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Schweizerisches Tropeninstitut Basel.

Untersuchungen iiber die Abhéingigkeit der
Entwicklung der Reduviide Triatoma infestans
Klug von ihrem Darmsymbionten.

Von LILY-ANNE HALFF.
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Einleitung.

Bevor die Verhiiltnisse bei den Reduviiden eingehender geschildert werden,
sei hier zur Einleitung auf die Symbiose einiger blutsaugender Arthropoden
eingegangen. Diese Tiere interessierten die Forscher frither nur, sofern sie als
Krankheitsiibertriiger in IFrage kamen, und so wurde ihre Symbiose entweder
ganz lUbersehen, miBbverstanden oder fehlgedeutet. ROBERT KocH hat z. B. schon
Symbionten gesehen. die in einem bestimmten Abschnitt des Mitteldarmes der
Tse-Tse-Fliege lokalisiert sind, doch untersuchte er diese Mikroorganismen
nicht niiher. Solche Beispiele liefien sich hier noch manche auffiithren, doch
anderte sich die Situation schon 1910 durch die Arbeiten von ROUBAUD, der
die Symbiose der Glossinen beschrieh. Von da an wurde diese Irscheinung
hauptsiichlich morphologisch untersucht, und erst in jiingerer Zeit versucht
man durch mikrochemische Untersuchungsmethoden etwas liber die physiolo-
gischen Wechselbezichungen zwischen Wirt und Symbiont zu erfahren.

Sehen wir uns nun auf Grund von Bucnyer’s Schilderung (1954) einige
Beispiele niher an. Zuerst soll die Rede sein von der Syvmbiose der Argasiden
und Irodiden. Bei diesen Zecken finden sich die Symbionten immer nur in
den Zellen der Malpighi'schen Gefilie und in den Ovarien. Die Mikroorganismen
werden vom Weibchen schon bei der Eibildung an die Nachkommen weiter-
gegeben. Bei der Kopflaus, Pediculus capitis, hingegen sehen wir beim Adulttier
eine sogenannte Magenscheibe. Dieses weillich-gelbe Gebilde ist ein Mycetom,
das aus 10—16 Fiichern besteht, in denen die wurstférmigen Symbionten liegen.
Diese Organe wolben das Darmepithel, mit dem sie nur leicht verbunden sind,
nach innen vor. Eine direkte Verbindung mit dem Darmlumen hesteht also
nicht. Die Ubertragung der Symbionten auf die Nachkommen erfolgt im Ova-
rium., Die Symbionten wandern aus dem Mycetom des reifen Weibchens in die
sogenannten Ovarialampullen aus und gelangen auf diesem Wege in die Eier.

SchlieBlich sei noch die Symbiose der Glossinen genannt, die verschiedene
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Trypanosomiasen tbertragen konnen. Der Mitteldarm der Imago zerfiillt in
drei deutlich zu unterscheidende Zonen. Im ersten Abschnitt fillt ein scharf
abgegrenzter Bereich auf, in dem sich die Symbionten intrazelluliir finden.
Die Zellen, die sich in dieser Gegend befinden, sind aufierordentlich vergrébBert.
ja beim hungernden Tier wolben sie sich sogar ins Darmlumen vor und sind
mit Stiibchen prall gefiillt. Bei einer Blutmahlzeit werden die stiibchenférmigen
Mikroorganismen moglicherweise durch die perilrophe Membran hindurch in
das Lumen des Darmes abgegeben und beteiligen sich eventuell an der Ver-
dauung des Blutes. Bei den Glossinen vollzieht sich das Imbryonal- und Lar-
venleben bis zur Verpuppung im miilterlichen Korper. Withrend dieser Zeit
wird die Larve mit dem Sekret der sogenannten Milchdriise erniihrt. Rousaup
stellte nun fest, dali das i zwar noch symbiontenfrei, die Larve jedoch schon
svmbiontenhaltig sei. Daraus schlofi er, dali die Symbionten durch das milchige
Sekret iibertragen werden. In zwei der eingehender geschilderten IFille wurden
die Symbionten durch spezielle Ilinrichtungen via IXi an die niichste Generation
weitergegeben, im letzten durch das milchige Sekret, mit dem die intrauterine
Larve gefiittert wird.

Diesen Beispiclen gegeniiber weist die Symbiose der Reduviiden gewisse
Ligenheiten auf. Wieder waren es Mediziner, die sich fiir die Raubwanzen vor
allem interessierten, da dieselben den Erreger der Chagas-Krankheit, das
Schizotrypanum cruzi, iibertragen. So gewahrte der brasilianische Arzt Dias
(1933, 1934) als erster die Symbionten bei Triatoma. I'in Entomologe, WI1GGLES-
WORTH (1936}, untersuchte die Symbionten von Rhodnius prolixus und fand
im Lumen und in den Zellen des vorderen Abschnittes des Mitteldarmes dieser
Reduviide grampositive Bakterien, die er spiter in Ubereinstimmung mit ERik-
SON (193)5) als Actinomyces (Nocardia) rhodnii klassifizierte. Damals glaubte
er, dal} die Symbionten im Ovar auf die Eier iibertragen werden. Zu dieser
Auffassung kam er, weil er bei frischgeschliipften Wanzen die Symbionten nur
intrazelluliir feststellte. Erst ca. 10 Tage nach der ersten Hiutung vermechrten
sich die Mikroorganismen und wurden dann auch frei im Darmlumen gefun-
den. Aus Iierbrei konnten die Symbionten nie geziichtet werden, jedoch lieBen
sie sich leicht aus ilteren Larven isolieren. Deshalb glaubte der Autor auch,
dal lediglich die intrazellulire Form in den Embryvonen gefunden werde, die
sich auf kiinstlichem Niihrboden nichl ziichten lieBe. AuBerdem sah WIGGLES-
WORTH auch in anderen Reduviiden iihnliche Mikroorganismen, doch unter-
suchte er diese nicht.

Er verfiitterte sodann Rhodnius-Symbionten an Lucilia-Larven und stellte
fest, dal diese Diiit iihnlich wirkte wie eine Fiitterung mit Hefeextrakt. Daraus
schlof} er, dafl der Symbiont ein Vitamin des B-Komplexes produzieren miisse.

Dias (1937) fand bei Triatoma megista intra- und extrazellulire Symbionten
und stellte ohne nithere Stoffwechseluntersuchungen fest, dafi diese Mikro-
organismen fiir die normale I'ntwicklung des Wirtes unentbehrlich seien.

BreEcHER und WIGGLESWORTH (1944) isolierten aus dem Proventrikel von
Rhodnius prolivus wiederum Actinomyces rhodnii, und zwar auf Glukoseagar
Sie revidierten ferner ihre Ansicht iber den Uberlragungsmodus des Symbion-
ten insofern, als sie an keine intraovarielle Ubertragung mehr glaubten, sondern
die Infektion durch den symbiontenhaltigen Kol postulierten. Demnach ist also
kein spezieller Mechanismus zur Symbiontentibertragung vorhanden, sondern
die Mikroorganismen werden durch den Kot, mit dem die Wanzeneier nor-
malerweise beschmiert sind, auf die Nachkommen tibertragen. Die Embryonen
sind also, entgegen der fritheren Ansicht, nie symbiontenhaltig, hingegen koén-
nen die Symbionten durch Abstreichen von mit Kot beschmierten Eiern auf
Glukoseagar geziichtet werden. Verglichen mit den eingangs beschricbenen
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Verhiilltnissen bei Zecken, Pediculus und Glossinen, finden wir bei den Redu-
viiden eine lockere Form der Symbiose.

Nachdem solchermafien der Ubertragungsmodus gekliirt war, wurde es mog-
lich, symbiontenfreiec Wanzen zu ziichten. Hierzu brauchten lediglich die Eier
mittels einer Gentianaviolettldsung oberflichlich desinfiziert und die aus so
behandelten Eiern schliipfenden Larven weiterhin unter sterilen Bedingungen
aufgezogen zu werden. So lieff sich die Bedeutung des Symbionten fiir den
Organismus ermitteln. Die Larven von Rhodnius prolirus entwickelten sich bis
zum IV. Larvenstadium normal, konntlen sich aber nur selten zur Nymphe oder
zum Adulttier hiiuten. Die Vermehrungstihigkeit der Adulitiere soll vermindert
sein. Wurden diese Imagines sekundir mit Symbionten infiziert, so regulierte
sich die Vermehrung. BRECHER und WIGGLESWORTH untersuchten ferner noch
die Rolle, die der Symbiont bei der Verdauung des Blutes im Magen der Wanze
spielt. Auf Grund threr Versuchsergebnisse glaubten sie, dal Actinomyces
rhodnii an der Haemolyse nicht beteiligt sei, sondern lediglich ein Wuchs-
hormon produziere, durch das die Normalentwicklung der Wanze gewfihr-
leistet wiirde.

Als Ergiinzung zu Dias, der Triatoma megista untersucht hatte, fand WEUR-
MANN (1947) in Triatoma infestans kleine, bipolar firbbare Bakterien, die auf
Glukoseagar grauweilie, glinzende Kolonien bildeten. Es handelt sich hier um
ein echles Bakterium mit spezifischen Agglutinationsreaktionen. WEURMANN
glaubte, dafy auBer der Ubertragung des Mikroorganismus durch den Kot auch
eine intrauterine Infektion durch die Mikropyle des Fies maoglich wiire, doch
hielt die Autorin diese Art der Ubertragung fiir wenig wahrscheinlich. WIGGLES-
WORTH revidierte (1952) anhand von weiteren Untersuchungen seine friithere
Ansicht in bezug auf die intrazelluliire Lage der Symbionten von Rhodnius
prolirus. Nach dieser neuen Auffassung finden sich die Symbionten lediglich
im Lumen oder zwischen den Zellen des Proventrikels.

Wie wir sehen, unterscheidet sich die Syvmbiose der Reduviiden wesentlich
von der anderer blutsaugender Arthropoden. Hier werden weder spezielle Or-
gane zur Beherbergung der Symbionlen ausgebildet noch solche, die eine Uber-
tragung auf das Ei ermoglichen wiirden.

Bisher wurden nur niihere Stoffwechseluntersuchungen bei der Reduviide
Rhodnius prolicus ausgefiithrt. Die Verhiiltnisse bei Triatoma infestans, einer
ebenfalls lediglich von Siugerblut sich nithrenden Raubwanze, abzukliren, ist
die Aufgabe vorliegender Arbeit. In den bisherigen Publikationen GEIGY, HALFF
und KoCHER (1953, 1954) wurden einige der Hauptergebnisse zusammengestellt,
die hier nun niiher beschrieben werden sollen.

Ich moéchte nicht versiumen, an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. J. Tomesik
(Hvgienische Anstalt, Basel) fiir seine wissenschaftliche Stellungnahme, Herrn
Dr. V. Kocher (Mikrobiologisches Laboratorium, Basel) fiir seine Mitarbeit und
die Erlaubnis zur Beniilzung seines Laboratoriums und seiner Methoden, der
Firma Hoffmann-La Roche fiir die Uberlassung von Substanzen, Herrn Dr. K. A.
Bisset (Department of Bacteriology, Birmingham, England) fiir die Begutach-
tung des Symbiontenstammes, Herrn Dr. R. E. Ryckman (Loma-Linda, Cali-
fornia, U.S.A.) fiir die Sendung von Triatoma infestans und IFrau M. Sieben-
mann-Stehelin flir die Ausfithrung der Zeichnungen zu danken.

Vorliegende Dissertation wurde unter der Leitung meines verehrten Lehrers,
Herrn Prof. Dr. R. Geigy, am Schweizerischen Tropeninstitut in Basel ausge-
fithrt. Sie geht im wesentlichen auch auf gemeinsame Diskussionen mit Herrn
Prof. Dr. P. Buchner (Porto d’Ischia, Italien) zuriick. Beiden Herren danke ich
fiir die Anregungen und das Interesse, das sie dieser Arbeit stets enlgegenge-
bracht haben, besonders herzlich.
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1. Material und Technik.

Die Untersuchungen, die hier beschrieben werden sollen, wurden mit T'ria-
toma infestans Klug ausgefiihrt. Diese blutsaugenden Raubwanzen stammen
aus Siidamerika, wo sie in den Hiitten der EFingeborenen leben und als Uber-
trager der Chagas-Krankheit, einer siidamerikanischen Trypanosomiase, eine
wichtige Rolle spielen. Unser Stamm wurde aus Caracas eingefiihrt und schon
lingere Zeit am Schweizerischen Tropeninstitut in Basel gehalten; ferner wur-
den noch einige Beobachtungen an einem Wanzenstamm aus Loma-Linda ge-
macht. Dieser Stamm wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. R. E. Ryck-
man zur Verfiigung gestellt (School of Tropical and Preventive Medicine, LLoma-
Linda, California).

Die zu Vergleichszwecken verwendeten Rhodnius prolixus slammen eben-
falls aus Siidamerika und wurden auch schon linger unter den gleichen Be-
dingungen wie Triatoma infestans am Tropeninstitut geziichtet.

Zucht- und Flitterungstechnik:

Die Raubwanzen wurden in einem Klimaraum bei einer Temperatur von
26° C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 65%0 gehalten. Die Luftfeuchtig-
keit wurde absichtlich so niedrig gehalten, um ein Schimmeln der Zuchten zu
vermeiden, und weil die Wanzen ganz allgemein trockene IHaltung bevorzugen.

Triatoma infestans ist ein Insekt, das nach dem Schliipfen aus dem Ei vier
Larven- und ein Nymphenstadium durchliuft, um sich endlich zur Imago zu
hiuten. Zu dieser hemimetabolen Entwicklung, die direkt verlduft, braucht
das Tier durchschnittlich sechs Monate. Um die Bedingungen midglichst kon-
stant zu halten, wurden alle Wanzen wihrend der Versuchsdauer dreimal
wochentlich auf Meerschweinchen gefiittert. Nach unseren Erfahrungen miissen
die Triatomen ungefiihr eine halbe Stunde lang am Meerschweinchen belassen
werden, um eine geniigend grolie Blutmenge aufnehmen zu kénnen. Rhodnius
prolizus nimmt pro Larvenstadium nur eine Blutmahlzeit zu sich, Triatoma
infestans hingegen mehrere von recht unterschiedlicher Gréfie. So saugt z. B.
eine Larve des dritten Stadiums 13—30 mg Blut, cine solche des vierten Sta-
diums ca. 60 mg pro Mahlzeit.

Die Fiitterungtechnik ist folgende:

Gewohnlich werden 20-—-30 Tiere zusammen in Bechergliser von 50-—100 cem
Inhalt verbracht, die mit einem gefalteten Stiick Filterpapier versehen und
mit Gaze verschlossen werden. So lassen sich die Tiere leicht sauber halten.
Man ermoglicht den Wanzen den Blutsaugakt, indem man den Gazeabschluf}
der Zuchtbehilter einem Kleinsiuger anlegt. Meist geben die Tiere unmittelbar
nach der Fiitterung feuchten Kot ab, und deshalb werden die Gliiser am besten
dann gereinigt und Filterpapier und Gaze erneuert. I'lir die Aufzucht symbion-
tenfreier Wanzen wurde folgendes, von WiGGLESWORTH fiir Rhodnius ausge-
arbeitetes Verfahren angewendet: Die Eier von Triatomea infestans werden
fliinf Minuten lang in eine gesiittigte wiilirige Gentianaviolettlosung gebracht
und in Alkohol (70%) und sterilisiertem destilliertem Wasser bis zur totalen
Entfirbung ausgewaschen. Hierauf werden die Fier in sterile Zuchtgliiser ge-
geben und in ein mit Lysollésung (50%) symbiontenfrei gemachtes Aquarium
verbracht. Gliiser, Filterpapier, Gaze und zur Fiitterung dieser Tiere verwendete
Instrumente werden im Autoklaven bei 1,5 Atm. wihrend einer halben Stunde
sterilisiert. Das zur Fiitterung gebrauchte Meerschweinchen wird mit einer
gesattigten willirigen Gentianaviolettlosung desinfiziert, um eine Infektion mit
Syvmbionten zu verhiiten. Alle tot aufgefundenen sterilen Wanzen wurden ent-
weder histologisch aufgearbeitet oder deren Proventrikel nach der iiblichen
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Methode auf Kulturmedien ausgestrichen. In keinem Fall konnten Symbionten
nachgewiesen werden.

In allen ausgefithrten Versuchen wurden jeweils Larven aus Eiern gleichen
Alters zu einer Gruppe zusammengefaBt, um die Ausgangsbedingungen mog-
lichst konstant zu gestalien und mit mdglichst gleichwerticem Wanzenmaterial
zu arbeiten.

Kiinstliche Erndhrung:

Um den Vitaminbedarf von Triatoma genau zu bestimmen, ist ¢s notig, ihr
eine Nihrlosung zu verfittern, deren Gehalt an Vitamin bekannt ist. Uns in-
teressierte hauptsiichlich der Vitamin-B-Komplex, da diese Vitamine als In-
sektenentwicklungshormone schon liingere Zeit bekannt sind (REICHSTEIN u. a.
1940—1946).

Es ist nicht schwer, Triatomen kiinstlich zu fittern, da sie durch rein ther-
mische Reize zum Saugen angeregt werden kénnen. In Anlehnung an den von
NicoLLE und Lworr {1942—1947) erfundenen Apparat, den wir weiter modifi-
zierten, lieflen wir unsere Versuchstiere durch eine dtinne Gummimembran
hindurchstechen und saugen (s. Abb. 5, vgl. auch GEIGY und Krauvs 1952, Der
Apparat wurde moglichst einfach gestallet, um seine Reinigung zu erleichtern,
vor allem aber, um die Sterilisation im Autoklaven zu ermoglichen. s wurden
daher nur Glasteile verwendel, da Metall leicht rostet und zu oll erselzt wer-
den mibte.

Um die zur IMlilterung gebrauchte Losung, in unserem Falle Meerschwein-
chenserum, auf einer Temperatur von 40° ¢ zu halten, stellte man sie auf ein
Wasserbad von 50° C. Die Triatomen werden vor und nach der Filitterung ge-
wogen. Die aufgenommene Vitaminmenge konnte auf diese Weise ziemlich
genau bestimmt werden. Durchschnilttlich wurden die Wanzen zwanzig Minuten
auf der Gummimembran belassen. Nach dieser Zeit hatten sich die meisten
vollgesaugt. Die IMiitterungsdauer kann bei kiinstlicher IErniihrung herabgesetzt
werden, weil der Saugriissel nach Durchstechen der Membran sofort in die
Nihrflitssigkeit cintaucht und nicht erst die Haut des IFutterspenders nach
Kapillaren absuchen mufi (Abb. 1).

Histologische Aufarbeitung:

Von den sezierten Wanzen wurde lediglich der Darmtrakt histologisch wei-
terverarbeitet. Nach der Sektlion wurden Proventrikel und ein Stiick Mitteldarm
kurz in eine Natriumzitratlésung (2%¢) getaucht, nach CarNoyY fixiert und iiber
Butylalkohol in Paraffin eingebettet. Das Schwenken in Natriumzitrat erfolgt,
um aus dem Proventrikel maoglichst viel Blut vor der Weiterverarbeitung zu
entfernen. Butylalkohol eignet sich fir dieses Objekt besonders gut, weil sich
unter seiner Einwirkung Blut nicht so stark verhiirtet wie bei anderen Ent-
wasserungsmitteln, Die Schnittdicke betrug durchschnittlich etwa 5 pu, gefiirbt
wurde mit Haematoxylin HEIDENHAIN oder nach GiEMsa-Originalmethode fiir
Schnittpriparate. I's wurden auch Ausstriche von Proventrikeln hergestellt,
die mit Methylalkohol fixiert und nach Gram oder GIEMSA gefirbt wurden.

Ztichtung des Symbionten in Kultur:

Wie schon in der Iinleitung erwiihnt, finden sich die Symbionten immer
im vorderen Abschnitt des Mitteldarmes, im sogenannten Proventrikel. Die
zum Anlegen von Symbiontenkulturen verwendelen Wanzen wurden mit Ather
oder Chloroform abgetitet, zur Desinfektion der Korperoberfliche in eine
Lysollosung (50%0) verbracht und anschliefend mit sterilem destilliertem Was-
ser griindlich gespilt. Das Tier wurde hierauf moglichst rasch eriéffnet, der
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— Abb. 1. Apparat fiir die kiinstliche
E — Fiitterung der Triatomen.
- 17

— 1 = Abschliefender Glasdeckel.
— 2 = Glaszylinder.
= i 3 = Gummimembran.
“““““““““““““““““ 4 = Niihrfliissigkeit.
5 = Glasgefitf zur Aufnahme der
Nithrfliissigkeit.
6 = Glasdeckel.
7 = Wasserbad.
8 8 = Gasflamme zur Erwiirmung des

Wasserbades.

Proventrikel herauspriipariert und auf eine Ose verbracht, die dann auf dem
Niihrboden abgestrichen wurde. Hierzu wurden folgende Nithrhdden verwendet:

Bacto-Beef-Extract (Difco) 3g Na(Cl 8¢

Bacto-Peptone (Difco) 5g Glukose Sandoz 20 ¢

Bacto-Agar (Difco) 15 ¢ aq. dest. 1000 g
pH 68—7.0

Zu speziellen Untersuchungen wurde diesem Niithrmedium steriles Menschen-
blut zugegeben, und zwar 2 cem Blut auf 8 cem Nithragar. Auch fliissiger Nihr-
boden wurde zum Teil verwendet, der gleich hergestellt wurde wie der feste,
jedoch ohne Zusatz von Agar. Die Zugabe von Glukose ist in allen Fiillen er-
forderlich, da sich der Symbiont ohne diese nicht entwickeln kann.

Um zu priifen, ob Gentianaviolett- und Lysollésungen in den zur Sterilisa-
tion verwendeten Konzentrationen den Symbionten tatsiichlich beseitigen kon-
nen, gaben wir zu unseren gewodhnlichen Nihrbdden je 1 cem Desinfelctionsfliis-
sigkeit zu. Nie zeigte sich auf solchen Medien nach Beimpfung mit Symbionten-
kulturen Wachstum.

Die frisch angesetzten Kulturen wurden alle 12 Stunden kontrolliert. Meist
zeigte sich nach 48 Stunden Wachstum von weiBllichen, glinzenden Kolonien.
Erfolgte innert 96 Stunden kein Wachstum, so bezeichneten wir den Befund
als negativ. Von den positiven Kulturen wurden Ausstriche angefertigt, die
mit Methvlalkohol fixiert und nach Gram oder GIEMsA gefirbt wurden (s.
Abb. 8, S. 249).
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I1. Lokalisierung und Zyklus der Symbionten
bei Triatoma infestans Kluy.

Bevor auf den Zyklus des Symbionten von Triatoma infestans
eingegangen wird, soll hier die Dauer, die eine normale Triatoma
durchschnittlich zu ihrer hemimetabolen Entwicklung braucht,
festgelegt werden. Bis Triatoma infestans sich zur gefliigelten
Imago hautet, durchlauft sie vier Larven- und ein Nymphen-
stadium.,

Nach Ablage des Eies vergehen 20 Tage bis zum Schliipfen der
[. Larve. Wird diese sogleich und regelmiBig gefiittert, so hiautet
sie sich schon nach 12 Tagen zu einer Larve des 2. Stadiums.
Nach weiteren 14—16 Tagen schliipft diese und bleibt dann un-
gefihr 25 Tage lang eine Larve des 3. Stadiums, um sich dann in
die IV. Larve zu verwandeln. 21 Tage darauf schliipft die Nymphe,
die sich erst nach 60 Tagen zur gefliigelten Imago hiutet. Im gan-
zen benotigt das Tier nach Ablage des Lies zu seiner Entwicklung
also ca. 5 Monate,.

Nun fanden wir, in Ubereinstimmung mit WIGGLESWORTH (bei
Rhodnius prolixus), nie Symbionten in Eiausstrichen oder in aus

e~

Abb. 2. Embryo, aus dem Ei priipariert; schematisiert. 1 = Embryo, total.
a = Darm. 2 = Ausschnitt aus dem Darm, ohne Symbionten.
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Abb. 3a. Abb, 3b,
Abb. 3a. Larve, 1. Stadium, Verlauf des Darmes, schematisch. 1 = Vorderdarm.
2 = Vordercr Abschnitt des Mitteldarms., 3 = Hinlerer Abschnitt des Mittel-
darms. 4 = Rectum. 5 = Malpighische GefiiBe.

Abb. 3b. Ubergang zwischen Vorderdarm und vorderem Abschnitt des Mittel-
darms. Triatoma infestans, Larve. 1 = Vorderdarm. 2 = Vorderer Abschnitt
des Mitteldarms. 3 = Syvmbionten.

Abb. 4.

Abb. 4. Ausschnitt aus ecinem Lingsschnitt durch den Vorderdarm einer
T'rictoma infestans Klug. (Zucht: Schweiz. Tropeninstitut.)
Abb. 5. Ausschnitt aus einem Lingsschnitt durch den Vorderdarm einer
Triatoma infestans Klug (Zucht: Loma-Linda.)
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den Eiern priparierten Embryonen von Triatoma infestans. Lirst
nach der ersten Blutmahlzeit lieBen sich die Mikroorganismen im
Lumen des vorderen Abschnittes des Mitteldarmes von Triatoma-
Larven des 1. Stadiums nachweisen. Von da an fanden sich an
dieser Stelle stets Symbionten; ferner wurden sie auch regelmiBig
im Kot ausgeschieden.

Nie wurde im reifen Weibchen ein Hilfsapparat gefunden, der
die Infektion mit Symbionten im Ovar oder Uterus gewihrleisten
wiirde. Damit scheint auch hier eine transovarielle oder uterine
Ubertragung des in Frage kommenden Mikroorganismus ausge-
schlossen., Die Eier von Triatoma infestans werden aber bei der
Ablage stets mit symbiontenhaltigem Kot beschmiert. Beim
Schliipfen oder spiter mufl also die Larve die fiir sie lebenswich-
tigen Symbionten aus diesem Kot aufnehmen.

Die Symbionten fanden sich bei den Triatomen, die wir am
Schweizerischen Tropeninstitut schon lingere Zeit hielten, immer
nur extrazellulir im Lumen des Mitteldarmes, bei einem Stamm
aus Kalifornien, den wir noch zusatzlich auf die Lage der Sym-
bionten untersuchten, ebenda, jedoch auch intrazellular in Va-
kuolen des Darmepithels (s. Abb. 2—5).

III. Morphologisch-systematische Beurteilung des Symbionten.

Wie im vorhergehenden Kapitel erwihnt, war es sehr leicht,
den Symbionten auf einem einfachen Nihrboden zu ziichten. Ga-
ben wir diesem Nihrboden steriles Menschenblut im Verhiltnis
4 :1 zu, so trat schon nach 10—12 Stunden eine a-Haemolyse ein.
Wir glaubten deshalb, daffi der Symbiont bei der Aufarbeitung
des Blutes im Magen der Triatoma eine Rolle spielen konnte, doch
wurde diese Annahme auf Grund spiterer Untersuchungen nicht
bestiitigt. Die Triatomen verdauen, auch wenn sie in ihrem Mittel-
darm Kokken enthalten, nur einen Teil des aufgenommenen
Blutes. Unmittelbar nach jeder Nahrungsaufnahme wird Kot ab-
gegeben, der eine ziemlich grofie Menge leicht angedauter Blut-
korperchen enthiilt. Diese Verhiiltnisse sind auch bei symbionten-
freien Wanzen nicht veréindert. IZs wurden jedoch keine weiteren
Untersuchungen iiber diesen Punkt ausgefiihrt.

Zur morphologischen Beurteilung des Symbionten sel folgendes
gesagt:

In den Kulturpriparaten konnten Bakterien einzeln oder in
Diploformen gesehen werden. Die Bakterien waren grampositiv,
sie zeigten ferner eine bipolare I'iirbbarkeit; eine Kapsel konnte
nicht festgestellt werden.

Im folgenden seien einige Stoffwechselreaktionen aufgezahlt:

Acta Tropica 13, 3, 1956 18
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Thermoresistenz bei 60° C weniger als 30 min
Wachstum in 6.5%0 NaCl enthaltender Bouillon +++
Wachstum in alkalischer Bouillon (pH 9.6) 0
Wachstum auf Zitratnithrboden (Simmons) 0
Galleloslichkeit 0
Aesculinfermentation et ot
Glukose- und Mannitfermentation pernpe
Arabinose-, Xvlose-, Saccharose- u. Inositfermentation 0

Die vorstehenden Stoflwechseluntersuchungen wurden von
Herrn Prof. Dr. J. ToMmcsik, Hygienische Anstalt, Basel, ausge-
fiihrt. lhm mdchten wir auch hier nochmals fiir seine wertvollen
Angaben danken. Er kam zum Schluf}, daf auf Grund der Stoff-
wechselreaktionen die Zugehorigkeit der Mikroorganismen zur
Staphylokokkengruppe ausgeschlossen sei, dall jedoch eine ge-
wisse Ahnlichkeit mit IEnterokokken bestehe., Wie wir aus diesem
Befund ersehen, ist es auflerordentlich schwierig, den Symbionten
in das bestehende System einzuordnen.

Spéiter sandten wir verschiedene der von uns isolierten Sym-
biontenstimme zur Begulachtung an Herrn Dr. K. A. BISSET, Dept.
of Bacteriology, Universily of Birmingham, England, dem wir
fir seine Beobachtungen zu Dank verpflichtet sind. Nachdem er
sterile Rhodnius prolizxus mit unserem Symbionten infiziert hatte,
stellte er fest, dall ungefihr 24-—18 Stunden nach der Infektion
die sporenartigen, kokkoiden Zellen aussprossen und septierte Fi-
lamente bildeten. Deshalb klassifizierte er sie als Nocardia, welche
meist in Kokkenform auftritt. Der Organismus ist der Nocardia
(Actinomyces) rhodnii auch in seinen cylologischen Iligenschaften
sehr dhnlich.

1V, Entwicklung symbiontenfreier Wanzen.

a) Nach Sterilisation der Eier.

Wie oben gesagl, wurde zur Sterilisation der Llier eine walrige
Genlianaviolettlosung gebraucht, weil die sonst zum Desinfizieren
beniitzte Lysollosung (50%) die Eier offenbar schidigt und die
Schliipfrate stark herabsetzt. Bei den mit Gentianaviolett sterili-
sierten Eiern konnte nie eine erhohte Sterblichkeil beobachtet wer-
den. Die Schliipfrate betrug bei den unbehandelten Kontrolltieren
78.79%, bei den sterilisierten 76.23%.

Zur Untersuchung der Wechselbeziehung zwischen Kokken und
Wanze ist es nétig, eine groffe Anzahl steriler Triatomen mit einer
ebenfalls groBlen Kontrollgruppe normaler Tiere zu vergleichen.
Wir beobachteten insgesamt 543 mit Kokken normal infizierte
und 1483 kokkenfreie 7Triatoma infestans. Iis wurden jeweils
gleichzeitig abgelegte Eier in einer Versuchsgruppe zusammen-
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Abb. 6 und 7.

gefaBt. Dadurch entstanden 8 Gruppen normaler und 8 Gruppen
steriler Raubwanzen. Jede Gruppe wurde sechs Monate lang be-
obachtet und das Wachstum von der ersten I'litterung an kontrol-
liert.

Da wir mit einer sehr groBen Anzahl von Versuchstieren arbei-
teten und fiir alle Tiere die gleichen Bedingungen (Licht, Tempe-
ratur, relative Luftfeuchtigkeit und FFutter) schafften, glauben
wir, das Ergebnis als gesichert betrachten zu konnen.

Die anschlieBenden Tabellen sollen die Versuche erlautern.

(Vgl. auch Abb. 6 und 7.)

Die Mortalitit der Wanzen ist erfahrungsgemafl immer sehr
hoch. Wie aus Tabelle 2 hervorgeht, ist sie bei den symbionten-
freien Tieren zum mindesten nicht erhoht, Hingegen scheint die
Enlwicklung der sterilen Triatomen gegeniiber den symbionten-
haltigen betrichtlich verzogert. In diesem Zusammenhang fallt
besonders auf, dall wir bei den normalen Tieren keine Larven des
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TABELLE 1.

Verteilung der Stadien nach sechs Monaten.

Normal
Serie Vefsaltlc]h(shtairere gestorben L3 L4 Ny Ad
1 26 10 == 6 10 =
11 52 44 = — 1 7
111 59 50 — e — 9
1V 86 70 — 2 12 2
A% 79 63 = 3 13 —
VI 34 73 — 1 6 4
VII 78 66 = 2 9 1
VIII 79 66 = 3 3 2
Total 543 442 st 17 59 25

Steril

1 10 7 2 1 = =
11 65 o8 2 2 3 ==
111 60 56 2 2 — =
IV 139 119 1 7 12 =
Y 217 162 22 16 17 1
VI 384 305 16 42 20 =
VII 306 226 21 49 10 ==
VIII 302 242 8 45 7 ==
Total 1483 1175 74 164 69 1

3. Stadiums mehr antreffen, wihrend 24 7% der tiberlebenden steri-
len die Hautung zum 4. Stadium noch nicht durchgemacht haben.
Die grioBte Zahl der normalen Wanzen finden wir im Nymphen-
stadium (58,56%), von symbiontenfreien dagegen im 4. Larvensta-
dium (53,3%). Ein namhafter Teil der Kontrolltiere konnte sich
zu Imagines hiuten (24,7%), bei den sterilen Tieren nur eines
(0,3%).

Diese Ergebnisse stimmen mit den von WIGGLESWORTH bei
Rhodnius prolixus erhaltenen Befunden gut tiberein. WIGGLES-
wORTH fand namlich, daB es sterilen Larven schwerer fallt, das
4, Larvenstadium zu tiiberwinden, als den entsprechenden Nor-
maltieren.

b) Nach Verfiitterung von Antibiotica.

Nachdem die kiinstliche Flitterung von Triatoma infestans kei-
nerlei Schwierigkeiten bereitete, war es naheliegend, durch Ver-
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TABELLE 2.
Verteilung der Stadien nach sechs Monaten in .

1 normal steril
Zahl der Versuchstiere 100 100
gestorben 81,4 79,2
Larven 3. Stadium (L3) - 4,99
Larven 4. Stadium (L4) 3,13 11
Nymphen (Ny) 10,9 4,65
Adulte (Ad) 4.61 0,07

TABELLE 3.

Verteilung der Stadien nach sechs Monaten
(Uberlebende = 100%0).

normal ’ steril
Larven 3. Stadium - ‘ 24
Larven 4. Stadium 16,4 53,3
Nymphen 58,5 22,4
Adulte 24,7 0.3

Vel auch Abb. 6 und 7.

o f

fitterung von Antibiotica eine Beseitigung der Darmsymbionten
bei Wanzen verschiedener Stadien zu erreichen.

In Vorversuchen wurde die Wirksamkeit verschiedener Antibio-
tica (Aureomycin, Chloromycetin und Terramycin) in vitro ausge-
testet.

Der Symbiont wurde in 9 ccm Nihrbouillon 24 Stunden bei
26° C kultiviert. Darauf wurde das Antibioticum (5 mg bzw. 1 mg/
cem Nihrlosung) zugesetzt und weitere 24 Stunden bebriitet. Hier-
auf wurde versucht, von diesen Kulturen auf neue zu tiberimpfen.
Von den gepriiften Substanzen erwies sich lediglich das Terra-
mycin als wirksam, und zwar schon in einer Konzenlration von
1 mg/ccm Nidhrlosung.

Das Terramycin-Hydrochlorid wurde in Meerschweinchense-
rum gelost und mit SOERENSEN-Puffer fiir pH 7 neutralisisiert, da
die sonst stark saure Losung von den Wanzen nicht aufgenommen
wurde. Die Niahrfliissigkeit enthielt 10 mg Terramycin/cem Meer-
schweinchenserum. Wir gingen bei der Wahl dieser Konzentration
von der Uberlegung aus, da die Losung im Darm der Wanze mit
bereits frither aufgenommener Nahrung vermischt und daher ver-
diinnt wird.

Es wurden 20 Larven des 4. Stadiums und 20 Nymphen zur
Fiitterung bestimmt, von denen sich nach 45 Min. nur je sechs mit
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der Terramycinlosung vollgesaugt hatten. Diese Tiere wurden nun
sorgfaltig weilerbeobachtel und in der Folge alle seziert. Terra-
mycin tibte in der verwendeten Konzentration keinen schiidigenden
Einfluf auf den Stoffwechsel der ‘ITriatoma aus. Die 12 Tiere
(6 Larven 4 und 6 Nymphen) wurden unmittelbar nach der I7it-
terung, 3, 8, 12, 15, und 19 Tage nach der Terramycin-Mecer-
schweinchenserum-Mahlzeit seziert und ihre Déarme mikrosko-
pisch untersucht. Nach dem 12. Tag wurden in den Proventrikeln
keine Symbionten mehr gefunden, Zur Kontrolle wurden auch
normale Triatomen seziert, welche durchwegs die iiblichen Kok-
ken enthielten.

Die Terramycinmethode eignet sich somit vorziiglich zur Rei-
nigung der Triatomendiarme von Mikroorganismen. Thr grolier
Vorteil gegeniiber der von WIGGLESWORTH entwickelten und von
uns zu allen anderen Versuchen verwendeten Methode besteht
darin, dafl mit ihrer Hilfe Raubwanzen eines beliebigen Stadiums
in kurzer Zeit symbiontenfrei gemacht werden konnen. Bei diesem
Vertfahren wird jedoch die Korperoberfliche der Wanze nicht ste-
rilisiert, so daf} eine Reinfektion leicht moglich ist. Diesem Mangel
konnte aber leicht mit einer dulBerlichen Desinfektion (z. B. mit
Gentianaviolett oder mit Terramycin) abgeholfen werden. Mit die-
sem Verfahren konnte man andererseits vielleicht zeigen, dall die
Symbionten nur in einem bestimmten Zeitabschnitt fir die Lnt-
wicklung der Wanze unentbehrlich sind.

Sterile Wanzen koénnen auch mit Symbionten reinfiziert wer-
den. Zu diesem Zweck verfiitterten wir eine Aufschwemmung des
Kultursymbionten an sterile Wanzen, deren histologisch unter-
suchte Proventrikel einige Tage nach dieser Mahlzeit Symbionten-
befall zeigten. Damit konnte man die bei Symbiontenverlust auf-
tretende Entwicklungshemmung wieder aufheben und eine nor-
male Metamorphose bewirken.

V. Mikrobiologische Auswertung des Kultursymbionten.

Wie schon gesagt, ist schon limger bekannt, dafl Vitamine des
B-Komplexes bei der Entwicklung von Insekten eine entscheidende
Rolle spielen kénnen (BRUNNER, GROB, REICHSTEIN und ROSEN-
THAL 1942—1946, WIGGLESWORTH 1950). Wir untersuchten die
[Fihigkeit des Symbionten, Vitamine des B-Komplexes sowie Ami-
nosiuren in einer halbsynthetischen Nihrlosung zu synthetisieren.
Wir gingen dabei von der Uberlegung aus, dal nur ein Vitamin,
das vom Symbionten in grioflerer Menge produziert wird, fiir den
Wirtsstoffwechsel von Bedeutung sein kann.
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Kulturversuche.

Um die beste halbsynthetische Nihrlosung herauszufinden, war
es notig, einige der gebriuchlichsten Medien zu testen. Im Verlaufe
dieser Vorversuche stellle sich auBlerdem heraus, dall man zur Be-
impfung am besten zwei bis drei Tage alte Kulturen von Symbion-
ten verwendel. Als gilinstigstes Medium erwies sich folgende
Losung:

(N1I4) S0, 3 g DL-Asparaginsiiure 400 mg
Na-Acetat 6 g Glyvcocoll 100 mg
MgS0O, 7 H,O 02 g L-Cystin 100 mg
NaCl 0.01¢g L-Glutaminsiiure 1000 mg
FeSO, -7 H,O 0.01¢g L-Histidin 100 mg
MnSO, -7 H,O 0.01g L-Hydroxyprolin 100 mg
Kil,1P0O, 1 ¢ DL-Isoleucin 100 mg
K,1PO, 1 g L-Leucin 100 mg
Glukose 60 g L-Lysin 100 mg
Adenin 0.01¢g DL-Methionin 100 mg
Guanin 0.01 2 DL-Norleucin 100 mg
Xanthin 0,01 ¢ DL-Norvalin 100 mg
Uracil 0.01¢ pL-Phenylalanin 100 mg
p-Aminobenzoesiure 300 » L-Prolin 50 mg
Biotin 25y DL-Serin 200 mg
Pantothensiiure 500 y DL-Threonin 200 mg
Nikotinsdureamid 200 » L-Tryptophan 100 mg
Pyridoxin 300 y L-Tyrosin 50 mg
Lactoflavin 500 » DL-Valin 200 mg
Aneurin 100 » Inosit 2500 »
I‘olsiiure 15y Bis 100 y
Pyridoxamin 250 y Salzsaures Caseinhydrolysat
Cholinchlorid 2500 p 10 cem, 10%p (dreimal bei
DL-Alanin 200 mg verschiedenem pH mit Kohle
L-Arginin 100 mg behandelt)

ad 1000 cem aq. dest.

pH mit NaOH auf 8.0 einstellen, nach dem Sterilisieren sinkt
das pH auf 7,3—7,5.

LErst nach mehreren Passagen zeigte sich auf diesem Niahrboden
ein rasches und dichtes Wachstum.

Qudlitative Vitamin-Bestimmungen:

Vorerst wurde das Vitaminbediirfnis des Symbionten nur quali-
tativ untersucht; zu diesem Zweck wurden die Vitamine des B-
Komplexes sowie Cholinchlorid und Strepogenin aus der Nihr-
losung weggelassen. In gleichzeitigen Kontrollkulturen waren alle
Vitamine anwesend. Geimpft wurde mit einer dreimal in Kochsalz
sewaschenen Bakteriensuspension, Nach ein bis zwei Tagen Be-
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briitung bei 37° C konnte das Wachstum turbidimetrisch gemessen
werden. Dabei zeigte sich, daf} folgende Vitamine vom Symbionten

. . folgende dagegen nicht
essentiell benotigt werden: benotigt werden:
Lactoflavin Folsiure
Nicotinséure Aneurin
Pantothensiiure p-Aminobenzoesiure
Biotin Inosit
Pyridoxin Cholinchlorid

Bis
Strepogenin

TABELLE 4.

Drei zu verschiedener Zeit isolierte Symbiontenstimme zeigten
die gleichen Resultate. Als Stoffwechselprodukte, die der Sym-
biont der Triatoma zur Verfiigung stellen kann, kommen die vom
Mikroorganismus selbst benotigten nicht in IFrage.

Qualitative Vitamin-Bestimmungen:

Als weiterer Schritt sollte eine quantitative Untersuchung uns
nun uber die Menge der synthetisierten Vitamine Aufschlu3 geben.
Als Insektenwuchsstoffe kommen hauptséichlich Aneurin, Folsdure,
B, ., und Strepogenin in I'rage. Vorerst wurden die Mengenbestim-
mungen ebenfalls in der oben beschriebenen halbsynthelischen
Nihrlosung ausgefiihrt, da sie in dieser am leichtesten durchfiihr-
bar sind. Dabei ist jedoch anzunehmen, dall im natiirlichen Milieu
des blutgefiillten Wanzendarmes die Verhaltnisse etwas anders lie-
gen konnen.

Nach mehreren Passagen und Angewohnung im neuen Nihr-
milieu wurde der Symbiont in Abwesenheit des zu untersuchenden
Vitamins bei 37 C geziichtet. IEs wurde jeweils mit einer zweimal
gewaschenen Mikroorganismensuspension geimpft. Nach Abschlufl
der Entwicklung (3—6 Tage) wurden die Kokken durch Aufkochen
abgetotet und der Vitamingehalt der Kulturlosung nach dem Zen-
trifugieren gepriift. Es wurde eine Verdiinnungsreihe dieser LLosung
hergestellt und mit einem Testorganismus gleichzeitig mit einer
Testserie, die bekannte Vitaminmengen enthielt, beimpft.

AnschlieBend seien die verwendeten Testorganismen und Test-
substanzen tabellarisch zusammengefaft.

Die quantitative Untersuchung ergab, daB als einziges der syn-
thetisierten Vitamine vom Symbionten Folsdure im Uberschufl
produziert wurde.

Die Uberproduktion kann ungefahr 70mal den Vitaminbedarf
eines fur Folsaure heterotrophen Testorganismus decken., Wir ver-
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suchten nun, die Synthesefihigkeit des Symbionten durch Zugabe
von Menschenblut, d. h, durch eine moglichst genaue Anpassung
an die natiirlichen Bedingungen im Wanzendarm, zu steigern.

TABELLE 5.

Na(j}{f;;:ﬁfi‘ind% Testsubstanz Testorganismus
Folsiure reine Folsiiure «Lederle» Streptococcus faecalis
Aneurin Aneurin «Roche» Phycomyces Blakesleanus
Bis By, krist. Lactobacillus Leichmanni
Strepogenin Strepogeninpriiparat Lactobacillus helveticus

aus Pankreatin

Fiir die folgenden Untersuchungen wurde steriles Menschenblut
(Blutspendezentrum, Biirgerspital Basel), das entweder durch De-
fibrinieren oder durch Zusatz von Natriumcitrat (0,7 %) fliissig ge-
halten wurde, verwendet. Das Blut wurde der frither beschriebe-
nen Niahrlosung in einer Konzentration von 20% steril zugegeben
und die mit Symbionten beimpften Kulturen 4—6 Tage bei 36° C
bebriitet. Schon nach 36—48 Stunden zeigte sich bei den geimpften
Kulturen eine deutliche Verfirbung, und die {iber den abgesetzten
Erythrocyten stehende Fliissigkeit war getriibt. Spiiter verfidrbten
sich die Kulturen unter Einflufl der Haemolyse dunkelbraun. Die
Grenze zwischen den Erythrocyten und der tiberstehenden Fliis-
sigkeit verschwand ganz. Bei den ungeimpften Kontrollen blieb
die tiberstehende Fliissigkeit klar, die Erythrocyten verfirbten sich
nicht, und die Grenze war scharf.

Die zur quanlitativen Beslimmung der synthetisierten Vitamin-
menge geeignetste Methode mufite fiir das neue Milien herausge-
funden werden. Linerseits untersuchten wir die I'lissigkeit di-
rekt, andererseils wurden die Kulturen erst 10 Minuten lang im
kochenden Wasserbad erhitzt und die {iberstehende Fliissigkeit
zur Bestimmung des Vitamingehaltes weiler verwendet.

Beispielsweise fanden wir bei einer Folsiurebestimmung in
dieser Niahrlosung (mit 20% defibriniertem Blut):

TABELLLE 6.
Folsduregehalt pro cem Ndhrldsung.

ungeimpft geimpft
Niihrlosung < 1my 20 my
Niihrlosung nach Erhitzen
und Zentrifugation < 1 my 16 my

Die Unlerschiede der Resultate sind so gering, daB8 wir uns fir
die zweite Arbeitsweise entschlossen, da mit ihrer Hilfe beim
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Sterilisieren der Priifserien auftrelende, storende Triibungen weg-
fallen,

Da der Symbiont das Blut offensichtlich bis zu einem gewissen
Grade abbaut, muBite auch darauf geachtet werden, dafi durch
diesen Aufschluf} eine Synthese nicht lediglich vorgetiuscht wiirde.
Zu diesem Zweck wurden spiter sowohl die mit Symbionten be-
impften als auch die Kontrollkulturen mit Papain bzw. Trypsin
nach den hierfiir iiblichen Methoden abgebaut. Nachher wurde
10 Minuten im siedenden Wasserbad erhilzt (IZiweiBfallung), zentri-
fugiert und die tiberstehende Fliissigkeit auf ihren Vitamingehall
vepriift. Die hochsten Resultate wurden fiir die Auswerlung der
Versuchsergebnisse als maBgebend erachtet.

Ganz allgemein stellte sich bei diesen Versuchen heraus, dal}
von allen noch speziell untersuchten Vitaminen (IFolsiure, Aneu-
rin, B,, und Strepogenin) lediglich Folsidure in namhaftem Uber-
schull produziert wird.

TABELLE 7.

Resultate der Untersuchungen tiber die [Folsduresynthese.
(Folsiiure in my pro ccm.)

defibriniertes Citrat-Blut
Blut
Nihrlésung (Kontrolie) 1 1
Niihrlosung mit Trypsin abgebaut 1 1
Nihrlosung mit Papain abgebaut 1 1
Nihrlosung mit Symbiont 6 16
Nihrlosung mit Symbiont mit Trypsin abgebaut 10 40
Niihrléosung mit Svmbiont mit Papain abgebaut 37 20

Dieser Tabelle ist zu entnehmen, dafl unsere Blutmuster nur
wenig Folsaure enthielten, so daB diese kleine Menge vernachliis-
sigt werden kann. Die hochsten Folsiurewerte erhielt man nach
Abbau mit Papain, auch wurde bei Zusatz von Citratblut mehy
IFolsiure synthetisiert als mit defibriniertem Blut,

Da der Eigenbedarf des Symbionten an IFolsiure durch unge-
fihr 0,1 m»/cem gedeckt wird (== Bedarf eines fiir Folsiiure hetero-
trophen Mikroorganismus), iibersteigt die Produktion diese Menge
ca. D00mal. Im reinen Blutmilieu des Reduviidendarmes diirfte die
IFolsiure in noch grofferen Mengen syntlhetisiert werden.,

Dem normal mit Symbionten infizierten Wirtstier wird dem-
nach hauptsichlich IFolsiure zur Verlligung gestellt, die dem
kiinstlich symbiontenirei gemachten Tier fehlen muBl. Im folgen-
den Kapitel sollen die von uns ausgefiihrten Versuche mit Verfiit-
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terung einer Iolsiure-Meerschweinchenserum-Didt an normale
und sterile Wanzen geschildert werden.

VI. Versuche mit kiinstlicher Verfiitterung von Folsdure.

Nach den vorstehenden in vitro Versuchen begannen wir mit
der Verliitterung von Folsdure an normale und sterile Wanzen.
Wir verfiitterten steriles Meerschweinchenserum, das, den mikro-
biologischen Untersuchungen zufolge, selbst keine Folsiiure ent-
hilt, und fiigten ihm 1 y Folsiure/cem zu. Die Folsiuredosis hiel-
ten wir absichtlich so hoch, um sicher zu secin, dafl die Triatomen
eine genugend groBe Menge des Vitamins aufnehmen konnen.
Zur Kontrolle fiitterten wir aus sterilen Liern aufgezogene und
normale Triatomen mit unvitaminisiertem, sterilem Meerschwein-
chenserum. Die Tiere wurden alle vierzehn Tage gefiittert, vor
und nach der Fiitterung gewogen und sieben Monate lang beob-
achtet. Zur Erliuterung der Versuchsergebnisse seien hier dic
folgenden Tabellen eingefiigt.

TABELLE 8.

Durchschnittsgewicht in mg.

Flutterung Zustand Anzahl ge- Versuchsbeginn nach 7 Monaten
mit schliipft Yor | Nach Vor | Nach
in 95 Fiitterung Filterung

Larvenstadium 3.

Serum normal 10 50 11,6 24 18.5 48,5

steril 10 30 10,1 13,5 20,6 48,7
Serum normal 10 20 0,5 17,3 14,3 37
mit steril 10 _— 9,3 16,2 11,3 40,5
Folsidure

Larvenstadinm 4.

Serum normal 15 20 213 39,6 57 114,8
steril 8 37 40 59,7 70 38

Serum normal 15 13,2 24,2 28,1 40,6 88,6

mit steril 8 12 31,6 36,1 47 47

Folsiure

Nymphenstadium.

Serum normal 15 6,7 83,3 118 113 234
steril 18 16,7 102,4 160,4 112,3 312,3

Serum normal 15 6,7 74,1 30,5 86 150.,4

mit steril 16 12,5 93,2 09,2 62 101.4

Folsiure
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In der anschlieBenden Tabelle ist die Gewichtszunahme der
einzelnen Gruppen zur Veranschaulichung der IErgebnisse noch
gesondert zusammengefaft.

TABELLE 9.

Gewichtszunahme nach sieben Monaten.

Gewichtszunahme nach
Stadium und Zustand sieben Monaten in mg.

Vor Fiitterung |Nuch Fiitterung

Fiitterung mit sterilem Meerschweinchenserum

[LLarvenstadium 3, normal 6.9 245
Larvenstadium 3, steril 10,5 352
LLarvenstadium 4, normal 35.7 93,5
Larvenstadium 4, steril 30 28,3
Nymphen, normal 29,7 116

Nymphen, steril 9.9 151.9

Fiitterung mit Meerschweinchenserum 4+ 1 y Folsiure/cem

Larvenstadium 3, normal 4,8 19.7
Larvenstadium 3, steril 2 24,3
Larvenstadium 4, normal 16,4 60.5
Larvenstadium 4, steril 15,4 10.9
Nymphen, normal 11.9 69.9
Nymphen, steril 11.2 2.2

Wie diesen Tabellen zu enlnehmen ist, hemumt die Folsiure in
der von uns verwendelen Konzentration nicht nur das Wachstum,
sondern auch die Gewichtszunahme. Dies 1i8t sich nur damit er-
kliren, daB ein Vitamin oder Hormon in zu heher Dosis eine hem-
mende Wirkung austibt, Die Wanzen des 4. Larvenstadiums wer-
den durch das Fehlen der Symbionlen besonders in ihrer IEntwick-
Iung gehemmt, So haben die normalen Larven 4 nach sieben Mo-
naten vor der letzten [Fiitterung immerhin 35,7 mg, nach der I't-
terung 93,5 mg gegeniiber ihrem Anfangsgewicht vor bzw. nach
der ersten IMitterung zugenommen. Die sterilen Larven nahmen
nur 30 bzw. 28,3 mg zu.

Ganz allgemein haben die sterilen Larven weniger zugenoms-
men als die normal mit Symbionten infizierten. Eine Ausnahme
bildet lediglich das 3. Larvenstadium, das mit sterilem Meer-
schweinchenserum gefiittert wurde. Dies ist insofern nicht tiber-
raschend, als uns schon frither bekannt war, daff die Larven 3
weniger emplindlich auf den Symbiontenverlust reagieren als die
spiteren Stadien. Am stirksten werden Nymphen, und zwar mit
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und ohne Symbionten gleicherweise, durch die Zugabe von Fol-
siure in Uberdosen in ihrem normalen Wachstum gestért.

Wir versuchten nun, durch andere Dosierungen die wachstums-
fordernde Wirkung der Folsiure nachzuweisen. Zu diesen Ver-
suchen standen uns lediglich Larven des 3. Stadiums zur Ver-
fliigung. Die anschlieBende Tabelle fafit die Ergebnisse dieser Ver-
suche zusammen,

TABELLIE 10.

Larvenstadium 3 nach sechsmonatiger Fiitterung mit Folsdure.

Durchschnittsgewicht in mg.

Fitterung Zustand Anzahl e~ Versuchsbeginn nach 6 Monaten
mit schliipft Vor | Nach Vor | Nach
in 9% Fiitterung Fiitterung
Serum normal 15 46,5 10 16 24 60
steril 9 44,5 7,6 24,4 24 47
Serum + 0,01 »
Folsiuare steril 10 60 6.9 17.5 2 57,4
Serum + 0,01 »
Folsiure steril 9 44,5 8.1 18,5 24 70,6

TABELLE 11,

Gewichtszunahime der Larven 3 nach sechs Monaten.

Futterung mit Zustand (rewichtszunahme nach 6 Monaten

Vor Liitterung | nacn Fitterung

Serum normal 14 44
steril 16,4 22,6

Serum + 0,01 y Folsiiure steril 14,1 39.9

Serum + 0,01 y Folsiure steril 15,9 5241

Bei einer Diidt von 0,01 y Folsiure/ccm Serum schliipfen auf-
fallend viele sterile Larven (60%). Durch die Verfiitterung von
0.1 7 Folsiture/cem wurde das Schliipfen nicht stimuliert, doch
war die Gewichtszunahme sehr hoch (52,1 mg). Die normalen, nur
mit Serum gefiitterten Larven nahmen nur 44 mg, die entsprechen-
den sterilen Tiere am wenigsten, nimlich nur 22,6 mg zu. Die mil
0,01 y Folsiure geniithrten sterilen Wanzen nahmen 39,9 mg zu.
Die wachstumsfordernde Wirkung der Folsiure zeigte sich bei
diesen letzten Versuchen klar. Damit scheint der Beweis erbracht
zu sein, dafB} tatsichlich IFolsdure das entscheidende, vom Sym-
bionten dem Wirt zur Verfliigung gestellte Stoffwechselprodukt
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ist. Ohne dieses scheint eine vollig normale Entwicklung nicht
moglich zu sein.

Wir vermuten, dafl die Ergebnisse klarer wiren, wenn statt
der einseitigen Meerschweinchenserum-Diit abwechslungsweise
kiinsthich und auf dem Kleinsiduger gefiittert wiirde. Der Nachteil
einer solchen Versuchsanordnung liegt darin, daBl die aufgenom-
menen Vitaminmengen nicht genau nachgeprift werden konnen.
Hingegen konnte man nach dem von DE MEILLON und anderen
(1947) ausgearbeiteten Verfahren versuchen, ein Meerschwein-
chen so zu ernithren, daf man den FFolsiuregehalt seines Blutes
genau kennt, und auf ihm dann Triatomen fiittern,

VII. Verfiitterung von Aminopterin.

Wie uns aus der Literatur (PipeEr 1953, WAISMANN 1952,
FRANKLIN 1948) bekannt war, tibt Aminopterin auf Folsiure eine
Hemmwirkung aus. Wird Aminopterin im UberschuB verfiittert,
so wird das Aminoplerin-Molekil statt des Folsdure-Molekiils
eingebaut, und der Folsiurestolfwechsel ist in seinem Ablauf ge-
stort.

Folsdure:
}EN4()>{N}LH c=c COOH
NG d—cH—NH—C ji'l—CﬁNH—L‘H
\$/\N/’ \C_fy’ ) EHQ
OH H H EHZ
kl()(}li

Das Aminopterin (9,10-Dimethylaminopterin) wurde uns von
der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, zur Verfiigung gestellt.

D O
Aminopterin:
AN NN
ILN—-C ¢  C—H o COOH
| | I SN l
N G C—CH,—NH-C C—C—NH—-CH
% 7 2
| | )
NI, H H (L‘I{_2

|
COOH
Mit der Vertiitterung von Aminopterin (der Einfachheit halber
wird in der Folge das 9,10-Dimethylaminopterin von uns als
Aminopterin bezeichnet) muB man sehr vorsichtig sein, da diese
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Substanz auf viele Organismen toxische Nebenwirkungen ausiibt.
Sie wird dieser Wirkung wegen hauptsiichlich in den Vereinigten
Staaten in der Krebsforschung niaher untersucht.

Wir verfiitterlen verschiedene Dosen Aminopterin an normale
Triatomen des 3. bzw. 4. Larvenstadiums, und zwar 0,1 v, 1 7 und
10 » Aminopterin/cem Meerschweinchenserum,

Die Versuchsergebnisse finden sich hier tabellarisch zusammen-
gefabt.

Bei allen Tieren, die mit Aminopterin geliittert wurden, konnte
eine Verminderung der Schliipffihigkeil fesigeslellt werden. Be-

Wirkung des Aminopterins nach finf Monaten Flitterung.

ge- Durchschnittsgewicht in mg.
Futterung mit Anzahl [schlipft Versuchsbeginn nach 5 Monaten
in 9 Vor | Nach Vor | Nach
‘ Futterung l Futterung

Larvenstadium 3,

Serum 15 46,6 10 16 24 58
Serum + 0,1y Aminopterin 15 40 9,5 16,9 26 45
Serum + 12 Aminopterin 15 20 11,7 14,7 18,6 37,7
Serum + 10 y» Aminopterin 15 40 10,2 211 17,1 36,1

Larvenstadium 4.

Serum 8 40 23,6 26 51 133
Serum -+ 0,1 y Aminopterin 8 ‘ 12,5 25,9 32 52 92
Serum + 1y Aminopterin 8§ | 12,5 27 33.8 38.5 84
Serum + 10 y Aminopterin E | 125 24,5 44,1 45,1 84

Gewichtszunahime nach [iinfmonatiger Fiitterung mit Aminopterin.

Fiitterung mit Stadium Gewichtszunahme in mg.
Vor Fiitterung | Nach 5 Monaten

Serum Larven 3 14 42
Serum + 0,1 ¥ Aminopterin Larven 3 18,5 28,1
Serum + 1% Aminopterin Larven 3 6,9 23
Serum + 10 y Aminopterin Larven 3 7,1 15
Serum Larven 4 27,4 107
Serum + 0,1 ¥y Aminopterin Larven 4 26,1 60
Serum + 1» Aminopterin Larven 4 11,5 50,2
Serum -+ 10 » Aminopterin Larven 4 20,6 ‘ 29,9
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sonders stark von der Folsdure-Hemmung betroffen werden die
Larven des 4. Stadiums. Bei keiner der verfiitterten Aminopterin-
Dosen erreichten die Triatomen auch nur annihernd die gleichen
Hautungszahlen wie die bei der tiblichen Meerschweinchenserum-
Diat gehaltenen Tiere. Aminopterin scheint schon in der kleinsten
von uns angewandten Konzentration (0,1 » Aminopterin/ccm
Meerschweinchenserum) wirksam zu sein, doch wirkt sich eine
Dosis von 1 y am ungiinstigsten aus, Das Aminopterin war in kei-
ner Dosierung todlich, sondern es hemmte lediglich die Entwick-
lung. Zu den beiden letzten Tabellen ist zu bemerken, dall bei
steigender Aminopteringabe die Gewichtszunahme kleiner wird.
Die Wanze ist auch nicht mehr fahig, die gleichen Nahrungsmen-
gen aufzunehmen wie ohne Aminopterin. Ganz allgemein scheinen
die Larven des 4. Stadiums von der Folsdure-Hemmwirkung be-
sonders stark betroffen zu sein. Dies stimmt mit den frither von
uns beschriebenen Versuchsergebnissen gut iiberein.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Untersuchungen zeigen
erneut die Unentbehrlichkeit der FFolsiure im Stoffwechsel von
Triatoma infestans.

Nachwort.

Nach Abschlull der vorliegenden Arbeit erschien noch eine Publikation von
A. J. P. GoopcHILD, der ebenfalls zum Schlufl kommt, dall die in Triatomen
gefundenen Mikroorganismen wesentlich verschieden sind von denen, die in
Rhodnius prolixus vorkommen. Der diphtheroide Organismus soll dem Coryne-
bacterium hofmannii sehr dhnlich sein.

Im Gegensatz dazu steht die Arbeit von BEwric und ScawartTz, die in Tria-
toma infestans Klug zwel Mikroorganismen gefunden haben, und zwar einen
mit Actinomyces rhodnii identischen und einen Begleitcoccus. Vielleicht haben
die beiden Autoren ihre Stimme von Rhodnius prolixus und Triatoma infestans
so nebeneinander gehalten, dafl eine Mischinfektion mdaglich war, sonst liefie
sich diese kaum erkliren, denn sie steht im Gegensatz zu allen bisherigen
Arbeiten auf diesem Gebiet. Unsere bisherigen Ergebnisse iiber die Vitamin-
synthese des von uns isolierten Symbionten wurden ferner von den vorgenann-
ten Autoren angezweifelt, da in unseren Vorpublikationen keine Einzelheiten
dariiber zu finden waren; in der vorliegenden Arbeit finden sich nun alle
notigen Angaben.
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Résumeé,

Lexistence d'un microorganisme dans la partic apicale de Pintestin moyven
de la punaise Triatomea infestans Klug est déja connue depuis assez longtemps.
On connafit ¢galement sa forme, mais jusqua présent on n'a pas encore fail de
recherches concernant son assimilation ¢l son influence sur le développement
normal de la punaise.

Les recherches que nous avons enlreprises onl ¢té faites avee une souche de
Triatome infestans ¢levée depuis plusicurs anndes & Ulnstitul Tropical Suisse,
Les punaises ont ¢ié tenues 4 une tempdérature de 26 Coel dans une humidité
relative de 65 %0 Elles ont é1¢ nourries régulicrement sur des cobaves ou au
moyen de sérum de cobave stérile avee addition de vitamines.

Les souches de symbiotes que nous avons utilisées pour la détermination de
leur métabolisme ont ¢té isolées de Pinlestin moven de Triatomes adultes et
ont ¢té cultivées sur de agar nulritif additionné de glucose. Les souches hé-
molvsaient le meédinm additionné de sang humain apres 10 4 12 heares. 11 étaii
difficile de classifier le microorganisme. Jusqu'a présent, la classification du
svmbiote de Trictoma infestans Klug n'est pas encore définitivement achevée.
I1 sagit sarement d'une Nocardia, mais il n'est pas certain qu'elle doive étre
svslémaliquement séparée de la Nocardia (Actinomyces) rhodnii.

Pour éclairer Uinfluence du symbiote sur son héte, nous avons ¢levé el
observeé pendant six mois un grand nembre de punaises stériles et un groupe
normal dans les mémes conditions (nutrition. humidité, température). Le déve-
loppement des punaises stériles ¢étail considérablement retardé et seul 0.3 %
des insectes ont alteint Iétal adulte, 11 leur étaif avant loul difficile de sur-
monter le quatrieme stade larvaire. Peut-étre ce phénomeéne est-il en rapport
avee la formation de Lappareil sexuel. Ces résultats conlfirment ceux obtenus
par WIGGLESWORTH. La raison de ce phénomene est probablement le manque
de vitamines qui retarde la croissance et empéche le développement normal
de la punaise.

Dans c¢e rapport, la grande mortalité des punaises de laboratoire est lrés
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frappante. Mais il est bien possible que, dans le milieu naturel également, scule
une pelite partie des Triatomes sortie des ceufs atteigne I'état adulte et puisse
se reproduire.

Ensuite, nous avons essayé d'oblenir des punaises stériles au moven d’anti-
biotiques. Nous avons d'abord testé différents de ces anlibioliques sur des
milieux nutritifs contenant le symbiote. Des substances suivantes : auréomycine.
chloromycétine et terramyeine, seule la lerramyceine s'est révélée efficace. Puis,
nous avons dissout cet antibiotique dans du sérum de cobaye et en avons nourri
des Triatomes de différents stades. Douze jours aprés, nous n‘avons plus trouvé
de symbiotes dans I'intestin moven. ni sur culture. ni dans 'examen histologique.

Cette méthode peul done étre ulilisée pour la stérilisation de punaises de
n‘importe uel stade, mais on ne doit pas oublier qu'il faut également désin-
fecter la surface du corps de la punaise pour garantir une stérilité durable.

I'examen microbiologique du symbiote nous a démontré que. parmi toutes
les vitamines du complexe B, seul Pacide folique est produit en quantité exces-
sive aussi bien dans un milieu semi-synthétique que dans un méme milieu.
additionné de sang.

Nous avons ensuite nourri artificiellement d'acide folique des punaises sté-
riles ainsi quun groupe dlinsectes de controle normaux, afin de voir si I'on
pouvait ainsi supprimer les signes de carence survenus par l'absence du sym-
biote. La concentration utilisée (17 d'acide folique/ce. de sérum de cobave)
¢tait trop élevée et ralenlissait la croissance des punaises stériles aussi bien
que celle des punaises de controle. L'augmentation de poids des insectes stériles
était, exception faite des larves du troisieme stade, inférieure a celle des in-
sectes de conirole.

En fravaillant avec des concentrations inférieures (0,012 et 0.1 dacide
folique/ce. de sérum de cobave) linfluence de acide folique sur la crois-
sance c¢lait frappanlte.

In outre, nous avons encore nourri artificiellement des punaises normales
avee de Paminoptérine, antagoniste de acide folique. Pour ces expériences
nous avions des larves de Triatoma infestans du troisiéme et quatriéme stade
larvaire 4 notre disposilion. Nous avons pu démontrer que par ce régime (0,1 7,
1y et 10y daminoptérine/ce. de sérum de cobaye). 'action de I'acide folique
est supprimée. L.e nombre des mues était considérablement réduit. Leffet sur
les larves du quatrieme stade était particulierement frappant. Dans aucun des
dosages 'aminoptérine n'avait une action mortelle.

[Lacide folique s’est done révélé indispensable pour Triatomea infestans
Klug et semble élre I'¢lément responsable des phénomenes de carence dus a
I'absence du svmbiote.

Summary.

The presence of a microorganism in the anterior part of the midgut of the
bug Triatoma infestans Klug has been known for some time. The morphology
of this symbiont was known too, but its physiology and influence upon the
normal development of the bug had not vet been established.

The following experiments were carried out with a strain of Triatoma
infestans which was maintained at the Swiss Tropical Institute for several
vears. The animals were kept at a temperature of 26°C and a relative humidity
of 65%0. They were regularly fed on guinea-pigs or on sterile guinea-pig serum.
to which several vitamins had been added,

The symbionts used for physiological investigations were isolated on glu-
cose-agar out of the midgut of adult Triatoma. Already after 10-12 hours all
the strains hemolysed nutrient media, to which human blood was added. The
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isolaled strains could not easily be identified. The systematie position of the
symbiont of Triatoma infestans Klug is not vet clear. There is no doubt that
the microorganism is a Nocardia, bul it is not sure if it has to be separated
systemalically from Nocardia (Actinomyces) rhodnii.

To investigate the relationship between syvimbiont and bug a great number
of symbiont-free animals were observed for six months under the same condi-
tions (i.e. food, temperature, relalive humidity) as a conlrol group of normal
bugs. The development of the sterile bugs seemed considerably delayed and
only 0.3%9 of all the insects reached the adult stage. This phenomenon could
be connected with the formation of the sexual apparatus. The results above
described agree very well with the findings of WIGGLESWORTH. Here we scem
to have to deal with vitamin deficiencies which delay the growth and make a
normal development of the bug impossible.

The high mortality of the bugs held in our laboratory is very striking.
Nevertheless it is easy to believe thal only a small part of the primarily
halched Triatoma reach the adult stage even in their natural surroundings and
are then able to propagate.

IFFurthermore a new way of obtaining symbiont-free bugs was tried out. IFor
this purpose several antibiotics were first lested in vitro on symbiont cultures.
Of all the tested substances (i.e. aureomycin, chloromycetin, terramycin) only
the terramycin had an action upon the culture-svmbiont. This antibiotic was
then dissolved in guinea-pig serum and arlificially fed to Triatoma of various
stages. 12 days after feeding no symbionts could be found in the midgut either
histologically or on cullure. This method can very well be used to obtain
sterile bugs of any stage, but in order to avoid a reinfection the body surface
should be disinfected as well.

The microbiological examination of the symbiont in vitro showed that in
a half-synthetic nutrient medium as well as in a blood nutrient medium of
all the vitamins of the B-complex folic acid only was produced in considerable
EXCesS.

In the following experiments folic acid was fed artificially to sterile and
normal bugs in order to find out, whether by this vitamin diet the deficiencies
produced by ithe absence of lhe symbiont could be compensated or not. The
concentration which was first used (1y folic acid/c.c. guinea-pig serum) was
too high and inhibited the growth both of sterile and normal bugs. The increase
in weight of the sterile bugs, with the exception of the 3rd stage larvae, was
srnaller than that of the control insects.

With a lower concentration (0.01y and 0.1y folic acid/c.c. guinea-pig
serum) the growth-increasing action of the folic acid could clearly be demon-
strated. Furthermore experiments with normal bugs of the 3rd and 4th larval
stage artificially fed on aminopterin (a folic-acid antagonist) were carried oul.
By feeding various amounts of aminopterin (0.1 7, 1+, and 10 y aminopterin/c.c.
guinea-pig serum) the growth promoting action of the folic acid could be
inhibited. The hatching rale of the insects was remarkably lowered. The 1th
stage larvae were most strongly affected. In none of the used doses was
aminopterin fatal to the bugs.

The above mentioned experiments show clearly that folic acid is indispen-
sable for the normal development of Triatoma infestans Klug. Folic acid seems
Lo be responsible for the deficiencies caused by the absence of the symbionts.
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