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Milieubedingte Abhingigkeit von Habitus und Verhalten
des Riickfallfiebererregers Borrelia duttoni.*

Von Ruporr GEIGY und GEDEON SARASIN
Schweizerisches Tropeninstitul Basel

[n der Arbeit von BURGDORFER (1951) iiber den Infektionsverlauf der Spiro-
chaete Borrelin duttoni in der Zecke Ornithodorus moubata findet man cine
klare und umfassende Darstellung dariiber, in welchen Zeckenorganen und zu
welchem Zeitpunkt man Spirochaeten antreffen kann. Iis gelang ihm nachzu-
weisen, daly die viel diskutierten Entwicklungssiadien, besonders die «granules
spirochétogeénes», die brigens meist nur auf fixierten Priiparaten festgestellt
wurden, nichts anderes als Degenerationsformen sind (siehe auch BURGDORFER,
1954). Wohl waren damit die moglichen Aufenthaltsorte der Spirochaeten genau
festgestellt und beschrieben. Uns interessierte es aber nun zu untersuchen, ob
und wie die Spirochaeten beeinflufit werden durch den Ubertritt vom Mausblut
in die Zeckenhaemolymphe oder durch den Aufenthalt in einem Zeckenorgan
usw. Wir fragten uns, ob die Veriinderung der Umgebung bzw. des Milieus einen
EinfluB habe auf die Vitalitiit und die Virulenz der Spirochaeten. Des weileren
versuchten wir abzukliren, ob die von verschiedenen Autoren festgesiellten
morphologischen Unterschiede zwischen Blut- und Zeckenspirochaeten in direk-
tem Zusammenhang stehen mit dem Verhalten. Oder anders ausgedriickt, ob
man bei einiger Ubung aus der Liinge und der Dicke der Spirochaeten einen
direkten Schluli auf das Verhalten zichen konne.

Einige unserer Ergebnisse haben wir bereils an einem anderen Ort publiziert
(GriGy, R. und SARASIN, G., 1961). Wir werden diese hier«ganz kurz wiederholen
und dann zur Beschreibung der neuen Resullate tibergehen. Abschlieflend wer-
den wir versuchen, unsere Untersuchungen zu interpreticren.

1. Zusammenfassung der bereits publizierten Versuche

Als erstes untersuchten wir das Auftreten der Spirochaeten in der Haemo-
Ilymphe der Zecken nach der infizierenden Blulmahlzeil und deren dabei auf-
tretende morphologische Veriinderungen. Wir sahen, dafi die Umwandlung
der dicken, langen Blutformen in die diinnen, kiirzeren Zeckenformen oft mehr
als zwei Monate beanspruchl. Wie wir schon in unserer fritheren Publikation
betonten, variieren die Resultate der cinzelnen Zecken sehr stark. Da wir aber
groBere Zahlen von Zecken (51 Y9 und 22 33) unlersuchlen, konnen wir trotz-
dem eine Kurve der Durchschnittswerte geben (s. Abb., Kurven aj.

Die bekannte Tatsache, daBl bei genligender Vergréfierung (in unserem I'all
750fach) im Dunkelfeldmikroskop die dicken Formen der Spirochaeten doppel-
konturig erscheinen und die diinnen cinkonturig, erleichlerte unsere Aufgabe.
Diese Bemerkung darf allerdings nicht zur Annahme verleiten, daff man nun
einfach zwei Kategorien von Formen findet. Sondern wir miissen betonen, dal}
die Umwandlung von der einen in die andere I'orm langsam und gleitend vor
sich geht und dabei viele Ubergangsformen entstehen. Auch kann eine Umwand-
lung unvollstindig sein und bei Zwischenformen zum Stillstand kommen.

Bei anderen Serien von liingst infizierten, aber frisch mit reinem Blut ge-
flitterten Zecken (81 Y% und 46 83) konnten wir uns tber Dauer und Ausmal

* Der Schweizerische Nationalfonds zur IFéorderung der wissenschaftlichen
IForschung hat einen wertvollen Beitrag an die Verwirklichung dieser Unler-
suchungen geleistel, woflir wir auch an dieser Stelle herzlich danken.
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des nach jeder Blutmahlzeit in der Haemolymphe auftretenden Vermehrungs-
schubes der Spirochaeten orientieren. Wir beobachteten dabei, dalj sich die Er-
reger, offenbar stimuliert durch den Zustrom neuer Nahrung, nicht nur vermeh-
ren, sondern daly sie auch lebhafter werden und wieder ungefiihr die Dicke von
Blutspirochacten erreichen, nicht aber deren Linge (s. Abb.,, Kurven b).

Zur Abkliirung der FFrage, ob sich die Spirochaelen in der Zecke nur in der
Haemolymphe vermehren oder auch in den Organen, wurden Organunter-
suchungen vor und nach der Blutmahlzeit derselben Zecke mittels einer von uns
entwickelten Biopsiemethode durchgefiihrt. Von 59 operierten Zecken konnten
31 ausgewertet werden. Die anderen waren entweder negativ oder sie gingen
an den Operationsfolgen zugrunde. Es gelang uns, die Wirkung des erneuten
Nahrungszustroms genau zu verfolgen: Zuerst werden die Spirochaelen leb-
hafter und dicker, dann erst setzt eine enorme Vermehrung in den Organen
und der Haemolymphe ein, die die ganze Zecke mit Erregern geradezu iiber-
schwemmt. Bei fortschreitender Verdauung des aufgenommenen Blutes durch
die Zecke verringert sich die Zahl der Borrelien wieder und die restlichen ziehen
sich griofBtenteils in die Organe zuriick. Eine Hungerzecke weist somit fast nur
noch in ihren Organen Spirochaeten auf. nicht aber in der Haemolymphe.

Seit langem wissen wir, dall es bei mit Zeckenspirochaeten i.p. infizierten
Miusen liinger geht, bis man im Dunkelfeld Erreger im Blut feststellen kann,
als wenn man die Miiuse ebenfalls i.p. mit spirochaetenhaltigem Blut infiziert.
Wenn man annimmt, dalj beide Male eine fihnliche Spirochaetenmenge gespritzt
wird, wiire dieser Unferschied nach E1DMANN et alii (1959) auf einen mengen-
miilligen Unterschied des zur Vermehrung gelangenden Inokulums zuriick-
zufithren, Bei den 48 von uns untersuchten Miusen konnten wir nun feststellen,
daf} sich diese Grofie nicht wesentlich dndert, wenn man statt Spirochaeten aus
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Hungerzecken die verdickten Borrelien aus frisch gefiitterten Zecken verwendel.
[mmer bleibt also der Unterschied zwischen Zecken- und Blutspirochaeten be-
stehen. Unsere Isolationsversuche scheinen dies zu bestiitigen. Bei diesen gelang
es uns zwar regelmiilig, Miiuse mit einer einzigen, isolierten Blutspirochaete zu
infizieren. Jedoch hatten wir weder mit diinnen noch mit dicken Zeckenspiro-
chaeten den geringsten Erfolg (siehe R. GEIGY und G. SARASIN, 1958).

2. Neue Untlersuchungen

Da Spirochaeten, die von der Zeckenmutter auf ihre Nachkommen weiter-
gegeben werden, im Verlauf der Ovogenese, der Embryonalentwicklung und der
ersten postembryonalen Stadien der Zecke sehr verschiedenen Umweltsbedin-
gungen unterworfen sind, studierten wir auch das Verhalten dieser Spirochae-
ten. Leider kénnen sich hier unsere diesbeziiglichen Aussagen nur auf wenige
Beobachtungen stiitzen, da wir nicht oft Spirochaeten antrafen, ndmlich nur bei
14 von 46 frisch abgelegten Eiern, bei 9 von 53 Embryonen (die nach der Zeit-
tabelle von AESCHLIMANN [1958] etwas iiber 120 Stunden alt waren), bei 4 von 87
Larven, bei 2 von 34 frisch geschliipften Nymphen I, bei 16 von 27 drei Monate
alten Nyvmphen I und bei 5 von 33 sieben Monate alten Nymphen I.

In den jungen Ovocyten kommen oft riesige Spirochaetenmengen vor. Wenn
die Spirochaeten sehr zahlreich sind, ist die Mehrzahl diinn, doch bemerkt
man immer auch dickere bhis sehr dicke Formen. Schon in den dltern Ovocyten
nimmt die Zahl der Spirochaeten ab und gleichzeitig werden die iibrigbleiben-
den auch recht diinn. Diese Entwicklung setzt sich im frisch abgelegten Ei fort.
Dort findet man noch zahlreiche oft stellenweise aufgedunsene Spirochaeten-
I.eichen. Die lebenden Erreger sind sehr selten geworden. Zudem sind sie iullerst
diinn und bewegen sich nur sehr schwach. AESCHLIMANN (1958) stellte fest, dals
sich die Borrelien im Nervensystem sammeln, sobald dieses gebildet ist. Da es
bei iilteren Embryonen praktisch kaum moéglich ist, andere Organe als das
Ganglion herauszupriiparieren, begniigten wir uns damit, dieses Organ auf
Spirochaetenbefall zu kontrollieren. Die Zahl der angetroffenen Spirochaelen ist
hier noch ebenso gering wie im frisch abgelegten Ili, aber sie beginnen schon
wieder dicker zu werden und sind vor allem unvergleichlich lebhafter. Auch im
Ganglion von Larven entdeckten wir in Ubereinstimmung mit AESCHLIMANN nur
sehr wenige Erreger. Die Vermehrung selzt also hier noch nicht ein. Die Spiro-
chaeten nehmen aber weiter an Dicke zu; einige erreichten bereits einen Durch-
messer, wie man ihn bei Borrelien frisch gefiitterter Zecken findet.

In der frisch geschliipften Nymphe des ersten Stadiums liegen die Verhiilt-
nisse immer noch iihnlich. Die Spirochaeten scheinen im Ganglion etwas dicker
zu sein als in der Speicheldriise. Die Vermehrung setzt erst ein, wenn die
Nymphe ihren Dotter soweit aufgebraucht hat, daB} sie bereit ist, Nahrung auf-
zunehmen. Diese Bereitschaft bringt eine erhdéhte Aktivitiit und somit sicher
auch einen verstiirkten Stoffwechsel mit sich, wobei wahrscheinlich Substanzen
gebildet werden, die fiir die Spirochaeten assimilierbar sind. Wir untersuchten
hier auch eine Serie von drei Monate alten Nymphen T und eine solche von sie-
ben Monale alten. Bei beiden fanden wir einige Tiere mit sehr starken Infektio-
nen. Wiihrend bei den drei Monate alten Zecken die Spirochaeten tiberall meist
mittlerer Dicke waren, fanden wir, daB in den sieben Monate alten die Erreger
in der Speicheldriise cher noch dicker, im Ganglion aber diinner geworden
waren.

Wenn man die hier zusammengestellten Resultate mit den Ernéihrungsver-
hiiltnissen der verschiedenen Zeckenstadien vergleicht, so entdeckt man fol-
gende Zusammenhiinge: In den von den Stiel-Zellen oder direkt von der Haemo-
lymphe aus gut geniihrten Ovocyten finden die Spirochaeten gute Verhilitnisse
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vor. Daher sind sie relativ dick und vermehren sich stark. Im abgeleglen Ei sind
dann offenbar keine assimilierbaren Substanzen mehr vorhanden. Daher wird
die Zahl der Spirochaeten sehr stark reduziert und die wenigen iiberlebenden
werden sehr diinn. Erst im Metabolismus des Ganglions und spiiter der Speichel-
driise scheinen wieder Stoffe gebildet zu werden, die cine erneute Entwicklung
erlauben. Dali Stoffwechselprodukte gewisser Organe stimulierend wirken, ver-
muteten wir schon auf Grund friitherer Versuche. Erstaunt hat es uns, dall Nyvm-
phen I noch nach sieben Monaten rechl dicke Spirochaeten enthalten. obwohl
sie fast verhungert waren und so geschwiicht, dafy sie, auf Meerschweinchen ge-
bracht, kaum mehr fihig waren, zu saugen.

Bei der Kontrolle der Ovocyten stielen wir auch wieder auf das von AESCHLI-
MANN (1958) beschriebene Phiinomen der Spirochaetennester. AESCHLIMANN be-
hauptet, dafl das Ovarialgewebe sehr unregelmiiBig infiziert sei. Stellenweise
habe er betriichtliche Spirochaetenansammlungen (Nester) angetroffen. Wir
haben jedoch beobachtet, dal} diese Nester in der Mehrzahl der Féille nicht im
Ovarialgewebe, sondern in den Ovocvlen selbst vorkommen. Denn wenn man
in cinem Quetschpriparal cin grobes Nest von Spirochaeten antrifft, findet man
an der gleichen Stelle ofl auch die Haul einer geplalzten Ovocevte. Bei der enorm
starken Spirochaeten-Vermehrung nach jeder Blutmahlzeit der Zecken wiire es
auch merkwiirdig, wenn nur wenige Erreger das Ovar erreichlen und durch
Vermehrung an Ort und Stelle ein Nest bildeten. Zudem glauben wir auf Grund
unserer Beobachtungen, dali es den durch die Blutmahlzeit aktivierten Spiro-
chaeten durchaus moglich ist, sich in den Interzellularriiumen auszubreiten, was
ebenfalls gegen eine Nestbildung im Ovarialgewebe sprichl. Als letztes stellten
wir fest, dalli das Ovar in vielen Fillen nach Entfernung aller herausragenden
Eizellen gleichmiiflig infiziert ist und keine Nester mehr enthiilt, auch wenn
diese vorher sehr zahlreich waren.

Die Nester kommen nach unserer Meinung eher dadurch zustande, dal} die
Spirochaeten, von denen wohl nur eine oder wenige in die Ovocyte bzw. Ovo-
gonie eindringen, sich im Plasma dieser niihrstoffreichen Zellen sehr stark ver-
mehren. Die Tatsache, dall diese Erreger wie diejenigen, die man in der Ver-
mehrungsphase nach der Blutmahlzeit findet, relativ dick sind, stiitzt unsere An-
sicht. Wenn man annehmen wollte, dafi die grofien Spirochaeten-Zahlen in den
Ovocylen nicht von einer Vermehrung an Ort und Stelle, sondern von einem
starken Befall von aulien herriithren, mifite man cine Attraktionswirkung der
Ovocylen vorausselzen. Da aber soleche Nester fast immer nur in c¢inzelnen Ovo-
evien vorkommen und die danebenliegenden {iberhaupt nicht befallen sind,
kommt ein starker Befall von auflen wohl nicht in Frage. Auf Quetschpriipa-
ralen und auf Schnitten konnten wir feststellen, dali sich die meisten Spiro-
chacten im Blastem (Periplasma) aufhalten.

AESCHLIMANN sagl, daly die Zahl der infizierlen Jungen am gréBlen sei,
wenn im Ovar der Muller viele Nester angetroffen werden. (Plus les nids seront
nombreux, plus le pourcenlage des descendants malades sera grand.) Dieser
Salz widerspricht jedoch den Zahlen, die er in seiner Tabelle 111 gibt. Zweimal
stellt er keine Nester im Ovar fest, findel aber eine Infektion bei 84% bzw. 95%
von 52 bzw. 43 untersuchten Jungen. Andererseils war bei 5 Gelegen kein Jun-
ges infizierl, obwohl im Ovar Nester vorhanden waren. Diese Zahlen sind nichl
verwunderlich, wenn man beriicksichtigt, dafy die Nester in den Ovocyten liegen.
Denn dann sind im Zeilpunkl der Untersuchung die infizierlen Eier abgelegt
und konnen somit nicht mehr als Nester in Lirscheinung treten. Andererseits
wiirden festgestellte Nester erst bei der niichsten Eiablage infizierte Junge er-
geben.

Wir untersuchten sodann noch den Habitus von Spirochacten, die in Kultu-
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ren auf dem von CHORINE und CROUGUE (1943) beschrichbenen Milieu gehalten
wurden. Als Untersuchungsobjekte nahmen wir Spirochaeten, die wihrend 14
Passagen (2.5 Monate) in dieser Nihrlosung kultiviert worden waren. Schon
cinige Zeil vorher hatten wir festgestellt, daB diese Borrelien wesentlich kiirzer
und diinner geworden waren als die als Inokulum verwendeten Blutspirochae-
len. Sie hatten die Dimensionen von miibig dicken Zeckenspirochaeten ange-
nommen. Bei der Infektion von weilien Miusen mil diesen Kulturerregern stellte
sich heraus, dafi die Inkubationszeit ungefihr jener entsprach, die man erhiilt
bei Injektion von spirochaelenhaltigem Mausbiut.

Als letzten Punkt verfolglen wir das Schicksal von Spirochaeten, die wiih-
rend einiger Zeit in einer Mischung von Alkohol und Trockeneis bei — 787 (.
gehalten wurden. Wohl hatten TurNER und BrayToN (1939) lingst festgestellt,
dall nur ca. 1% ihrer Blutspirochaeten diese Behandlung tiberlebten. Wir woll-
ten jedoch zusiitzlich eventuell vorhandene morphologische Veriinderungen fest-
halten. Deshalb wiederholten wir diese Versuche. Im nach verschieden langer
Tiefkithlung aufgetauten Blut konnten wir keine besonderen Veriinderungen an
den lirregern feststellen. Wenn wir aber statt Mausblut infizierte Zecken ein-
froren, beobachteten wir nach dem Auftauen, dall fast nur leicht verdickte
Spirochaeten tiberlebt hatten, und dald fast alle ganz diinnen Erreger tot waren.
Man kann also sagen, je dicker eine Zeckenspirochaele isl, desto besser wider-
steht sie Kiilteeinwirkungen. Die Virulenz gegeniiber der weillen Maus wurde
durch die Kiillte weder im Mausblut noch in der Zecke feststellbar veriindert.

3. Diskussion

Wenn man unsere Versuche gesamthaft belrachtet, sichl man, dal} eine deut-
liche Abhiingigkeit besteht zwischen der Morphologie der Spirochaelen und
ihrer Aktivitiit und Vermehrungsfiihigkeit. Die ganz diinnen Zeckenspirochaelen
sind wohl noch fihig, ungiinstige Zeilen zu iiberleben. Sie bewegen sich aber nur
mehr sehr schwach, und ihre Vermehrung ist heinahe oder ganz zum Stillstand
gekommen. Sobald neue, assimilierbare Substanzen auf die Spirochaeten ein-
wirken, werden diese wieder dicker und damit auch lebhafter. Wenn die Akti-
vierung stark genug ist, setzt die Vermehrung ein. Diese Reihenfolge ergibt sich
aus unseren Haemolymphen-Kontrollen und Biopsieversuchen.

Der fiir die Spirochaeten wirksame Stimulus kann aus zwei Quellen stam-
men. Weitaus am stiirksten angeregt werden die Borrelien durch die Abbau-
stoffe der Blutmahlzeil, dic aus dem Mitteldarm einer frisch gefiitterten Zecke
in deren Korper einstromen. Darum kommt es in diesem Falle zu einer enormen
Vermehrung in der ganzen Zecke, solange diese Substanzen in gentigender
Menge einstromen.

Ein zweiter Stimulus, auf den wir erst im Laufe unserer Untersuchungen
stieBen, wird von den Zeckenorganen gebildet. Dall dieser existiert, nehmen wir
auf Grund folgender Beobachtungen an: Sogar in den Organen von Zecken, die
seil mehreren Monaten hungern, findel man meistens einige Spirochaeten, dic
etwas dicker sind als die tibrigen. Es scheint also im Stoffwechsel der Zecken-
organe eine Substanz zu enlstehen, die aktivierend auf die Erreger wirkt., Und
zwar zeigen sich wiederum die schon bei unseren Allraktionsversuchen fest-
gestellten, graduellen Unterschiede in der Wirksamkeil der verschiedenen Or-
gane [(siche G, SARASIN, 1959). Am meisten relativ dicke Formen findel man im
Ganglion, elwas weniger im Coxalorgan und wesentlich weniger im Ovar. Der
von den Organen ausgehende Reiz ist allerdings so schwach, dall er zwar eine
Aklivierung bewirkt, aber keine oder kaum eine Vermehrung. Zudem wirkt er
nur in der niichsten Umgebung. Dies erkliirt den auffallenden Unterschied in
der Verteilung der Spirochaeten zwischen Haemolymphe und Organen bei frisch
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gefiitterten und seit langem hungernden Zecken. Bei den frisch gefiitterten Zek-
ken treten die stimulierenden Substanzen in so groBen Quanlitiiten auf, dal
Aktivierung und Vermehrung der Spirochaeten in der ganzen Zecke moglich
werden und man daher die Borrelien regelmiifiig auf Haemolymphe und Organe
verteilt antrifft. Ganz anders wird die Siluation, wenn diese Substanzen wegfal-
len. Dann wirken nur noch die in den Zeckenorganen produzierten Stoffe. Und
diese sind, wie schon erwiihnt, in so kleinen Mengen vorhanden, daf} sie nur in
den Organen selbst wirksam werden und nicht in der HHaemolymphe. Darum
findet man in der Haemolyvmphe von Hungerzecken nur sehr wenige oder gar
keine Spirochaeten, auch wenn die Organe gut infiziert sind.

Dal} eine die Spirochaeten aktivierende Substanz im Sloffwechsel der Zek-
kenorgane entsteht, zeigt sich auch beim Belrachten der Borrelien wiihrend der
Zeckenentwicklung. Dort werden diese erst dicker und beweglicher, wenn das
Nervengewebe gebildet ist. Die Vermehrung setzt sogar erst ein, wenn die Zecke,
einige Tage nachdem sie zur Nvmphe geworden ist, zur Nahrungsaufnahme be-
reit ist, d. h. also zu einem Zeitpunkt erhohter Aktivitiit und somit auch er-
hohten Stoffwechsels.

Mit der Zunahme des Durchmessers und der Vitalitiit geht eine Erhohung
der Resistenz gegeniiber Killteeinwirkungen parallel. Denn wie wir schon er-
withnt haben, sind es fast nur die leicht verdickten Spirochaeten, die eine Kon-
servierung bei — 78% (0 {iberstehen.

Leider gilt die bis dahin besprochene Parallelitiit der Erscheinungen nicht
im gleichen Mal} fiir die Virulenz der Spirochaeten gegeniiber der weillen Maus.
Wohl wissen wir schon lange, dafi es leichter und schneller geht, Miuse mit
grollen Spirochaeten aus Siiugerblut zu infizieren als mit den kleineren aus Zek-
ken. Auch hatten GEiGY, MOOsER und WEYER {1956) festgeslellt, daB die fir die
Maus avirulenten Spirochaclen besonders kurz und diinn waren. Aber bei den
Ubergiingen ergeben sich Uberschneidungen. Gut geniihrte Zeckenspirochaeten
brauchen liinger, um in der Maus eine Infektion zu erzeugen, als morphologisch
gleiche aus Kultur. Wahrscheinlich beruht dieser Unterschied darauf, daf} die
Spirochacten in der Zecke von einer Substanz akliviert werden, die in der Maus
nicht vorkommt. Darum bleibl ihnen die fermentative Adaptierung beim Uber-
tritt von der Zecke in die Maus nicht ersparl. Die dadurch bedingle Verziogeruny
ist in der Bakteriologie ein geliiufige Erscheinung.

Der Nihrboden hingegen, den wir fiir unsere in vitro-Kultluren benulzten,
hat eine mil dem Blut nahe verwandte Zusammensetzung. IEr erlaubt nur kein
so gutes Gedeihen, weil er nicht laufend erneuert wird und darum z. B, ein
Wachstumsfaktor fehlt bzw. zu frith aufgebraucht wird. Is ist aber fur die
Spirochaeten kaum eine Umgewdhnung ndétig, wenn sie wicderum einer Maus
gespritzt werden,

Iis ergibt sich somit zusammenfassend, dafl uns der jeweilige Habitus von
Borrelia duttoni Riickschliisse zu ziehen erlaubt auf deren Viltalitiit, Vermeh-
rungsfiihigkeit und Virulenz, wenn man bei der letzteren den Faktor des Milieu-
wechsels gebiithrend berticksichtigt.
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