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Schweizerisches Tropeninstitut, Basel.

Beeinflussung des Malaria-Verlaufes ber Kiicken
durch Tusche-Speicherung im RES.

Von U. RAHM und M. KAUFFMANN.
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I. Einleitung.

Die hier vorliegenden Unlersuchungen bilden eine Fortsetzung der Arbeiten
von HERBIG (1953), FREYVOGEL (1953, 1956) und WEIL (1955), welche sich alle
mit dem Einfluli des Hohenklimas auf akule Malaria (P. gallinaceum auf juve-
nilen Kiicken) befaliten.

Hersic konnte seinerzeil eine Korrelation zwischen der Dauer der Anpas-
sung an das Hohenklima (Junglraujoch: 3475 m ii. M.) und der Abwehrreaktion
des Wirtes nachweisen, indem sie juvenile Kiicken in verschicdenen PPhasen der
[nfektion (Sporozoiten-Inokulation) auft das Jungfraujoch brachte. Sie liell aber
die Frage offen. ob es sich ausschlielilich um cine stimulierende Wirkung des
RES handelt, oder ol in spiiteren Stadien der Infektion auch ein direkter Ein-
fTull der durch die Hohenanpassung erzeugten Veriinderungen des Blules auf
die erythroceytiiren Formen zustande komme.

FrREYVOGEL seinerseits konnle durch vergleichende Versuche auf Jungfrau-
joch und in einer entsprechenden Unterdruckkammer nachweisen, dafl die
Wirkung ausschlieBlich auf eine Erhohung der allgemeinen Abwehrlage, ver-
mutlich eine Stimulierung des RES, zuriickzufiihren ist.

Da schon ALvAREZ (1952) den experimentellen Beweis erbrachte, da} die
Makrophagen tatsiichlich imstande sind. Malariaparasiten (Blutschizonten von
P. gallinaceum) aufzunehmen und zu zerstoren, versuchten wir nun ganz spezi-
fisch die RIES-Zellen zu beeinflussen. IXs slellte sich uns die Frage, ob durch
cine Stimuliecrung oder Blockierung des RES der Verlauf einer Sporozoiten-
induzierten Hithnermalaria direkt beeinflubt werden kann.

Im Falle der Vogelmalaria, und ganz besonders bei einer Sporozoiten-Inoku-
lation mil P. gadlinaceum, spielt der Zeitpunkt ciner Intervention ganz sicher
cine Rolle, da man es hier - im Gegensatz zu den meisten Siugerplasmodien —
withrend der pripatenten Phase mit mehreren. mindestens aber mit zwei Gene-
rationen von EIE-Schizonten zu tun hat. Es war deshalb vorauszusehen, dal} je
nach dem Zeitpunkt ciner experimentellen Beeinflussung des RIES die Wirkung
verschieden ausfallen mufite. Bei den Vogelplasmodien kommt weiter hinzu,
daff die natiirliche Wirtszelle der LFl-Formen, vor allem der Cryptozoiten,
augenscheinlich dem gleichen Zelltyp angehort wie die der Abwehr dienenden
RES-Zellen, Man kann diese Doppelfunktion der Histioeylen vielleicht damil
erkliiren, dafy je nach Funktionszustand der einzelnen Makrophagen die Ver-
nichtung der phagoceyvtierten Parasiten gelingt oder aber sich diese aufl Kosten
der Wirtszelle voll entwickeln kénnen. So hat auch Hurr (1952) auf seinen
Organausstrichen in gleicharligen Histioeyten cinen gewissen Prozenlsalz de-
generierler, mehrkerniger Metacryptozoiten gefunden.

Aus der Reihe von Irritantlien, deren selektive Wirkung auf die RES-Zellen
bekannt ist, wiithlten wir fir unsere Versuche chinesische Tusche, die sich in den
Organen schr leicht nachweisen LiBlt. Wir ginden von der ldee aus, einerseits
durch geringe Dosen Tusche das RES zu aktivieren und andererseits durch hohe
Dosen dieses zu blockieren. TRAGER (1941) unlersuchte seinerzeit die Wirkung
intraperitonealer und intracardialer Gaben von Tusche auf den Verlauf der In-
fektion bei Kiicken nach Blutinokulation von P.lophurae, withrend LOXLEY
(1955) iihnliche Versuche an Miusen mit P. berghei durchfiihrte. In beiden
Filllen war der Blutbefall nach Tuscheverabreichung bedeutend hoher als bei
den Kontrolltieren, und dic Parasitiimie begann frither (im Fall von P. berghei)
oder dauerte langer (bei P.lophurae). In Anlehnung an die Versuche von TRAGER
begannen wir mit der intraperitonealen Verabreichung chinesischer Tusche. Da
wir aber unsere Versuchstiere mit Sporozoiten und nicht mit infiziertem Blut
inokulierten. waren wir vor allem an der Reaktion der inneren Organe with-
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rend der priipatenten Phase interessiert und gingen deshalb bald zur intra-
vendsen Applikation iiber, da nur diese eine bei allen Versuchstieren gleich-
miillige Ablagerung der gesamten Tusche in den Organen gewithrleistet.

II. Vergleich mit friiheren Versuchen.

1. Versuchstiere und Plasmodienstdmime.

Wir bezogen fiir unsere Versuche anfiinglich weille Leghornhiihner vom glei-
chen Zichler wie HERBIG und FREYVOGEL, muliten aber im Laufe der Unter-
suchungen feststellen, dali es sich nicht durchwegs um reinrassige Tiere han-
delte, sondern dafy zumindest ein Teil der Kiicken Merkmale der Mechener Rasse
aufwiesen. Wir wechselten in der FFolge zu einer Groli-Gefliigelziichlerei tiber, da
diese in der Lage war, uns eine groflere Anzahl von Tieren moglichst gleichen
Gewichis zu liefern. Ab Mai 1957 arbeileten wir mit einer bekannten Mischrasse
Leghorn/blaue Holliinder. Wenn 30tiigige Kiicken verwendet wurden, hezogen
wir die Tiere im Alter von 23—25 Tagen. Wir verabreichten unseren Versuchs-
ticren cin glnsligeres Kraftfutter als dies frither der IFall war. Auch erhielten
die Tiere von Zeit zu Zeit Trinkwasser mit Jodzusatz, Diese ausgewogene Er-
nihrung machte sich in den Serien SUS, 8T5, ST6 und SU8, ST9, ST11 deutlich
bemerkbar, indem sich ecine normale Gewichtszunahme festslellen liel. In den
Serien SU7, ST7 und S'T8 war das Wachstum etwas geringer, da die Tiere an-
fiinglich an Durchfall litten. In den Kurven a-—c¢ (Abb. 1) sind die durchschnitt-
lichen Gewichtszunahmen pro Tag und Serie aufgelragen, Mangelnahrung mag
wohl mit der Grund fiir das niedrige Gewicht 30tigiger Kiicken (95 g am 0.1T)
in den fritheren Versuchen von FREYVOGEL (1936) sein, der die Tiere ja vom
8. Tag an im Institut aufzog. Die durchschnittliche Gewichtszunahme belrug
z. B. bei diesem Autor vom 0. bis 6. I'l" nur 21 g. Diese Wachstumsdifferenzen
miissen bei einem Vergleich mit fritheren Versuchen mit in Betracht gezogen
werden (vgl. S.306/8). Der in diesen Versuchen verwendete Plasmodienstamm
P. gallinaceum stammte urspriinglich aus Antwerpen, wurde dann 6 Jahre in
der Firma Ciba und seit Sepltember 1954 an unserem Institut gehalten. Der
gleiche Stamm wurde auch von HERBIG (1933) und FrREYVOGEL (1956) ver-
wendet.

Die folgende Aufstellung zeigt die Anzahl der Mickenpassagen, die den
verschiedenen Versuchen vorausgegangen sind:

1954  11. November
19556 10. Januar

31. Marz SU9
29, Dezember T
1956 8. Februar
9. April
11. Juni SU3. SU4

1

9. August

18. Augusl i SLs ST ST6
25. Oktober : 5 0
1957 7. Februar <— SU7,8T7, 8T8
20. Mai ' ;
-

SUS, ST9, ST10, ST11

Die Virulenz dieses Stammes scheint gleich stark zu sein, wie diejenige des
Stammes FREYVOGEL. Vergleicht man niémlich unsere Kontrollserie 8tigiger
Kiicken (SU2/8) mit der Kontrollserie 8tiigiger Kiicken von FREYVOGEL (SV8
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und EV8), so ist cine identische Infektionsstiirke feslzuslellen (vgl. Abb. 2a).
Unsere Lrgebnisse kénnen deshalb ohne weileres mit den fritheren verglichen
werden (Abb. 2).

Die Sporozoiten wurden durch Zermorsern von infizierten Aedes-Weibchen
in Locke-Losung und Abzentrifugieren der festen Bestandteile gewonnen. Die
Miickenzahl wurde wie frither so gewiihlt, dali bei der Sporozoiteninokulation
pro Huhn 2} -—3 Miickeneinheiten in 0,2 cem injiziert wurden. Da jeweils 60 bis
tiber 90 Tiere innert 30 Minuten mit der gleichen Sporozoiten-Aufschwemmung
infiziert wurden, war es uns aus zeitlichen Griinden nicht moéglich, eine quanti-
tative Sporozoiten-Kontrolle durchzufiihren. Wir muliten uns deshalb mit einer
Bestimmung der Cystendichte, durchgefiithrt am 6. oder 7. Tag nach Infektion
der Aedes, begniigen. Um cine moglichst regelmiiflige Infektionsstiirke bei un-
seren Hithnern zu erreichen, wurden die zum Versuch dienenden Miicken je-
weils in mehreren Gruppen und auf verschiedenen Gametocytentrigern infiziert.
Wir verwendeten zur Broyage Miicken, welche 13 bis maximal 24 Tage vor
Versuchsbeginn auf Gametocytentriigern gefiittert worden waren. Da in jeder
Versuchsgruppe etwa dreimal mehr Miicken infiziert wurden, als zur IHer-
stellung der Sporozoiten-Aufschwemmung bendétigt wurden. konnten wir jeweils
diejenigen Miickenserien auswiithlen, welche sich bei der Cystenkontrolle als am
stirksten positiv erwiesen.

Blutausstriche wurden vom 6. I'T an tiglich hergestellt, Tupfpriiparate von
Leber, Milz und Niere (30 mm?) sowie Quetschpriiparate vom Gehirn. Fiir ge-
naue Angaben sei auf die Arbeiten von HERBIG (1953) und FREYVOGEL (1956)
verwiesen. Vgl auch S. 316/17.

2. Vergleich der Kontrollserien unter sich.

Vergleicht man die Infektionswerte der Kontrollserien, so er-
geben sich zwei wichtige Tatsachen:
1. Die Parasilimie nimmt mit steigendem Alter der Hithner ab.
2. Von Konlrollserie zu Kontrollserie gleichaltriger Hithner sind
immer kleine Schwankungen im Infektionsverlauf festzu-
stellen.
a) Vergleich 8tdgiger mit 30tdgigen Kiicken (vgl. Abb. 2).
Stellt man die Kontrollserien der 8tigigen Kiicken (SU,;, und
SU,,;¢) den entsprechenden Kontrollserien der 30tigigen Tiere
(SU, und SU; gegeniiber, so geht aus einem solchen Vergleich
deutlich hervor, dafl mit zunehmendem Alter bzw. Gewic ht die
Infektionsstiirke abnimmt. Dies kommlt besonders eindeutig im
Befall der Organe Leber, Milz, Niere am 8. I'T zum Ausdruck. Blut-
und Hirnbefall sind Schwankungen unterworfen, auf die wir noch
zu sprechen kommen werden. Die Schizontenzahl pro 30 mm? liegt
bei den 8tigigen liber acht, bei den 30tiigigen unter acht. Die Zah-
lenwerte, insbesondere des 8. I'T, der Serie SV, + EVy von FREY-
VOGEL entsprechen denjenigen unserer SU, s, wenn man vom ho-
heren Hirnbefall der SV absieht. Vergleicht man hingegen die In-
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fektionswerte der SV, + EV,, von FREYVOGEL mit unseren Kon-
trollen SU; und SU,, so liegen jene Werte hoher als unsere, wenn
man den 8. IT beriicksichtigt, obwohl es sich bekanntlich bei allen
diesen Serien um 30tigige Kiicken handelte. Diese Kontrollserie
von FREYVOGEL nimmt demnach punkto Infektionsintensitit eine
Mittelstellung ein zwischen den 8tigigen und unseren 30tiagigen.
Das 1aBt sich damit erkliiren, da seine Tiere gewichtsmafig eben-
falls eine Mittelstellung einnehmen, da die Kiicken, obwohl 30-
tigig, eben untergewichtig waren und deshalb auch eine stirkere
Parasitiamie durchmachten. Berilicksichtigt man diese IFakten, so
konnen die Serien von I'REYVOGEL ohne Bedenken mit den unsri-
gen verglichen werden.

b) Vergleich 30tigiger Kiicken unter sich.

Vergleicht man anderseits zwei Kontrollserien von 30tigigen
Hiithnern (SU, und SU; — Abb. 2b), deren Parasitimie auch unter-
schiedliche Kurvenbilder ergab, so steiglt z. B. der Blutbefall in SU,
weiter an, withrend er in SU; am 10. I'T seinen Gipfel erreicht und
dann steil abfillt. Die Hirninfektion nimmt in SU, kontinuierlich
bis zum 12, I'T zu, in SU; erreicht sie am 8. I'T ihr Maximum. Die
Schizontenzahl in der Milz ist in SU; am 8. IT am hochsten, in
SU, verlauft die Milzkurve viel flacher, und am 8. und 9. I'T sind
praktisch die gleichen Werte zu finden. Auch der Befall der Niere
ist verschieden, und nur die Leberwerte konnen miteinander ver-
glichen werden. Hier kann natiirlich der Umstand mitspielen, daB
die einzelnen Serien zeitlich verschieden liegen und daBl dazwi-
schen beim Plasmodienstamm Miickenpassagen eingeschaltet wur-
den. Auf jeden Fall lehrt uns diese Tatsache, daB mit jeder Ver-
suchsserie eine vollstindige Kontrollserie mitgefiihrt werden muf,
und daBf nur diese unmittelbar mit der entsprechenden Versuchs-
reihe verglichen werden kann.

II1. Tuscheinjektionsversuche.

1. Methodik.

Es ist bekannt, dall man durch Injektion einer kérperfremden Losung, wie
z. B. Tusche, Aleuronat oder Trypanblau, je nach Ilosis die Makrophagenbil-
dung fordern oder aber diese Zellen blockieren kann.

a) nach TRAGER.

In einer ersten Serie versuchten wir nach der Methode von TRAGER (1941)
bei 30tiigigen Kiicken durch intraperitoneale Injektion von grofien Tusche-
mengen (Pelikantusche, kommerziell) das RES zu blockieren. TRAGER. der sei-
nerzeit nebeneinander den LEinflull intraperitonealer und intracardialer Verah-
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reichung von Tusche auf den Infektionsverlauf von Hithnermalaria untersuchte,
stellte fest., dall nur nach i.p. Applikation eine Anderung des Parasitenbefalles
zu heobachten war. Er fand hei +—9 Wochen alten, mit P. lophurae infizierten
Kiicken nach i.p. Tuscheverabreichung eine Verzogerung des maximalen Blut-
befalles um ca. 2—3 Tage, wobei gleichzeitig eine Parasitenzahl erreicht wurde,

die man sonst nur bei 3—>btiigigen Kiicken findet.

In unseren Versuchen wendeten wir folgende Dosierung an:

Infektionstag: 3 =2 —1 0 -+ 1 +2 T3
Tusche in cem: D D 53 D )

[nsgesamt wurden 234 mg Gasruf} verabreicht. Es zeigte sich aber, in Cberein-
stimmung mit den Erfahrungen von TRAGER, dall nur sehr kriiftige Hiihner
diese Behandlung iiberlebten, und dal} vor allem die Tusche von den Organen
nicht in der gewiinschten Weise resorbiert wurde, sondern als mehr oder weni-
ger kompakte Masse im Peritoneum verblieb. Die iiberlebenden Tiere starben
grolitenteils frithzeitig, indem sie pneumonieartige lirscheinungen zeigten, so
dal} dieser Versuch nicht ausgewertet wurde.

Da wir im Gegensatz zu TRAGER nichl mit Blut- sondern mit Sporozoiten-
[nokulationen arbeiteten, waren wir an einer Blockierung der RIZS-Zellen in
den Organen selbst, d. h. vor allem Leber, Milz und Niere, wo sich die ersten
exo-ervthroceytiren Stadien entwickeln, interessiert und gingen deshalb zu einer
intravenosen Applikation der Tusche liber.

by nach HALPERN et al.

In ciner zweiten Serie wendeten wir die Methode, welche HALPERN fiir Klein-
siiuger ausgearbeitet hatte. niimlich die intravenise Applikation kleinerer Tu-
schemengen, auf Kiicken an.

Nach den Angaben von HALPERN (1951) verwendeten wir kommerzielle Peli-
kantusche (Giinther-Wagner, Hannover) mit einem Gasruligehalt von 6,25%
und einer Kornung von durchschnittlich 200 A. Diese Tusche wird direkt vor
Gebrauch 1 :1 mit einer 2%igen Gelatine-Losung verdiinnt und lauwarm inji-
ziert. Das Tusche-Gelatine-Gemisch wurde mit einer feinen Injektionsnadel in
die Fliigel- und Brustvenen gespritzt. Da wir spiiter durch die Firma Giinther-
Wagner daraul aufmerksam gemacht wurden, dafy fiir medizinisch-wissen-
schaftliche Zwecke ein Spezialpriiparat ohne Schellack-Zusatz hergestellt wird
(G 11/1431 a mit einem GasruBgehalt von 10%0 und einer Kérnung von ebenfalls
rund 200 A). verwendeten wir fir die letzten Versuchsreihen dieses neue Prii-
parat (ST 9/10/11). Wie aus den Angaben von HALPERN et al. (1953) hervorgeht,
werden kleinere Dosen schellackhaltiger Tusche ebensogut vertragen wie ent-
sprechende Dosen des Spezialpriiparates. Doch konnlen die Autoren anhand der
«clearance rate» bei Anwendung steigender Tusche-Konzentrationen eine kriti-
sche Dose nachweisen, bei welcher sich der Kurventyp ebenso wie die Ver-
teilung der gespeicherten Tusche auf die verschiedenen Organe veriindert. Ver-
gleichende Versuche zeigten, dal} dieser toxische Effekt auf den Schellackgehalt
der Handels-Tusche zuriickzufiihren ist und bei schellackfreien Tuschelésungen
nicht auftritt. Die kritische Dosis ist zudem je nach Tierart verschieden und liegt
z. B. fiir Ratten bei 32 mg/100 g, fiir Miluse bei mindestens 48 mg/100 ¢ Korper-
gewicht.

2. Vorversuche.

Die hochste von uns fiir Kiicken verwendete Menge betrug
44 mg/100 g in vier aufeinanderfolgenden Dosen und wurde, wie
aus den Gewichtskurven hervorgeht, gut vertragen (Abb. la).
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In der Serie ST,; wurde die Vertriglichkeit verschiedener Dosen
fiur Kiicken untersucht. s zeigte sich, daB§ bis zu 2,5 cem Ver-
suchslosung (— 78,1 mg Gasrul}) von Kiicken zwischen 110 und
180 g gut vertragen wurden, solange die Tusche in mehreren Do-
sen verabreicht wurde. Dabei sollte die erste Injektion eine Menge
von 0,5 cem (15,6 mg) nicht iibersteigen. Bei der zweiten Injek-
tion wird aber 1 ccm (31,3 mg) gut vertragen, falls sehr langsam
gespritzt wird. Injektionen grofierer Einzeldosen wurden nicht vor-
genommen, da bereits bei 1 ccm der Blutdruck derart ansteigt, dal
die Einstichstelle lingere Zeit zugeprefit werden mul}, um das Ent-
stehen von Himatomen zu vermeiden. Da uns zur Zeit der ersten
Versuche der genaue GasruBigehalt der Pelikan-Tusche nicht be-
kannt war, wurden die Dosen nach Volumen Injektions-Lisung
berechnet:

2,50 cem = 78,1 mg Gasrub
0,5 cem = 15,6 mg »
0,2 éem — b.2> Mg »
0,1 cem = 3,0 mg »

In der Serie ST, wurden Tusche-Mengen zwischen 1 und 2,5 ccm
in verschiedenen Dosen appliziert und anschlieBend durch Sektion
der Tiere festgestellt, in welchem MaBe die Tusche von den ein-
zelnen Organen aufgenommen wird. ISs sollte vor allem vermieden
werden, daBl sich grofere Tusche-Mengen in den Lungen anset-
zen, um Atmungsstorungen zu vermeiden. Wie in der Arbeit von
HALPERN et al. (1953) dargelegt wird, nehmen die Lungen bei
Kleinsiaugern z. B. nur dann grofere Mengen von Tusche auf, wenn
toxische Dosen schellackhaltiger Tusche gespritzt werden.

In Tabelle 1 sind die Sektionsbefunde zusammengestellt, die
zeigen, wieviel Tusche approximativ in den einzelnen Organen
festgestellt wurde.

TABELLE 1.

Tier Injektionstage Organe

Nr. 1 2 3 4 5 Le Lu Mi Ni He
404 0.5 1 1 - - +t+ + +++ ++ -
405 0.5 0,75 - 0.15 - ++ - ++ = =
406 0.5 1 0.5 0.5 — +44 + bt R +
408 0.5 1 1 - - +4+ + +++ ++ +
409 0,4 1 - — = ++ - ++ + —
410 0.4 1 0.5 0.5 - 4 + +H+ +t -
111 0.5 1 - - - ++ - ++ + -
412 0.3 1 0,7 0.7 - - - - ++ +

+++ tiefschwarz + verfirh

++ schwarz — normal
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Auf Grund der Vorversuche wiihlten wir fiir die eigentlichen Ver-
suche 2,5 cem als Maximaldosis, die uns zur Blockierung des RES
dienen sollte, da nach obiger Zusammenstellung Leber und Milz
bei dieser Tusche-Menge abgesiittigt zu sein schienen und Spuren
davon bereits in den Lungen auftraten. IKine einmalige Injektion
von 0,1 bis 0,5 cem applizierten wir dagegen in der Absicht, die
Phagocytenzellen zu stimulieren. Bei der Wahl der Dosis und der
Verteilung der Injektionen stiitzten wir uns z. T. auf die Arbeiten
von HALPERN el al. an Ratten und Miusen, z. T. auf eigene Uber-
legungen.

3. Quantitative Tusche-Bestimmungen.

Da wir aus technischen Griinden die Methode HALPERN (1950)
zur quantitativen Bestimmung der in den verschiedenen Organen
gespeicherten Tusche nicht anwenden konnten, gingen wir wie
folgt vor': Die uns interessierenden Organe (Leber, Milz, Niere
und Lunge) wurden 4—6 Stunden in KOH 60% (gelést in Me-
thanol) verseift, mehrere Male mit Wasser ausgewaschen und an-
schlieBend bei 17 000 Touren wihrend 30 Minuten zentrifugiert.
Die gut ausgewaschene Tusche wurde mit Hilfe eines hochtouri-
gen Homogenisators in Wasser gleichmiafBig suspendiert und ihre
Menge eleklrophotometrisch bestimmt.

Die Tuscheverteilung bei speziell fiir diesen Zweck injizierten
Kiicken wurde nach Verabreichung von 0,1, 0,2, 0.5 und 2.5 ccm
Versuchslosung gepriift. Die oben beschriebene Methode ergab zu-
verliassige Resultate fiir Leber, Milz und Niere bei mit der Maxi-
maldosis behandelten Tieren. Nach Injektion von 0,5 und 0,2 cem
konnte nur noch der Gehalt von Leber und Milz bestimmt werden.
Bei den tibrigen Organen und Dosen war die Tuschemenge zu ge-
ring, um mit dieser Methode genau gemessen zu werden. Die ent-
sprechenden Werte wurden deshalb auf unseren Tabellen und
Kurven weggelassen.

Die Resultate sind in Tab. 2 zusammengestellt. Der Tusche-
gehalt wurde [lir jedes Organ in % der gespritzten Menge und in
mg umgerechnet, ebenso findet sich eine Kolonne mit den gefun-
denen Tuschemengen in mg pro Gramm Organ. Die graphischen
Darstellungen hiezu zeigen die Mittelwerte aller untersuchten Or-
gane gleicher Dosierung in % Tusche pro Organ (Abb. 3a) und
mg Tusche pro Gramm Organ (Abb. 3b).

' Wir danken Herrn Prof. Dr. K. BERNHARD und seinem Mitarbeiter, Herrn
Dr. H. WAGNER. sehr herzlich dafiir, dafl wir die quantitativen Tuschebestim-
mungen in der Physiologisch-chemischen Anstalt mit ihrer Hilfe durchfiihren
durften.
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Die quantitativen Tuschebestimmungen wurden erstmals im
Juli 1957 durchgefiihrt und zur Sicherung der Befunde im Mai
1958 wiederholt. Es zeigte sich dabei, daBl fiir die Maximal-Dosis
von 78,1 mg Gasrufy die Werte der zweiten Serie (Mai 1958) be-
deutend tiefer lagen als bei der ersten Versuchsserie (Juli 1957);
fiir die mittlere Dosis von 15,6 mg dagegen wurden beide Male
(Juli 1957 und Mai 1958) entsprechende Mengen Tusche in Leber
und Milz wiedergefunden. Der Unterschied der beiden Serien lag
darin, dafl 1957 die Sektion der Kiicken einige Tage nach der letz-
ten Tuscheinjektion, nimlich entsprechend dem 6. IT (siehe Ma-
lariaserien STH und 6) stattfand. Im Mai 1958 dagegen wurde die
Sektion 24 Stunden nach einer einmaligen oder, bei mehreren,
nach der letzten Tuscheinjektion durchgefiihrt. Iis zeigt sich bei
der hohen Dosis von 78,1 mg deutlich, daf nach 24 Stunden be-
deutend weniger Tusche in den untersuchten Organen (Leber,
Milz und Niere) auftritt als z. B. 72 Stunden nach der letzten In-
jektion, weshalb der Versuch im Juni 1958 wiederholt wurde. Bei
der Wahl eines entsprechenden Sektionstages wurden auch fiir die
Maximaldosis vergleichbare Werte fiir Leber, Milz und Niere ge-
funden. In der graphischen Darstellung (Abb. 3a und b) wurden
deshalb fiir die mittlere Dosis von 15,6 mg Tusche siamtliche
Werte von Juli 1957 und Mai 1958 gemeinsam beriicksichtigt, wih-
rend fiir die Dosis von 78,1 mg links die Werte von Juli 1957 und
Juni 1958, also jeweils 72 Stunden nach der letzten Injektion ge-
wonnen, aufgetragen sind, withrend die Resultate von Mai 1958
(24 Stunden nach letzter Injektion) auf der rechten Seite der Ab-
bildungen separat aufgetragen wurden. Die Gesamtmenge der in
den untersuchten Organen wiedergelundenen Tusche, ausgedriickt
in % der injizierten Dosis, ist bei Kiicken in jedem Fall geringer
als bei Kleinsiugern. Withrend HALPERN und Mitarbeiter (1951)
bei Ratten und Miusen bei einer niederen Dosis von 8—16 mg
Tusche/100 g Korpergewicht in Leber und Milz ca. 90% der in-
jizierten Substanz zuriickgewinnen konnten, fanden wir bei ent-
sprechender Dosierung nur etwa 80%. Bei hoheren Dosen (30 bis
60 mg/100 g), wo neben Leber und Milz bereits auch die Nieren
betrichtliche Mengen speichern kiénnen, betrugen die gefundenen
Werte fiir Ratten und Miuse wie fiir Kiicken etwa 70%. Bei unse-
ren eigenen Untersuchungen an Kiicken konnten wir makrosko-
pisch bei der Sektion an der Schwarzfirbung feststellen, daf
schon bei mittleren Dosen und in vermehrtem MafBle bei der Maxi-
maldosis groBe Mengen Gasrufl vom Knochenmark gespeichert
werden. Die Lunge scheint jedoch bei Kiicken im Gegensatz zu
Kleinsiaugern nur eine unbetrichtliche Rolle als Speicherorgan zu
spielen.
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b

ADD. 4.
¢ und d: Intracelluliire Speicherung von Tuschepartikeln in 2 verschicden stark
beladenen Makrophagen (Leber). a und b: Im Vergleich dazu mit EE-Schizonter
von P.gallinaceum befallene Makrophagen (Niere). Fixierung: Giemsa. Ver-
groBBerung 1 :1200.

Vergleicht man die pro g Organ gefundenen Mengen Gasrub
(Abb. 3b), so zeigt sich, dal}, obwohl die Gesamtmenge der wieder-
gefundenen Tusche relativ gering ist (nur etwa 40%), die Milz

nach 24 Stunden verglichen mit der Leber bedeutend mehr spei-
chert als nach 72 Stunden. Diese Resultale zeigen deutlich, daf
nicht nur die Menge der injizierten Tusche, sondern vor allem
auch der Zeitpunkt der Verabreichung von Bedeutung ist.

4. Hauptversuche.

Die Versuche wurden in Gruppen von 3—1 Serien durchgefiihrt; eine Serie
jeder Gruppe bildete jeweils die gleichzeitig infizierte Kontrollserie (SU). Die
Serien einer Gruppe bestanden aus gleich alten Tieren, die alle gleichzeitig mit
derselben Sporozoiten-Suspension inokuliert wurden., Um eine moglichst regel-
miibige Infektion und vergleichbare Resultate zu erzielen, wurde darauf ge-
achlet, dal} alle Tiere einer solchen Gruppe innert maximal 30 Minuten infiziert
wurden, und zwar wurde abwechslungsweise je 1 Tier jeder Versuchsserie ge-
spritzt. Die einzelnen Serien bestanden aus 21— 26 Tieren, wovon jeweils 3 am
6., 7.. 8.9, 10, 11, und 12. Infektionstag (1I'T) seziert wurden. Die Tiere 22--26
waren als Ersatz flir solche vorgesehen, die wiithrend des Versuches starben.
Das Blut wurde vom 6. I'T an tiiglich entnommen und auf Parasiten untersucht.
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Die Auswertung der Organe und Blutbilder erfolgte nach HERBIG/FREYVOGEL
(1953, 1956). Milz, Leber und Niere je eines am 6. I'T sezierten Tieres der Serien
STH, ST6 und ST9 wurden histologisch verarbeitet, um LEinblick in die Verlei-
lung der Tuschepartikel bei verschiedenen Dosen (0.1, 0.5 und 2.5 cem Tusche
i.v.) zu erhalten. Paraffinschnitle von 7 g Dicke wurden kurz mit Himatoxylin-
Delaficld 1 : 4 gefiirbt.

In einer ersten Gruppe von Versuchen (STH, ST6. SUH) wurde die Wirkung
der zur Blockierung verwendeten Maximaldosis (78.1 mg) mit derjenigen einer
mittleren, stimulierenden Dosis (15.6 mg) verglichen (Abb. 8—10). In zwei wei-
teren Gruppen (ST7, 8T8, SU7 und ST9, ST10, ST11, SUS8 (Abb. 11-—16) wurden
noch geringere Dosen (0.1, 0.2 und 0.4} untersucht und gleichzeitig der Injelk-
tionstag im Verhillnis zum I'T variiert, um cine moglichst wirkungsvolle Stimu-
lierung in einem giinstigen Moment des Infektionsverlaufes zu erzielen. Dic
verschiedenen Serien wurden wie folgt aufgeteilt und behandelt:

TABELLE 3.

Serie Anzahl Gewicht Tuscheinjektionen am x. Infektionstag i. v,
Tiere O. 1T. 3. —32. {. 0 Al +2. =5, +4.
STH 23 178 0.5
ST6 26 179 0.5 1.0 0,5 0.5
SUH 25 185
ST7 21 178 0.2 0.2
STS8 22 180 0.4
SU7 21 185
ST9 23 175 0,1%
ST10 23 172 0.1%
STi1 23 174 0.1%
SUS 26 175

a) Histologischer Befund.

Die Pripparate wurden absichtlich nur leicht angefiirbt, um die
Tuschepartikel deutlich hervortreten zu lassen. Abb. 6 zeigt bei
gleicher VergoBerung (1 :70) Verteilung und Menge der gespei-
cherten Tusche in der Leber nach intravenoser Applikation von
a) 3 mg, b) 15,6 mg und ¢) 78,1 mg Gasrufl pro Tier. Abb. 7 zeigt
die entsprechenden Verhiltnisse in der Milz und Abb. 5 in der
Niere, wobei im lelzteren Falle die niederste Dosis weggelassen
wurde, da die sehr geringen Tuschemengen, die gespeichert wer-
den, bei schwacher VergroBerung nicht sichtbar sind.

Im IFalle der niederen und mittleren Dosen ist die Verteilung
bei allen untersuchten Organen sehr ihnlich. Bei der Maximal-
dosis dagegen fallt auf, dafl im Falle der Milz (7c) die gespeicherte
Substanz viel weniger regelmiBig tiber das Gewebe verteilt ist wic
bei der Leber (6¢). Es entstehen so klumpige Tuscheanhiufungen,
innerhalb deren die Phagocyten gar nicht mehr erkannt werden
konnen. Nur auf Ausstrichen, d. h. wenn der Zellverband ausein-

* Spezialtusche G 11/1431 a.
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Abb. 5. Ivicre.

Abb. 5 -7, Verteilung der in den Organen gespeicherlen ‘Tusche nach je-
weiliger Verabreichung von a]

| 3 mg GasruB (ST9), b) 15,6 mg Gasrul (ST5)
und ¢} 78.1 myg Gasruff (ST6). VergroBerung 1 :70.

andergerissen wird, ist der Speicherzustand einer einzelnen Zelle
sichtbar (Abb. 4¢ + d).

b) Infektionsverlauf in den Versuchsgruppen.
— Serien ST5, ST6 und SU5 (Abb. 8—10).

In den Tuscheserien (ST) wurde bei ST5 0,5 cem Tuschelosung
am —1. I'T" intravends verabreicht. Bei ST6 die Maximaldosis von
2,5 cem auf 4 Tage verteilt: 0,5 cem am — 3. I'T, 1,0 cem am —1. IT
und je 0,5 cem am + 1. und +3.1T; SUH diente als Kontrollserie.
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Abb. 6. Leber.
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Abb.8—10. Verlauf der Infektion bei 30tiigigen Kiicken. 8) Kontrollserie. 9) nach
i.v. Verabreichung von 15,6 mg Gasrull (— 1. I'T). 10) nach i.v. Verabreichung
von 78,1 mg Gasrufl (3., 1., + 1., + 3. IT).

Blutbefall: Die Blutbefallskurve verliuft bei der Kontrollserie
SUH praktisch identisch mit derjenigen von STH. Die Parasitaemie
erreicht am 10. Tag ihren Hohepunkt und fallt bis zum 12, I'T fast
auf Null ab. Der Blutbefall verliauft bei ST6 dhnlich, nur wird am
10. IT ein héherer Wert erreicht.

Hirnbefall: STH5 zeigt einen dhnlichen Hirnbefall wie die Kon-
trollserie, doch ist das Maximum um einen Tag verschoben. STG6
zeigt zwar den Hohepunkt der Infektion am gleichen Tag wie SUS,
aber die erreichten Werte sind hier 2 mal hoher als bei der Kon-
trollserie. Der Abfall der Befallskurve ist jedoch bei ST6 steil und
kontinuierlich und zeigt bis zum 11. IT kein neues Ansteigen der
Kurve.

Leberbefall: Der erste Anstieg der Befallskurve verlauft in ST5H
etwas langsamer als bei der Kontrollserie, und das Maximum wird
einen Tag spéter, niimlich erst am 9. [T, erreicht. Dagegen findet
sich bei STH ein zweiter, kleinerer Gipfel am 11. I'T. Die Kurve ver-
lauft bei ST6 fhnlich wie bei SU5, nur liegt das Maximum am
8. I'T fast 3mal hoher.
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Abb. 9. Abb. 10.

Milzbefall: Die Befallskurven von STH und SUb sind sehr dhn-
lich. Das Maximum liegt zwischen dem 8. und 9. I'T, und es kommt
kein eigentlicher Gipfel zustande. Bei ST6 hingegen verliuflt der
Milzbefall gleich wie der Leberbefall, es zeigt sich ein deutlicher
Gipfel am 8. I'T.

Nierenbefall: SU5 und ST6 zeigen beide einen maximalen Be-
fall am 6. I'T und ein Absinken der Kurve zum 7. I'T, doch ist der
Wert fiir ST6 fast doppelt so hoch wie bei der Kontrollserie, und
die Kurve steigt zudem vom 7. zum 8. ['T nochmals leicht an. Bei
STH verlauft der Nierenbefall etwas anders: am 6. und 7. IT fin-
den wir sehr niedere Werte, wiahrend das Maximum am 8. [T er-
reicht wird.

Vergleicht man die Kurvenbilder der drei Serien ST5, ST6 und
SU5, so zeigt sich deutlich im viel stirkeren Organbefall der Serie
ST6, daB durch die Verabreichung von 78,1 mg Gasrull das RIES
voriibergehend stark beeinflu3t wird. Die Wirkung der Tusche ist
zwischen dem 6. I'T (Nierenbefall) und dem 8. I'T (Leber, Milz und
Gehirn) bemerkbar. Die Regeneration des RES zeigt sich jedoch
im gleichzeitigen Abfall aller Organbefallskurven vom 8. zum
9. IT. Diese Resultate stimmen mit den aus der Literatur bekann-

Acta Tropica 16, 4, 1959 21
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Abb. 11—13. Verlauf der Infektion bei 30tigigen Kicken. 11) Kontrollserie.
12) nach i.v. Verabreichung von 2mal 6,25 mg Gasrul (+ 1., + 4. IT). 13) nach
i.v. Verabreichung von 12,5 mg Gasruffi am + 4. IT.

ten Daten tiberein, da die meisten Auloren einen maximalen [<ffekt
von Tuscheverabreichung nach etwa 72 Stunden beschreiben und
gleichzeitig feststellen, daBl es nie gelingt, das RES dauernd zu
blockieren, da sich bald wieder neue RISS-Zellen bilden (Brozzi
et al., 1957). Diese Regeneration zeigt sich meist in einer Vergro-
ferung der betreffenden Organe, vor allem von Milz und Leber.
Auch wir konnten bei der Sektion jeweils ein starkes Anschwel-
len der entsprechenden Organe feststellen, doch ist dieses bei un-
seren Versuchen nicht signifikant, da sich ja schon durch die Ma-
laria allein, auch ohne Tusche-Applikation, eine VergrioBerung
feststellen IaBt.

Was nun die Serie STH angeht, wo wir versuchten, durch eine
sehr viel geringere Dosis Tusche als in ST6, nimlich 15,6 myg Gas-
rufy, das RES zu stimulieren, so ist der Effekt nur sehr gering
und zeigt sich vor allem in einem sehr niedern Befall der Niere
am 6. IT und in einer Verzogerung des Hirnbefalles um einen Tag.
Wir vermuteten, dafi die verabreichte Tuschemenge fiir eine Sti-
mulierung der Makrophagen vielleicht noch zu hoch und vor allem
nicht im giinstigsten Moment appliziert worden war und variier-
ten deshalb in den folgenden Versuchsserien den Zeitpunkt der
Injektion unter Verwendung noch geringerer Tuschemengen
(6,25 mg bzw. 3,0 mg).



Rahm u, Kauffmann, Beeinflussung Malaria-Verlauf bei Tusche-Speicherung 323

B H ST. 8. LMN
H ST 7. L MN
-80 40004
L 30004
20
416 2000
H12
Lg 1000+
La
Abb. 12, Abb. 13.

Vergleicht man die Kurven des Organbefalles von ST6 nun mit
den fritheren Kontrollserien von FFREYVOGEL (SVy, und LiVy,,
Abb. 2b), so findet sich eine starke Ahnlichkeit des Infektionsver-
laufes. Dies spricht fiir die von anderen Auloren vertretene An-
schauung, dafl das RES bei ganz jungen Kiicken noch nicht voll
funktionsfihig und der Infektionsverlauf deshalb viel akuler ist.
Wie auf S. 308 dargelegt wurde, reagieren untergewichtige 30tigige
Kiicken ja nicht ihrem Alter entsprechend auf eine Plasmodien-
infektion. IXs scheint nun nach unseren Resultaten, daffi normal-
gewichtige 30tigige Kiicken nach vortibergehender, teilweiser
Blockierung dhnlich reagieren wie solche Tiere, deren RIS von
Anfang an noch weniger entwickelt war.

Serien ST7, ST8 und SU7 (Abb. 11—13).

In den zwei Tuscheserien (ST) wurde bei ST7 0.2 cem am
—1.IT und am +4.IT injiziert, bei ST8 0,4 ccm Tusche am
+4.1T. SU7 — Kontrollserie.

Infektionsverlauf: IEin Vergleich der Kurvenbilder der beiden
Kontrollserien SU5 und SU7 zeigt, daBB sich die Infektiositiit des
Plasmodienstammes praktisch nicht verindert hat. I'iir die Niere
wurde in SU5S am 6. I'T der Maximalwert geziihlt, in SU7 dagegen
erst am 8. I'T. Der schwache Nierenbefall in SU7 am 6. I'T" stellt
eher eine Ausnahme dar, da in den meisten anderen Serien bereits
am 6. I'T" ein relativ hoher Nierenbefall festgestellt werden konnte.



324 Acta Trop. XVI, 4, 1959 — Parasitologie

B H SU. 8. LMN
4000—)-30
30004-50 1

2000-=40 b
12
10004-20 -8
B o—
TN -
L ~—— e
M- - .- /'/ S
N —.—a DR 2P
S 3
1
6 7

Abb. 14-16. Verlauf der Infektion bei 30liigigen Kiicken. 14) Kontrollserie. 15)
nach i.v. Verabreichung von 3 mg Gasruf am — 2. ['T. 16) nach i.v. Verabreichung
von 3 mg Gasrufy am -+ 1.IT.

Blutbefall: Der Blutbeflall ist bei allen drei Serien fast iden-
tisch. Ein steiler Anstieg der Kurve ist am 8. I'T" zu verzeichnen,
und der Gipfel wird iiberall am 10. I'T erreicht. Die Kurven des
Blutbefalles dieser Serien unterscheiden sich nicht wesentlich von
denjenigen der Gruppe SUH, STH und ST6.

Hirnbefall: In der Serie ST7 liegt der Hohepunkt des Hirnbefal-
les wie bei der Kontrollserie SU7 am 9. I'T. Der Parasitenbefall ist
jedoch stirker, dafiir ist der Abfall am 10. I'T bedeutender. Der
zweite, weit schwiichere Gipfel am 11. I'T ist deshalb auch in ST7
etwas ausgeprigter als in SU7. In ST8 hingegen steigt der Hirn-
befall vom 7. bis zum 10. I'T kontinuierlich an, der Hohepunkt ist
also um einen Tag verschoben und dementsprechend auch der
zweite schwiichere Gipfel. Iline solche Verschiebung des Maximal-
befalles des Hirns um einen Tag wurde bereits bei STH notiert.

Leberbefall: Die Kurve der Leberinfektion verliuft fir SU7 und
ST7 dhnlich, und der stiirkste Befall ist am 8 und 9. I'T zu ver-
zeichnen; es ist demnach kein eindeutiger Gipfel am 8. I'T vorhan-
den. In ST8 hingegen fillt das Infektionsmaximum deutlich auf
den 8. IT, und der Parasitenbefall ist hier wesentlich hoher als in
SU7 und ST7. Zu bemerken ist noch, dal} in ST7 der Leberbefall
bis zum 10. I'T" kontinuierlich abklingt bis zu 0, wihrend in SU7
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und ST8 am 11. resp. 12. IT ein zweiter, allerdings viel schwiiche-
rer Gipfel auftritt.

Milzbefall: Der Milzbefall ist in SU7 und ST7 sehr fihnlich, und
die hochste Parasitenzahl findet sich erwartungsgemill am 8. I'T.
[n der Serie ST8 hingegen ist die Parasitenzahl am 8. I'T beinahe
dreimal so hoch wie in den beiden anderen Serien.

Nierenbefall: Die Niereninfektion ist in SU7 relaliv schwach,
und der Maximalbefall wird am 8. I'T erreicht. In ST7 ist die In-
fektion am 8. IT doppelt so stark wie bei der Kontrollserie, wobei
auBerdem bereits am 6. IT ein sehr hoher Werl erreicht wurde,
wie dies auch in anderen Serien der Fall war. Bei ST8 endlich ist
der Befall am 8. 1T 5mal so hoch wie bei der Kontrollserie, der
Wert am 6. I'T hingegen ist 4mal niedriger als in ST7, aber immer-
hin hoher als bei SU7.

Der unterschiedliche Organbefall in ST7 und ST8 zeigt deut-
lich, daB3 der Zeitpunkt, an welchem die Tusche gespritzt wird,
von groBer Bedeutung ist. Die einmalige Injektion von 0,4 ccm am
+4.IT hat eine wesentliche Steigerung der Parasitenzahl zur
I'olge. Dieselbe Dosis, verabreicht an zwei verschiedenen Tagen
(—1. und +4.IT je 0,2 cemj, ergibt ein iihnliches Infektionsbild
wie bei der Kontrolle. In ST7 wirkt sich die Tusche vor allem bei
der Niere aus, deren Befallskurve von derjenigen der Kontrollserie
wesentlich abweicht. Die Tusche in ST7 scheint immerhin den spé-
teren Verlauf der Parasitaemie giinstig beeinfluft zu haben, da die
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Parasitenzahl vom 10. I'T" an innert 2 Tagen praktisch auf 0 ab-
sinkt. In der Kontrollserie ist am 11.IT ein leichter Parasiten-
ansticg bemerkbar, wie dies auch am 10. I'T bei ST8 der IFall ist.
I's wiire denkbar, daf die am 4. I'T" injizierte Tusche vorerst
eine ganze Anzahl von Makrophagen blockiert und so einen be-
deutend stiirkeren Organbefall am 8. I'T verursacht, wiithrend sich
anschliefend sehr rasch die Regeneration des RIES bemerkbar
macht. Diese Resultate veranlafiten uns, in den folgenden Ver-
suchsserien noch geringere Tuschemengen, nimlich 3 mg Gasruf3,
zu verabreichen und zudem den Zeitpunkt der Applikation noch
weiter zu variieren.

Serien ST9, ST11 und SUS (Abb. 14—16).

In der Serie ST9 wurden 0,1 ccm Tusche am — 2. IT, in der
Serie ST11 0,1 cem Tusche am 1. I'T injiziert. SU8 — Kontrolle.

Infektionsverlauf: Beil der Serie SUS8 ist der Parasitenbefall et-
was schwicher als bei den fritheren Kontrollserien, was wohl auf
den guten Zustand der Kiicken zuriickzufiihren ist (vgl. Abb. 1).
Das Hirn hat seinen Maximalbefall erst am 10. IT; der Milzbefall
weist keinen Gipfel am 8. IT auf, und die Infektion ist nicht so
stark wie frither. Der Verlauf der Niereninfektion ist mit demjeni-
gen von SU7 vergleichbar, wobei am 8. IT ein deutliches Maxi-
mum zu verzeichnen isl.

Blutbefall: Die Parasilaemie von ST9 ist etwas hoher als in
SUS8, doch fillt das Maximum ebenfalls auf den 11.IT. In ST11
hingegen steigt der Blutbefall vom 8. I'T' an kontinuierlich bis zum
12, 1T.

Hirnbefall: Bei ST11 verliauft der Hirnbefall praktisch gleich
wie bei SU8, auch der Gipfel liegt am 10. 1T, doch ist der Para-
sitenbefall in STI11 am 9. IT etwas stirker als bei SU8. Die Hirn-
kurve von ST9 weicht von den anderen insofern ab, als ein erster
Gipfel am 8. IT und ein zweiter am 10. I'T auftritt.

Leberbefall: Sowohl bei SU8 als auch bei ST9 liegt der Gipfel
beim 8. IT, und die Infektion ist bei beiden Serien fast gleich. In
ST11 hingegen ist der Leberbefall sehr gering, am 8. IT ist kein
Gipfel nachzuweisen, und auch am 9.IT bleibt die Infektion
schwach. Die Abwehrreaktion der Leber scheint in dieser Serie
durch die Tusche positiv beeinflufit worden zu sein.

Milzbefall: Der Milzbefall in ST11 ist mit demjenigen von SUS8
zu vergleichen. In beiden Serien ist er aber sehr nieder und zeigt
kein Maximum am 8. I'T. In ST9 hingegen ist ein Hohepunkt am
8. I'T vorhanden.

Nierenbefall: Der Nierenbefall bei SUS und ST11 ist identisch,
und in beiden Serien liegt der Gipfel beim 8. I'T. Auch in ST9 fin-



Rahim u. Kauffmann, Beeinflussung Malaria-Verlauf bei Tusche-Speicherung 327

det sich das Maximum am 8. I'T, doch ist hier die Infektion etwas
stiirker. In allen drei Serien ist bereits am 6. I'T eine relativ starke
Infektion vorhanden, doch ist sie nicht so hoch, wie dies in friihe-
ren Serien der IFall war.

1V. Diskussion der Resultate.

Die Resultate der Serie ST6 zeigen, dall das RIES von Leber,
Milz und Niere durch eine hohe Tuschedosis (78,1 mg) voriiber-
gehend blockiert wird, und dafl dadurch eine wesentlich stirkere
Infektion dieser Organe zustande kommt. Andererseits it die
Serie ST8 vermuten, daB das gleiche Resultat mit einer bedeutend
schwiicheren Tuschedosis (12,5 mg) ebenfalls erreicht wird, wenn
diese Tuschemenge zu einem ganz bestimmten Zeitpunkt, niimlich
am 4. I'T, appliziert wird. Die dhnliche Dosis von 15.6 mg am
—1. IT verabreicht (ST5), ergab ein ganz anderes Infektionsbild
(vergl. Abb. 10 und 13). Desgleichen ist das Resultat verschieden,
wenn 12,5 mg nicht auf einmal, sondern in zwei gleichen Porlio-
nen injiziert werden (ST7). Dadurch bestiitigt sich, daf fiir die
Blockierung des RES nicht nur die Tusche m e n g e, sondern eben-
sosehr der Zeitpunkt der Verabreichung von groBler Bedeu-
tung ist.

AuBlerdem zeigt sich, wie aus den quantitativen Tuschebestim-
mungen hervorgeht, daBl die einzelnen Organe (Leber, Milz und
Niere) die Tusche nicht in gleichem Male speichern; sie werden
dementsprechend verschieden stark blockiert.

s scheint aber auch fiir eine Stimulierung des RES eine dhn-
liche Abhéingigkeit von Dosis und Zeitpunkt der Injektion zu be-
stehen. Dadurch, daf die Organe Tusche in ganz verschiedenem
Mafle aufnehmen, ist es kaum moglich, Leber, Milz und Niere mit
ein und derselben Dosis gleichzeitig maximal zu stimulieren. So
wurde z. B. in der Serie ST11 mit 3 mg GasruB, injiziert am +1.1T,
einzig eine gewisse Stimulierung der Leber erreicht, was sich im
schwiicheren Befall dieses Organs am 8. 1T dullert (vergl. Abb.16).

Bei der Beurteilung der Versuchsergebnisse mufl zudem immer
der sehr komplexe Verlauf der Infektion wiithrend der pripaten-
ten Phase beriicksichtigt werden. Die erste Generation der LEI-
Schizonten, die Cryptozoiten, wurden bis heute nur in der Milz
nachgewiesen. Die Metacryptozoiten der 2. Generation dagegen fin-
det man bereits in einer ganzen Reihe von Organen, wenn sie auch
vor allem Milz, Leber und Niere bevorzugen und erst die nachfol-
genden IF'ormen in groBer Zahl iiber die Blutbahn in die verschie-
densten Organe transportiert werden. Bei einer natiirlich verlau-
fenden Gallinaceum-Infektion steigt ja der Parasitenbefall in den
Kapillarendothelien, besonders von Herz und Hirn, etwa vom 7. IT
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an ganz enorm und erreicht sehr hohe Werte, withrend die Niere
ihren maximalen Befall oft schon am 6. I'T durchmacht. Wenn sich
also die Stimulierung der RIES-Zellen je nach Dosierung auf ein-
zelne Organe beschriankt, steht den Plasmodien eine ganze Reihe
von «Ausweichmoglichkeiten» fiir ihre Entwicklung zur Verfi-
gung.

Schliefilich ist denkbar, dafl die Wirkung der verabreichten
Tusche stets eine doppelte ist, denn es kéonnten bei einer Blockie-
rung der Makrophagen die betroffenen Zellen nicht nur in ihrer
I'unktion als Abwehrzellen, sondern auch als Wirtszellen fiir die
I’IZ-Schizonten ausfallen. Umgekehrt konnte eine stimulierende
Dosis zwar das Abwehrvermogen der Zellen steigern, zugleich aber
die Anzahl der potentiellen Wirtszellen erhohen. Allerdings bleibt
vorlaufig offen, ob sich eine Stimulierung des RIES allein in einer
Anderung des I'unktionszustandes oder auch in einer zahlenmiBi-
gen Vermehrung der Makrophagen auswirkt.

Die Verhiltnisse wahrend der pripatenten Phase, sowie der
Umstand, daB bei juvenilen Kiicken das RES noch nicht voll funk-
tionsfihig ist, mogen dafiir verantwortlich sein, dal3 die voriiber-
gehende Blockierung viel deutlicher zutage tritt als die Stimulie-
rung. AuBler in den Organbefunden zeigt sich letztere vor allem
im Verlaufl der Parasitaemie (vergl. ST9 und STI11, Abb. 15 und
16), wo sich eine ausgesprochene Abschwiichung des sonst sehr
konstanten «flooding effect» feststellen liBit. Wihrend die Blut-
befallskurve sonst zwischen dem 8. und 10. I'T sehr steil verlauft,
zeigt diese bei ST11 einen viel flacheren Verlauf mit einem kon-
tinuierlichen Anstieg bis zum 12. IT.

Trotz all diesen Vorbehalten lassen jedenfalls die hier beschrie-
benen Resultate den einen SchluB zu, daB durch eine Anderung
des Funktionszustandes des RES der Infektionsverlauf (P. gallina-
ceum) bei juvenilen Kiicken direkt beeinfluBt werden kann.
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VI. Résumé,

Le présent travail a été effectué a la suite de recherches enlreprises par
HERBIG (1953) et FREYVOGEL (1956) sur Pinfluence des hautes altitudes dans
Iinfection paludéenne. Comme le changement du cours de cette derni¢re semble
étre di, d’aprés FREYVOGEL, 4 une activation du systéme réticulo-endothélial
[SRE), des expériences ont été laites pour élucider le role et I'importance du
SRE dans linfection & Plasmodiam gallinaceum. On a employé des poussins
agés de 30 jours : on leur a inoculé & chacun les sporozoites de 2}% a4 3 mousti-
ques par voie intramusculaire. On a tout d’abord comparé des séries de
controle faites entre novembre 1953 et octobre 1957. 11 en est ressorti que Ie
cours de U'infection dépendait non sculement de 'dge du poussin, mais aussi de
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sa vilesse de croissance. Pour éviter des erreurs, chaque série expérimentale
a été ensuite accompagnée d'une série complete de contréle.

Le but premier était d’étudier l'effet produit par de 'encre de Chine sur
le SRE, administrée par voie intravéneuse, en quantités variées et a différents
stades de 'infection. Auparavant, on avait procédé a des analyses quantitatives
de divers organes (foie, rate, reins) et examiné des coupes histologiques, afin
de déterminer l'effet granulopexique de 78,1, 15,6 et 6.3 mg. de carbone, in-
jectés a des poussins de 180 g. environ. Dix séries, de 21 & 26 animaux chacune,
ont été infectées avec P.gallinaceum, dont sept ont été traitées a l'encre de
Chine, & raison de 78,1, 15,6 ou 3 mg. par poussin, Le SRE s’en trouvait ou
bloqué ou activé. Les résultats sont ensuite discutés en détail.

Le blocage méme temporaire -— du SRE est suivi d’effets bien plus
marqués que ne U'est Pactivation. Ceci peut s’expliquer doublement : d’abord
le SRE de poussins Agés d'une trentaine de jours ne semble pas encore avoir
atteint sa maturité fonctionnelle ; en second lieu, les macrophages jouent un
double roéle, servant & la fois d’hote et de mécanisme de défense du plas-
modium. Une complication de plus se présente par le fait qu’il est impossible
d’influencer tous les organes concernés en méme temps.

En dépit de ces difficultés, il est possible de démontrer qu’il existe une
relation directe entre l'état fonctionnel du SRE et le cours de linfection a
P. gallinaceum chez le poussin.

Summary.

The present work was done as a continuation of the investigations made by
HERBIG (1953) and FREYVOGEL (1956) on the influence of high altitudes on
chicken malaria. As FREYVOGEL showed that the influence of high altitudes
must be due to a stimulation of the RES, further experiments were carried out
to elucidate the role of the RES and its influence on the course of P. gallinaceum
infection. Chicks 30 days old were used after i.m. inoculation of sporozoites
from 2} to 3 mosquitoes each.

To begin with control series made between November 1953 and October
1957 were compared; they showed that the course of infection depends on age
as well as on the growth rate. Stress was laid on the importance of a control
series being carried out simultaneously for each group of experiments.

The main studies are concerned with the effect of varying doses of indian
ink, applied intravenously at different times, on the course of malaria infection.
Quantitative assays of the different organs (spleen, liver, kidney), and histo-
logical sections were made to ascertain the granulopectic effect of 78.1, 15.6 and
6.3 mg. carbon injected to chicks of approximately 180 g. body weight. Ten
series of 21-26 animals each were infected with P. ga.linaceum and the animals
of 7 series treated with indian ink in doses of 78.1, 15.6 and 3 mg. respectively.
The blocking or stimulating effect and its relation to the course of malaria
infection is discussed.

Temporary depression of the RES produces much more striking effects than
stimulation. This is explained first by the fact that the RES of 30-day-old chicks
seemss o be still functionally immature and secondly by the double role of the
macrophages as defence mechanism as well as host cell for EE-forms of avian
plasmodia. Further complication arises from the impossibility of influencing all
organs at the same time, as demonstrated by the quantitative evaluation of
carbon in the various organs concerned.

In spite of all these points it is possible to show a direct influence of the
functional state of the RES on the course of P. gallinaceum infection in young
chicks.
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