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1. — Occiput offrant de petits poils noirs dans sa moitié supérieure cn
arriére des cils postoculaires . . . s w wm e s w2
Occiput totalement depour\'u de poils noirs . . .4

2. - Tibias médians n’offrant qu'une soie antéro-dorsale. Pdr 1Li(14ux nus.
Couleur du corps non métallique. 5¢ tergile abdominal muni de soies
discales subg. Catagonia B.B. 3

Tibias médians portant 2 soies antéro-dorsales. Parafaciaux pubes-
cents. Couleur du corps \'ert-mélalliqu& de tergite abdominal sans

soies discales . . .. . . . subg. Ptilocatagonia Mesn.

3. -—— Soies ocellaires l()rles yeux velus ., . . . . . S.aberrans Rond.
—— Soies ocellaires absentes, yeux nus . . . . . S.Boveyin. ¢p.

4. — Yeux nus. 5e tergite abdominal plus long que le 4¢ subg. St;ﬂurodoria T.T.

- Yeux velus. e tergite abdominal plus court que le 4¢ . .. .5

b. — be tergite abdominal sans soies discales, mais orné de fortes soies margi-

nales, Aile : coude de m plus prés de m-cu que de la marge posté-
rieure de I'aile. Corps entiéerement blanc d’argent subg. Eocatagonia Mesn.
5e tergite abdominal muni de soies discales. Aile : coude de m beau-
coup plus rapproché de la marge postérieure de l'aile que de m-cu.
Coloration normale . . . . . . . . subg Sisgropa s. str.

Isolatstamme von Borrelia duttont und ihr
Immunisierungsverhalten gegeniiber der weillen Maus.*

Von R. GEIGY und G. SARASIN.
Schweiz. Tropeninstitut, Basel.

Einleitung.

Stimme von Borrelia duttoni, die aus Ornithodorus moubata-Zecken isoliert
worden waren, welche aus verschiedenen. 40 bis hunderte von Kilometern aus-
einanderliegenden Lokalitiiten von Tanganyika und Kenya stammten, sind von
GEIGY und BURGDORFER 1951 bei Immunisierungsversuchen an der weilien
Maus als heterolog erkannt worden. Sind z. B. Miiuse gegeniiber den Stimmen
B (Itete), C (Mkasu 1), D (Mkasu 2) oder F (Nairobi) immunisiert worden und
fiihrte man dann den Stamm A (Ifakara) ein, so erwies sich dieser ohne wei-
teres als virulent. Dasselbe erecignete sich. wenn man den Stamm B in Miuse
spritzte, die gegeniiber A, (i, D oder IF immunisiert waren, oder den Stamm F
nach Immunisierung einer Maus gegentiber A, B, C oder D. Die Immunisierung
der Miiuse trat nach einigen periodisch wiederkehrenden Vermehrungsphasen
des Erregers im peripheren Blut nach ca. 4 Wochen ein, wobei es sich tibrigens
wohl eher um einen Zustand der «Priimunitiil» handelte, indem B. duttoni
wohl giinzlich und dauerhaft aus dem peripheren Blut verschwunden war, bei
verschiedenen Stichproben jedoch noch im Gehirn nachgewiesen werden konnte.
Die Erreger befanden sich somit physiologisch inoffensiv in diesem Organ
blockiert (vgl. auch S.258).

ADDAMIANO und BABUDIERI haben 1957 Stiimme von Borrelia duttoni in
Jordanien beschrieben, die z. T. ebenfalls heterolog waren, mil denen sich

E

Herrn Prof. Dr. J. Tomcsik, Vorsteher der Hygienischen Anstalt der Uni-
versitiit Basel, zu seinem 60. Geburtstag gewidmet,
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Miuse somit kreuzweise nicht immunisieren lielfen. Daneben aber fanden sie
auch homologe Stimme mit einwandfreier Kreuzimmunitiit.

Nun hatten aber GEI1GY und BURGDORFER unter den eben erwiihnten Borre-
lia-Stimmen aus Tanganyika auch einige bemerkenswerte Ausnahmen gefun-
den, die sich kreuzweise im einen Sinne als heterolog, im andern als homolog
crwiesen haben. So wurde der Stamm B virulent in Miiusen, die gegeniiber
(. oder D immunisiert waren, wiihrend C und auch D in gegeniiber B immuni-
sierten Miiusen nicht virulent wurden. Die Verhiillnisse lassen sich also folgen-
dermafien ausdriicken:

a) B === C, b) B ===== D. und ecs stellle sich nun die Frage. wie eine
solche einsiﬁnige Immunitiit erklirt werden kinnte.

Die Eingeborenen Tanganyika's fiihren vielfach noch eine nomadenhafte
Lebensweise oder lieben jedenfalls hiiufige Ortsveriinderungen. Sie ziehen von
Dorf zu Dort und legen gerne bedeutende Strecken zuriick, um da oder dort
Bekannte zu besuchen, in deren Hiitten sie einige Zeit verweilen. Gréllere Men-
schenverschiebungen, oft iiber weite Distanzen, kommen auch vor bei der An-
werbung von Plantage- und anderen Arbeitern. Da das afrikanische Riuckfall-
fieber in gewissen Gegenden ziemlich verbreitet ist, kann es vorkommen, dali
Borrelien-Triiger Spirochaetenstiimme mit sich verschleppen und in IHiitten
oder Arbeitercamps, wo sie nachts von Ornithodorus moubata angefallen wer-
den, an Zecken weitergeben, die bereils einen andern Stamm beherbergen. Auf
diese Weise konnen in ein und derselben Zecke Mischungen zweier oder sogar
mehrerer Stimme entstehen. Nimmt man nun an. dall in den oben zitierten
“illen einsinniger Immunitiit derartige Kombinationen eines heterologen mit
einem homologen Stamm vorliegen, so ergiibe sich folgende Deutung: Im IFalle a)
wiire B in Wirklichkeit eine Mischung zweier Stiimme, z. B. B + C, woraus sich
dann folgende Relation ergiibe: B (+ () ===—== (, d.h. B {+() wiirde sich in
einer gegeniiber ¢ — immunisierten Maus als heterolog virulent durchsetzen,
withrend C in einer gegeniiber B (+C) — immunisierten Maus gegen die homo-
loge Antigenstruktur von B nicht aufkiime. Ahnlich lieBe sich der Fall b) deuten:
B (-+D) === D. Das verbreilete Phiinomen transovarieller Weitergabe von
B. duttoni von einer Zeckengeneration auf die andere wiirde das Zustandekom-
men und die Erhaltung derartiger Mischungen noch in besonderem MaBle for-
dern (vgl. AESCHLIMANN, 1958; WAGNER, 1958).

Wenn diese Hypothese zutrifft. so miite es moglich sein, durch Einzel-
Isolierung von Spirochaeten die Entmischung eines gegebenen heterogenen
Spirochaeten-Bestandes herbeizufiihren und durch vergleichende Immunisie-
rungsversuche an solchen Isolatstiimmen den Sachverhalt nachzupriifen. Iis
wurde deshalb eine Methode zur Isolierung einzelner Spirochaeten ausgearbei-
tet, wobei wir uns auf wertvolle Vorarbeiten folgender Autoren stiitzen konnten:

CHORINE und CROUGUE haben 192 Spirochaeta hispanica auf Meerschwein-
chen untersucht, speziell um zu erfahren, ob in der sog. avirulenten Phase
Spirochaeten im Blut festgestellt werden koénnen. LEin positiver optischer Be-
wels hiefiir wurde allerdings nicht erbracht. Da jedoch die Autoren bei zu-
nehmender Verdiinnung von Spirochaetensuspensionen bekannter Erregerzahl
zeigen konnten, dall nur sehr wenige, eventuell schon eine einzige Spirochaete,
fir die Infektion geniigen, schlieflen sie daraus, dall die Infektiositit des Blutes
withrend der avirulenten Phase nicht auf Granula-Stadien, sondern auf das Vor-
handensein normaler Erreger, wenn auch in sehr geringer Zahl, zuriickzufiih-
ren sei.

SCHUHARDT und WILKERSON slellten 1951 lsolate von B. recurrentis. var.
turicatae her aus verdinntem Blut infizierter Ralten. Sie fingen dasselbe in
Glaskapillaren auf und suchten im Dunkelfeld nach den darin enthaltenen
Spirochaeten. Wurde lediglich e in e solche angetroffen. so injizierten sie den
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Kapillareninhalt in eine reine Ratte. Es gelang so, 4 von 11 Ratlen zu infizie-
ren, Es ist dies der einzige uns bekannte Fall, wo bei Spirochaeten ein Isolat
zuerst optisch festgestellt werden konnte und nachher auf seine Infektiositit
gepriift worden ist.

BURGDORFER und BALTAZARD haben 1954 wiederum die Granulatheorie iiber-
priift bei B. crocidurae auf Meerschweinchen und B. latychevi auf weillen Rat-
ten. Sie entnahmen den infizierten Tieren wiihrend der avirulenten Phase 10
einzelne Tropfen Blut. Alternierend wurde je 1 Blutstropfen dem betreffenden
Kleinsiiuger injiziert, der andere als dicker Tropfen geféirbt und nach Spiro-
chaeten durchsucht. Die Prozentsiitze. in denen ein Kleinsfiuger infiziert und
in denen im dicken Tropfen optisch 1-—-2 Spirochaeten nachgewiesen werden
konnten, entsprachen einander, woraus indirekt gefolgert wird, dall eine
Spirochaete zur Infektion geniigt.

Eigene Isolationsversuche:

Iir die vorliegende Arbeit haben wir die Bakterien-Isolationsmethode von
Lederberg (siehe DIETRICH, 1955) angewendet. Bei dieser wird ein Objektiriiger
mit Paraffinol tiberschichtet. Darunter werden mit einer Kapillare kleine Tropf-
chen der gewiinschten Erregersuspension gesetzt, die durch das Paraffinol vor
Verdunstung geschiitzt sind, Diese Tropfchen, die nicht grifler sein sollten als
ein Blickfeld, wurden im Dunkelfeld bei 300-bis 600facher Vergroflerung kon-
trolliert. Nach Lederberg werden diejenigen Tropfchen, die nur einen IErreger
enthalten, mit einer Kapillare aufgenommen und so in eine Nihrlosung gelegt.
Wir nahmen statt dessen die Tropfchen mit einer Injektionsspritze auf, die
schon 0,1 bis 0,3 cem einer physiologischen Losung enthielt, und verabfolgten
den gesamten Inhalt i.p. an eine weille Maus.

Die Isolierungen wurden mit Bluispirochaeten vorgenommen, die durch
mehrere Miusepassagen aktiviert worden waren, um ein mdoglichst gutes An-
gehen der Isolate in den neuen Miusen zu garantieren. In der Regel stellten wir
auch fest, daBl die Spirochaeten in den Tripfchen sehr aktiv blieben: nur in
gewissen Fiillen starben sie, aus unerkliirlichen Griinden, nach schlagartiger
Einrollung plétzlich ab. Die Zahl der Miuse, die nach Injektion einer einzigen
B. duttoni positiv wurden, war sehr verschieden und bhewegte sich zwischen 4
und 25%.

Es ist uns bis heute nicht gelungen, auch direkt aus Zecken Isolatstimme
von Spirochaeten zu gewinnen. Bei der zuerst verwendeten Coxalfliissigkeit gin-
gen die Spirochaeten in zahlreichen Versuchen schon wiihrend der Kontroll-
periode auf dem Objekttriiger ein. Wenn man infizierte Haemolymphe kombi-
niert mit anticoagulierend wirkender Coxalfliissigkeit verwendete, konnte man
zwar noch lebende Spirochaeten in Spritzen aufnehmen, doch lieBen sich von
insgesamt 34 Milusen weder junge (4—5 g) noch alte (15—20 g) infizieren. Es
bleibt die IFrage offen, ob hier eine experimentell bedingte physiologische Schii-
digung der Spirochaeten vorliegt, oder ob beiin Ubergang von Zecke auf Maus
ohnehin jeweils sehr viele Spirochaeten zugrunde gehen, so dal} viel mehr Ver-
suche notig wiren, um zu einem positiven Resultat zu gelangen,

Leider standen fiir die Anwendung dieser Isolat-Methode nun aber nicht
mehr die eingangs erwiithnten Stimme zur Verfiigung, auller P 1 (Ilete). Da-
gegen sind 1954 aus verschiedenen Lokalitiiten Siidtanganyvikas neue Stimme
von B. duttoni eingebracht worden, nimlich:

A und C von Riuckfallifieber-Kranken aus Ifakara:
P 2 und P 3 von Zecken aus Itete;
Z von Zecken aus Kiswago. (Vgl. GEIGY, AESCHLIMANN 1957.)
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Leider konnten mit diesen Stiimmen vorgiingig keine Kreuzimmunisierungs-
versuche angestellt werden, so dall man nicht von vornherein wulite, ob hetero-
gene Mischungen vorlagen. Wir geben hier die bisher erzielten Resultate.

Verhalten der Isolate auf der weifien Maus: Die Isolate aller Stiimme zeigten
beziiglich des Infektionsverlaufs praktisch identisches Verhalten. Die Incuba-
tionszeit betrug 3—~6, meistens jedoch 5 Tage. Danach zeigten sich Maxima des
Spirochaetenauftretens im Blut am 6., 10. und 16. Tag. Allfillige weitere An-
fillle verliefen unregelmiiBig. Diese Ahnlichkeit war insofern etwas erstaunlich,
als nach GEIGY und BURGDORFER 1951 zwischen einzelnen Spenderstimmen
serologische Unterschiede erwartet werden konnten. Bei den 6 aus P 3 gewon-
nenen lsolatstiimmen erfolgten die Spirochaetenschiibe gleichzeitig, bei zweien
jedoch stiirker als bei den restlichen vier und mit todlichem Verlauf fiir die
Maus. Man konnte nun hier an die Entmischung eines heterogenen Stammes
denken. Diese Annahme erwies sich aber als nicht stichhaltig, da im Kreuz-
immunisierungsversuch keine Unterschiede feststellbar waren, so dalBl auf eine
homologe Antigenstruktur geschlossen werden muli. Die unterschiedliche Viru-
lenz der beiden Isolatgruppen diirfte deshalb eher auf verschiedenartige Reak-
tionen der Miuse hindeuten.

Kreuzimmunisierungsversuche: Um weiter dariiber Aufschluf3 zu erhalten,
ob sich unter den von uns verwendeten Stimmen gemischte befanden, fiihrten
wir Kreuzimmunisierungsversuche zwischen den verschiedenen Isolatstimmen
desselben Spenderstammes durch, und zwar fiir A, P 3 und Z. Die zu diesen
Versuchen verwendeten Miuse wurden mit Aufschwemmungen von Zecken,
die Isolatspirochaeten enthielten, infiziert. Durch tigliche Blutkontrollen unter
dem Dunkelfeldmikroskop wurde feslgestellt, dall die Spirochaelen, wie zu
erwarten war, nach 20—30 Tagen aus dem Blut verschwanden. Ca. 60 Tage nachi
der Infektion wurden die Miiuse mit dem identischen Spirochaetenstamm re-
infiziert, wobel es sich zeigte, dall offenbar nicht alle Versuchstiere vollig im-
munisiert waren, indem bei jedem Stamm wiederum eine Maus positiv wurde.
Diese zweite Infektion verlief jedoch wesentlich schwiicher als die erste.

Die Miluse, die bei der 2. Infektion negativ blicben, wurden nach weiteren
10 Tagen ein drittes Mal infizierl, aber diesmal mit einem anderen Isolatstamm
desselben Spenderstammes oder mit dem Spenderstamm selbst. Auch nach der
dritten Infektion wurden nur wenige Ausnahmen positiv.

Wir geben hier eine Ubersicht iiber die Resultate:

Reinfektion
I 11
Spenderstamm | mit dem gleichen mit einem andern mit dem Spenderstamm |
Isclatstamm Isolatstamm
Zahl davon Zahl davon Zahl davon
der Miuse positiy der Miuse positiv der Miuse positiv
| 1 |
A 12 1 7 - 4 1
P3 4 = 14 1 3 1
i Z 13 1 6 1 5 —
e |

Da also weder mit dem Spenderstamm noch mit einem andern Isolatstamm
eine Reinfektion moglich war. mull angenommen werden, dal wir mit unge-
mischten Stiimmen arbeiteten.

AnschlieBend an diese Versuche fiihrten wir noch ein Experiment mit Uber-
impfung von Gehirnaufschwemmungen durch, zur Abkliirung der Frage, ob
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unsere Miuse primunisiert oder immunisiert waren. Dusors und PEARSON
stellten zwar 1939 fest, dall B. duttoni nicht immer Gehirninfektionen erzeugt
und dal} sich ein und derselbe Stamm in Abstiinden von wenigen Monaten ver-
schieden verhalten kann. Miiuse mit Spirochaeten im Gehirn waren gleich re-
sistent gegen den homologen Stamm wie solche, die keine Spirochaeten enl-
hielten.

Bei uns jedoch wurden diese Gehirnversuche in so kurzem Zeitabstand nach
den Isolatversuchen angestellt, dali eine wesentliche Anderung im Verhalten des
Stammes unwahrscheinlich ist. In allen FFiallen, wo auf unbehandelte Miuse
Gehirnaufschwemmung verimpft wurde, die von Miusen slammte, welche
60 Tage zuvor infiziert worden waren, kam eine Infektion zustande. Daraus
kann geschlossen werden, dall wohl alle unsere Miuse priimunisiert waren.
Wurde jedoch auf Miluse iiberimpft, die vorher mit demselben oder einem
andern Isolatstamm immunisiert worden waren, so infizierten sich diese nicht,
woraus sich eine neue Besliitigung der von uns angenommenen Homologie der
Stimme ergibt. Nur in einer einzigen Ausnahme kam eine kaum feststellbar
schwache Infektion zustande.
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