diese Stoffe und ihre Wirkungsweise zu er-
fahren.

2. Temperaturabhdngigkeit von Borrelia duttonii.

Fir die Temperaturversuche wurden je 150 Zecken des 1. und 2.
Nymphenstadiums an Miusen (deren Blutbilder bei 540facher Ver-
groferung pro Blickfeld durchschnittlich 5 Spirochaelen enthiel-
ten) infiziert und bei 20 Grad C gehalten. Wiederum gaben die Be-
funde tiglich sezierter Tiere Auskunft iiber das Schicksal der Re-
currenserreger im Zeckenkorper.

Die aufgenommenen Spirochaeten lassen sich im Vergleich zu
jenen bei 30 Grad C schon in der Darmfiillung durch eine stark
verminderte Aktivitdt charakterisieren. Neben zahlreichen entwick-
lungsunfiahigen abgestorbenen Individuen halten sich die schwach
beweglichen FFormen lange im Darmlumen auf und sind noch nach
35 Tagen darin nachzuweisen. Vom 3. Infektionstage an lokali-
sieren sich die aktiven Spirochaeten an der Darmwand, konnen
jedoch erst nach 6 Tagen im eigentlichen Darmepithel gesichltet
werden (statt in 2 Tagen bei 30 Grad C). Morphologisch treten keine
nennenswerten Abweichungen von den bisher untersuchten Formen
auf.

Der erste Spirochaetennachweis in den Zeckenorganen ist erst
vom 13. Tage an moglich. Diese Beobachtung zeigt deutlich, daB die
Erreger bei 20 Grad C infolge ihrer geschwichten Beweglichkeit
eine langere Zeit brauchen, um durch die Darmschichten in die
Korperhohle der Zecken zu gelangen.

Bis zum 22. Tage bleiben die Organe nur schwach infiziert; erst
von diesem Zeitpunkt an kann eine starke Spirochaetenzunahme
beobachtet werden. Diese ist einerseits auf Teilungen in der Haemo-
lymphe und in den Organen selbst, andererseits auf das Freiwerden
neuer Formen aus dem Darmepithel zurilickzufiihren.

Weder im Darm, noch in den ausgetesteten Cerebralganglien,
Speicheldriisen und Coxalorganen konnten «Granulae» festgestellt
werden. Ein ginzliches Verschwinden der Spirochaeten nach 10 In-
fektionstagen war nie zu beobachten. Wihrend der 45tigigen Kon-
trollzeit konnten, neben immer wieder auftretenden Spirochaeten-
leichen, nur typische «zapfenzieherartige» Erreger gefunden wer-
den. Die niedrigere Temperatur bewirkt lediglich eine erhebliche
Inaktivierung der Spirochaeten und dadurch logischerweise auch
einen verlangsamten Ablauf der Teilungen und des Infektionsge-
schehens im Zeckenkdrper.
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Schon FENG & CHUNG (1938) haben die Wirkung tiefer Tem-
peraturen (sie hielten die Zecken in einem Kiihlschrank von 5—38
Grad C) auf die Spirochaelen im Zeckenkorper untersucht, konnten
jedoch das Auftreten von «Granulae» als Entwicklungsformen von
Borrelia duttonii auch nicht bestitigen. Eigenartig ist aber, dal}
diese Autoren eine Verzogerung des Infektionsverlaufes nur im
Darmlumen, in welchem die Spirochaeten bis zum 65. Tage nach-
zuweisen waren, feststellen konnten. Im Gegensatz zu unsern Re-
sultaten konnten FENG & CHUNG hingegen schon vom 2. Tage an
im Cerebralganglion, vom 5. Tage an in den Speicheldriisen und
vom 8. Tage an in den Coxalorganen Recurrenserreger beobachten.

III. DIE VERSCHIEDENEN MOGLICHKEITEN
DER UEBERTRAGUNG VON SPIROCHAETEN DURCH
ORNITHODORUS MOUBATA.

Fir die Uebertragung von Borrelia duttonii auf den Warm-
bliiter sind theoretisch 3 Wege moglich.

1. Die Uebertragung durch die zuweilen noch auf dem Warm-
bliiter durch den After ausgeschiedenen Exkrete der Malpighischen
Gefdfe.

2. Die Uebertragung via Speicheldriisensekret.

3. Die Uebertragung durch die zwischen den Coxen des ersten
und zweiten Beinpaares beidseitig aus einem Porus ausflieBende
Coxalfliissigkeit (vgl. Abb. 2 und 4). Dabei besteht die Alternative,
dafl die Spirochaeten durch die Bifwunde oder durch die unver-
letzte Haut eindringen.

A. Die Uebertragung durch die Exkrete der Malpighischen
Gefiale.

Bei der Untersuchung des Infektionsverlaufes in den Malpighi-
schen GefiaBen (Kap. II, A, 3 ¢) hat es sich gezeigt, daBl die Spiro-
chaeten nie in das eigentliche Gefifflumen eindringen. Das Aus-
scheiden infektioser Exkrete ist somit unmoglich. Um dies auch
experimentell zu bestéitigen, wurden die aus den Malpighischen Ge-
faBen, bzw. aus den Rectalampullen ausgeschiedenen Exkrete so-
wohl mikroskopisch als auch im MAuseversuch kontrolliert. Durch
Druck mittels erwirmten Glasstabes auf die Ventralseite der infi-
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