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Bei der 6. Tagung der Freien Vereinigung fiir Mikrobiologie in
Berlin 1912 hat Prof. Dr. W. Kolle (Bern) () in Form einer Dis-
kussionshemerkung folgende Forderung aufgestellt: ,Beziiglich der Serum-
festigkeit und der Passagestimme [du [‘l}p:nwamnm) mochte ich be-
merken, daB es notwendig ist, von einer Zelle auszugehen, wenu man
sichere Schliisse iiber Vers erbung aus tlen Versuchen ziehen will.'

Dieses ,Ausgehen von einer Zelle“, und zwar von einem
einzigen Trypanosoma, habe ich mir in der vorliegenden Arbeil zum
Ziele gesetzt.

Um dies zu erreichen, suchte ich zunichst nach geeigneten Me-
thoden, einzelne Zellen zu isolieren. Mit dem auf irgendeine Weise
isolierten Individuum sollten dann nach verschiedenen Richtungen hin
Versuche angestellt werden.

Hierzu schien mir die Methode von Prof. Dr. Lindner vom In-
stitut fiir Girungsgewerbe an der Kdniglichen Landwirtsehaftlichen Hoch-
schule in Berlin am meisten Erfolg zu versprechen, Lindner (6) hat
seine Methode, die bei der Herstellung von Hefe-Einm@lleukuhmL.n mit
groBem Erfolge angewendet wird, in dem von ihm herausgegebenen
Lehrbuche ,Mikroskopische Betriebskontrolle in den Gérungsgewerben”

Aufl. Berlin 1909. p. 230, genau beschrieben.

Gleichzeitic bemiihte ich mich auch, die Isolierung einzeluer In-
dividuen mittels sehr feiner Kapillaren zu erreichen. Bekanntlich ist
diese Methode von Geheimrat Frosch (3) schon 1896 bei der Isolierung
von Amdben mit Erfolg angewendet worden. Hierbei begegnete ich
aber anfangs erheblichen technischen Schwierigkeiten. »'th darauf er-
schien dann die Arbeit von K. Oehler (9, 10): ,Ueber die Gewinnung
reiner Trypanosomenstimme durch Einzelleniibertragung®, die mir fiir
meine weiteren U ntmanf‘lmngon wichtige Fingerzeige gegeben hat. Kurz
vor AbschluB der vorliegenden Arbeit erhielt ich fermer noch Kenntnis
von den nach der ”].LIL]I(.II Richtung hin angestellten Versuchen von
8. v. Prowazek {l“)J, der ebenso wie Oehler seine Resultate im
Centralblatt fir Bakteriologie Abt. I. Orig. Bd. 68. H. 5/6 verbffentlicht
hat. Die Versuche v. Prowazeks halten sich im wesentlichen an die
von Lindner angegebene Technik. Im einzelnen komme ich auf die




Untersuchungsmethoden dieser beiden Autoren bei der Besprechung
meiner eigenen Versuche mnoch zuriick. Von W. Ndéllers (8) erfolg-
reichen Deckglaskulturen der Froschtrypanosomen erhielt ich erst Kenntnis
nach Abschlufl meiner Arbeit.

Vor Beginn meiner Isolierungsversuche habe ich mich zur Orien-
tierung mit der Biologie und Morphologie der Trypanosomen beschiftigt.
Hierzu dienten mir die Arbeiten von Jiirgens (4), Rabinowitsch und
Kempner (13), Doflein (2), Mayer (7), Schuberg und Boing (14)
Behn (1), v. Schuckmann u. Wernicke (15), Oehler (9, 10),
Ogawa (11) und v. Prowazek (12). Auch habe ich mit deutschen
Rindertrypanosomen und den im Blute von Rindern nur aunf kulturellem
Wege nachweisharen Flagellaten eine Reihe von Versuchen angestellt.
Nach diesen Vorbereitungen begann ich dann mit der Isolierung von
einzelnen Trypanosomen.

Technik und Untersuchungsmethoden.

_ Da ich mich zunfchst genan an das Verfahren von Lindner hielt,
der mich in seinem Laboratorium in der entgegenkommendsten Weise
mit seiner Methode vertraut machen lief, so sei diese hier eingehend
geschildert.

Bei der Lindnerschen Methode kommt es darauf am, eine einzelne
Hefezelle zu isolieren, um von dieser Einzelzelle dann einen bestimmten
Hefestamm weiterzuziichten. Zu diesem Zwecke wird die Hefekultur
mit Aqua destillata sehr stark verdiinnt. Dann nimmt man eine feine
Zeichenfeder und macht mit der Fliissigkeit auf ein Deckglischen eine
Reihe ganz kleiner Piinktchen. Damit diese nicht aus- resp. ineinander-
laufen, wird das peinlichst gesiduberte Deckglischen mit ein wenig Fett
(Vaselin oder Paraffin) eingerieben und durch die Flamme gezogen.
Wiihrend auf das so vorbereitete Deckglischen die kleinen Piinktchen
aufgetragen werden, behaucht man es gleichzeitig, um ein Eintrocknen
noch wihrend der Arbeit zu vermeiden. Vorher wird ein gleichfalls
peinlich sauberer, hohlgeschliffener Objekttriiger mit 4 Tropfchen einer
Mischung von Paraffin und Vaselin &% versehen. Hierauf wird dann
das Deckglichen mit der behauchten Seite nach unten schnell so auf den
Objekttriger gelegt, dall die 4 Ecken des quadratischen Deckglischens
auf die 4 Fettpunkte am Rande des hohlgeschliffenen Kreises zu liegen
kommen. Die 4 Punkte laufen auf leichten Druck ineinander. Auf
diese Weise entsteht dann eine luftdicht abgeschlossene, feuchte Kammer.
Nun beginnt die mikroskopische Untersuchung. Die zweckmillig in
mehreren Reihen angeordneten feinen Piinktchen werden systematisch
Reihe fiir Reihe durchsucht. Das Auffinden derselben wird durch die
kleinen, infolge des Behauchens sich bildenden Wasserbldschen wesentlich
erleichtert. War die Verdiinnung ungefihr zweckentsprechend, so findet
gich bald ein Tropfchen, in dem nur eine einzige Zelle vorhanden ist.
Das betreffende Piinktchen merkt man sich. Bei einiger Uebung IRt
es sich erreichen, daf 20—30 Proz. der Trépfchen nur je eine Hefezelle
enthalten.

Genau nach dieser von Lindner angegebenen Methode habe ich
meine Versuche mit der Isolierung von Trypanosomen angestellt. Ich
benutzte Blut von Meerschweinchen oder Miusen, die mit Nagana oder
Dourine oder von Kilbern, die mit dem deutschen Rindertrypanosoma
infiziert waren. Das Blut wurde mit Bouillon, physiologischer Kochsalz-
losung oder Serum verdiinnt und weiter in der oben beschriebenen Art
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und Weise verfahren. Dabei stellten sich aber alshald mehrere Milistinde
heraus. Zuniichst bereitete die riechtige Verdiinnung des trypanosomen-
haltigen Blutes griBere Schwierigkeiten; sodann machte sich bald ein
weiterer Uebelstand bemerkbar. Da néimlich fast immer nur die aller-
kleinsten Tropfchen ein einziges Trypanosoma enhielten, mufiten gerade
diese winzigsten Tropfehen lingere Zeit beobachtet werden. Trotz der
luftdichten Abgeschlossenheit trockneten aber die Tropfchen nach einigen
Stunden mehr und mehr ein. Das Trypanosoma blieb dann hiufig am
Rande liegen und konnte nicht mehr in den immer kleiner werdenden
Tropfen zuriickgelangen. FEine weitere Schwierigkeit bestand darin, dal
nach kurzer Zeit, dem Gegsetze der Schwere folgend, die roten Blut-
korperchen im Mittelpunkte des Tropfens als der tiefsten Stelle sich an-
sammelten. Dadurch wurde die genaue Beobachtung und Kontrolle sehr
erschwert oder ganz unmoglich gemacht. Besonders war dies der Fall,
wenn gich das Trypanosoma ebenfalls in der Mitte des Tropfchens befand,

Besser wurden die Untersuchungsergebnisse, als ich statt hohlge-
schliffener gewidihnliche Objekttriger nahm und nicht mehr eine Reihe
von Tropfchen auf einem Deckglischen anlegte, sondern nur noch ein
einziges im Mittelpunkte. Es wurden dann mittels eines feinen Pinsels
nur die Riinder des Deckglischens ringsherum vorsichtig eingefeftet und
dasselbe auf einen Objekttriger gelegt. Jetzt hing das trypanosomen-
haltige Tropfchen nicht mehr an der Decke der feuchten Kammer,
gsondern stiitzte sich unten auf den Objektiriger, wodurch eine breitere
Basis und somit besgere Durchsichtigkeit geschaffen wurde. Auch lagen
die roten Blutkdrperchen jetzt nicht mehr in der Mitte dicht beieinander.
Daher konnte der Tropfen nun schon ein wenig grofler sein, ohne an
Durchsichtigkeit zu verlieren, da er ja beim Auflegen des Deckglischens
nur breifer, aber nicht dicker wurde.

Die Isolierung und die Moglichkeit der Beobachtung einzelner Try-
panosomen wire hiernach also erreicht gewesen, wenn sich nicht beim
lingeren Aufbewahren der so hergestellten Einzellenkulturen neue
Schwierigkeiten ergeben hitten. Nach etwa 7—8 Btunden, spitestens
aber nach 20 Stunden, lief regelmiflig entweder der Tropfen aus oder
das Fett drang in den Tropfen hinein. Somit bot diese Art, einzelne
Trypanosomen zu isolieren, zwar keine besonderen Schwierigkeiten mehr,
unmbglich aber blieb es, das isolierte Trypanosoma im lebenden Zu-
stande iiber eine lingere Zeitspanne hin genau zu beobachten.

Fiir Versuche, bei denen es darauf ankam, ein einzelnes Trypano-
soma zu isolieren und mit diesem isolierten Individuum weiter zn ex-
perimentieren, war also ein gangbarer Weg gefunden. Nun kam es aber
vor allem weiter darauf an, diesem igolierten Trypanosoma moglichst
giinstige Lebensbedingungen zu bieten, Ferner sollte sich das isolierte
Trypanosoma mikroskopisch leicht kontrollieren lassen.

Kapillaren.

Da in der oben angegebenen Weise kaum noch auf eine wesent-
liche Verbesserung des Untersuchungsverfahrens zu rechnen war, so
versuchte ich die Isolierung einzelner Trypanosomen mit Hilfe von Ka-
pillaren, wie sie Herr Geheimrat Frosch (3) bei der Isolierung der
Ambben angewendet hat. Anfangs wollte dies nicht gliicken. Allmaihlich
gelang es mir aber, Kapillaren herzustellen, die allen Anforderungen auf
Durchsichtigkeit des Inhaltes entsprachen,
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Um diese Zeit erschien die eingangs erwiihnte Arbeit von R.Oehler,
der die Isolierung einzelner Trypanosomen ebenfalls mittels Kapillaren
versucht und erreicht hatte. Idie von Oehler benutzten Kapillaren
hatten folgende MaBe: 0,02 mm Lichtung und etwas weniger wie 0,01 mm
Wandstidrke. Die von mir verwendeten Kapillaren hatten im Durchsehnitt
ein Lumen von 0,018 mm; die Wandstirke betrng 0,006 mm. Die
Messung meiner Kapillaren geschah mittels des Zeilischen Kompen-
sationsokulars No. 6 und des Apochromaten 2 mm num. Ap. 1,3. Die
Verdiinnung des trypanosomenhaltiven Blutes wurde, wie bei den Ver-
guchen mit der Mikrokammer, mit Rinderbouillon, physiologischer Koch-
salzlosung, Kaninchen-, Rinder- oder Pferdeblutserum vorgenommen.
Wenn eine geniigende Menge der verdiinnten trypanosomenhaltigen
Fliissigkeit in der Kapillare aufgestiegen war, wurde das etwa 7 em lange
Stiick auf einen Objekttriiger gelegt und die beiden Enden vorsichtig
unter Benutzung eines feinen Pinsels mit ein wenig Vaselin am Objekt-
triger angeklebt. Hierauf wurde der Inhalt der Kapillare unter dem
Mikroskope gepriift. Da es withrend der mikroskopischen Betrachtung
hanfiger vorkam, dal durch die ganze Linge der Kapillare eine Luft-
séiule drang, schloB ich die beiden Kapillarenden luftdicht ab. Vaselin
wie auch andere Fette erwiesen sich hierzu als untauglich; recht gut
aber gelang der Verschluf mit Leitzschem Deckglaskitt. Derselbe
wurde in einem kleinen Porzellanschiilchen iiber der Flamme fliissig ge-
macht und dann die Kapillarenden hineingetaucht. Dieser Verschluffl be-
wihrte sich in der Folge vorziiglich und zeigte sich auch als absolut
luftdicht.

Bei der mikroskopischen Untersuchung des Kapillarinhaltes be-
diente ich mich starker Okulare, in besonderen Fiillen des Zeifschen
Kompensationsokulars No. 12, und schwacher bis mittelstarker Objektive.
Auf diese Weise lassen sich die Trypanosomen infolge ihrer Beweglichkeit
sehr leicht auffinden. Hat man erst eine zweckentsprechende Verdiinnung,
so findet man bald eine Stelle, an der ein einzelnes Trypanosoma durch
einen ziemlich groflen Zwischenraum nach beiden Seiten hin von den
benachbarten Trypanosomen geschieden ist. Um nun dieses Stiickehen
Kapillare mit dem isoliert liegenden Parasiten aus seinem Zusamimen-
hange zu trennen, empfiehlt sich folgendes Verfahren. Mit einem
Leitzschen Objekimarkierer, dessen Spitze mit einem roten Fett-
stift bestrichen ist, werden zwei rote Piinktechen, innerhalb derer
das Trypanosoma sich befindet, auf der Kapillare angebracht. Diese
wird dann an den so bezeichneten Stellen, die besonders auf einer
weillen Unterlage gut zu sehen gind, mit einem Messer durchtrennt.
Ein aufgelegter Objekttriiger verhindert das Wegspringen des losge-
trennten Stiickchens.

Nachdem eine abermalige Kontrolle unfer dem Mikroskope gezeigt
hat, daf sich in dem betreffenden Kapillarstiickchen nur ein einziges
Trypanosoma befindet, steht die g0 gewonnene Einzellenkultur zu
weiteren Versuchen zur Verfligung.

Bo einfach diese Methode auch erscheinen mag, so zeitranbend war
doch ihre Anwendung. Erst durch grofie Uebung lief sich die unbe-
dingt notwendige Schnelligkeit und Sicherheit erreichen. Versucht habe
ich mit diesen Methoden sowohl die Isolierung pathogener wie die nicht-
pathogener Trypanosomen.




Isolierung von pathogenen Trypanosomen.

Von pathogenen Trypanosomenstimmen habe ich das Trypano-
soma brucei (Stamm Ferox) und dag Trypanosoma equiperdum
(Beschilseuche Ostpreulien 1908) benutzt, Die Resultate bei dem ersteren
waren folgende. Bei Isolierung nach der Lindnerschen Methode und
Verdiinnung mittels steriler Rinderbouillon bliehen einzelne Trypano-
somen his zu 4 Stunden lebhaft beweglich; dann wurden die Bewegungen
matter, und nach lingstens 5—6 Stunden war keine Bewegung mehr zu
bemerken. Irgendwelche Verfinderungen an den einzelnen Individuen
waren wihrend dieser Zeit nicht wahrzunehmen,

Erfolgte die Verdiinnung mit steriler physiologischer Kochsalzlosung,
go betrug die lingste Bewegungsfihigkeit 5 Stunden. Diese wurde je-
doeh nur einmal ausnahmsweise beobachtet, in allen anderen Versuchen
dieser Art war sie bedeutend kiirzer, und zwar betrug sie durchschnitt-
lich nur etwa 3—4 Stunden. Auch hier liefen sich besondere Ver-
indernngen an den sorgfiltiz beobachteten Trypanosomen nicht wahr-
nehmen.

Bei Verdiinnung mit Serum blieben die widerstandsfihigsten Exem-
plare des Trypanosoma hrucei 7 bis hichstens 8 Stunden bewegungs-
fahig, ohne auch hier irgendwelche Verinderungen zu zeigen.

Ganz dhnliche Resultate zeigten die mit Beschilseuche-Trypanosomen
vorgenommenen Versuche. Auch bei diesen war es unmidglich, zu ent-
scheiden, ob die Lebenskraft der Trypanosomen infolge der Ueberfithrung
in die Verdiinnungsfliissickeit in den angecebenen Zeiten erloseh, oder
ob die Verinderungen am Tropfen auf die Lebensdauer der Parasiten
ungiinstig einwirkten. Die ermittelten Zeiten fiir die Lebensdauer der
widerstandsfihigsten Exemplare in der Feuchtkammer waren bei Ver-
diinnung mit Bouillen 6, mit physiologischer Kochsalzlosung 5 und mit
Serum hdchstens 8 Stunden, Auch hier wurden niemals irgendwelche
Veriinderungen oder gar eine Vermehrung beobachtet.

Darauf ging ich zu Isolierungsversuchen mittels Kapillaren iiber, und
zwar zuniichst mit dem Trypanosoma brucei. In Kapillarréhrchen,
die auf die oben beschriebene Weise mit Leitzschem Deckglaskitt fest
verschlossen waren, bliehen die widerstandsfiihigsten Exemplare bei Ver-
diinnung des trypanosomenhaltigen Blutes mit Bouillon 8 -9, mit phy-
siologischer Kochsalzlosung 7—8 und mit Serum 11-—12 Stunden be-
weglich, Analege Versuche mit Trypanosoma equiperdum ergaben
als Hichstzahlen bei Verdiinnung mit Bouillon 14, mit physiologischer
Kochsalzlosung 8 und mit Serum 23 Stunden.

Auch bei allen diesen mit Kapillaren angestellten Versuchen gelang
es niemals, eine Teilung oder Vermehrung der Trypanosomen zu beob-
achten, trotz der verhiiltnismifig langen Lebensdaner, die einmal sogar
23 Stunden {iberschritt, und trotzdem ich iiber hundert Versuche nach
dieser Richtung hin angestellt habe.

Infektionsversnche mit je einem Trypanosoma.

Um festzustellen, ob bei scheinbarem durch das Mikrogkop kontrol-
liertem Verschwinden der Trypanosomen aus der Kapillarflissigkeit diese
tatsfichlich nicht mehr infektios ist, wurde folgender Versuch angestellt.
Von einer sehr stark mit Trypanosoma brucei infizierten Maus
wurde Blut mit Bouillon reichlich vermischt, und mit dieser Fliissigkeit
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zwei Kapillaren gefiillt, die doppelt so stark und etwa dreimal so lang
waren, wie die gewdhnlich verwendeten. Bei der um 10Y, Uhr vormit-
tags unter dem Mikroskope vorgenommenen Priifung zeigte sich eine
grole Anzahl von Parasiten, die sich #Hullerst lebhaft hin und her be-
wegten. Nach wiederholter sorgfiltiger Kontrolle war um 7 Uhr abends
kein lebendes Individuum mehr anzutreffen und iiberhaupt keine Spur
von Trypanosomen mehr zu finden. Darauf wurde der Inhalt dieser
beiden Kapillaren je einer Maus eingeimpft. Keine von den beiden
Miusen erkrankte. Dieser Versuch wurde am 10. April ausgefiihrt, am
15, April mit 2 Miusen und am 21. April mit einer Maus wiederholt,
ohne dal eine Infektion eintrat.

Hierauf ging ich dazu iiber, mit je nur ein einziges lebendes Try-
panosoma enthaltenden Kapillarstiickchen, die auf die oben beschriebene
Art und Weise herausgeschnitten worden waren, andere Tiere zu infizieren.

Am 5. Mai wurden 2 Miuse mit je einem Stiickehen einer Kapillare,
das nur ein Trypanosoma des Dourinestammes enthielt, subkutan am
Riicken geimpft. Die Verdiinnung des Blutes war mit Rinderbouillon er-
folgt, Die Impfung geschah auf folgende Weise: Nachdem unter der
Riickenhaut nach der {iblichen Methode méglichst aseptisch durch Fin-
schieben einer Pinzette oder Schere eine Hauttasche gebildet war,
wurde das Kapillarstiickchen mit einer feinen Pinzette gefaBt und mog-
lichst weit unter die Haut geschoben. Die Wunde wurde dann mit
Kolledium geschlossen.

Am folgenden Tage wurden noch 2 weitere Minse auf dieselbe Art,
aber diesmal mit Trypanosoma brucei geimpft. Die Blutunter-
suchung ergab am 9., 12. und 15. Mai ein negatives Resultat bei allen
4 Mausen. Am 18, starb eine der mit Trypanosoma brucei ge-
impften Miuse, doch war leider eine Untersuchung nicht maglich, da
die anderen M#use sie bis auf geringe Reste aufzefressen hatten. Auch
am 22. Mai war die Blutuntersuchung der noch lehenden 3 Miuse negativ,
Der Versuch wurde damit abgebrochen. Die Infektion der 3 Miuse mit
einem Trypanosoma war somit nachweislich nicht gelungen,

Da Oehler sich bei seinen Versuchen, eine Infektion mit einem
Trypanosoma herbeizufiihren, zur Hineinschaffung des Kapillarstiick-
chens in den Tierkdérper der Spritze bedient hatte, so beschlof ich,
diesem Beispiele zu folgen.

Am 22, Mai wurde einer Maus ein Stiickchen Kapillare, das Rinder-
bouillon und ein Trypanosoma brueei enthielt, mittels einer Spritze,
die mit 1 cem steriler physiologischer Kochsalzlosung gefiille war, auf
folgende Weise eingeimpft: Der Stempel der Spritze wurde so weit vor-
gedriickt, bis ein Tropfchen der Kochsalzlosung an der Kaniilenspitze
hing. Nachdem dann das Kapillarstiickchen, das zur Infektion dienen
golite, vorsichtig auf dem Objekttriiger so weit vorgeschoben war, dal es
ein wenig ilber den Rand herausragte, wurde die Spitze der Kaniile mit
dem vorgepreften Tropfchen Kochsalzlosung vorsichtig gendhert. Im
Momente der Berithrung wurde das kleine Kapillarstiickehen von dem
Tropfehen aufgesaugt. Hierauf wurde das Tropfchen vorsichtig mit der
Spritze wieder anfgenommen, wobei das Glasréhrchen ebenfalls in die
Kaniile hinein gelangte. Sodann wurde der ganze Inhalt der Spritze, also
1 cem Kochsalzliisung plus dem Kapillarstiickehen, in dem sich Bouillon
plus ein Trypanosoma brucei befand, einer Maus in die Bauch-
hohle geapritzt.
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Der Vorteil der Anwendung der Spritze liegt meines Erachtens
hauptsiehlich darin, dal dureh die gleichzeitig eingefithrte Fliissigkeits-
menge es dem Trypanosoma erleichtert wird, aus der Kapillare zu
entkommen. Nach der Impfung nahm ich jedesmal eine sehr sorgfiltige
Untersuchung der Spritze und der Kaniile vor, um mich davon zu
iiberzengen, dal das Kapillarstiickchen auch tatsiichlich mitverimpft
worden war.

Am 23. Mai wurde noch eine zweite Maus auf die oben beschriebene
Art und Weise intraperitoneal mit einem Trypanosoma bhrucei
geimpft.

Die Blutuntersuchung dieser beiden am 22. und 23. Mai geimpften
Miuse ergab am 27. ein negatives Resultat, und als die Blutuntersuchung
auch am 31. Mai noch negativ blieb, wurde die weitere Beobachtung auf-
gegeben.

Zwei am 2, Juni auf dieselbe Weise mit je einem Trypanosoma
equiperdum geimpfte Miuse blieben ebenfalls dauernd gesund. Da
ich mich bei meinen letzten Versuchen streng an die Angaben Oehlers
gehalten hatte, dessen Miuse zu einem Drittel infolge der Infektion mit
einem Trypanosoma erkrankt waren, glaunbte ich, meine eigenen Mif-
erfolge in der Art der Trypanosomenstimme suchen zu miissen. Oehler
gibt niimlich in seiner Mitteilung nicht an, welche Trypanosomenstimme
er benutzt hat.

Da erschien die eingangs erwihnte Arbeit v. Prowazeks, der
nach der Feuchtkammermethode gearbeitet hat und dem es gelungen
war, mit einem Trypanosoma equinum Voges (Mal de Caderas)
sowie mit einem Trypanosoma rhodesiense Infektionen herbei-
zufithren. Da nun aber, wie ich schon friiher auseinandergesetzt habe,
die Arbeit mit Kapillaren gegeniiber der Arbeit mit hingenden Tropfen
ganz bedeutende Vorteile anfweist, nahm ich bei meinen weiteren Ver-
suchen einige kleine Aenderungen vor, die sich in der Folge auch als
sehr bedeutsam erwiesen haben. Zunfichst wurde das trypanosomen-
haltige Blut nicht mehr mit Bouillon, sondern mit Kaninchenblutserum
verdiinnt, das sich, wie schen erwihnt, hei der Beobachtung auf die
Lebensdauer igsolierter Trypanosomen alg viel geeigneter wie Bouillon
und ver allen Dingen besser als physiologische Kochsalzlésung erwiesen
hatte. Auch wurde zum Miteinspritzen nun nicht mehr physiologische
Kochsalzlosung, sondern gleichfalls Kaninchenblutserum verwendet.
Ferner wurde nicht mehr mittels eines hervorgepreften Fliissigkeits-
tropfehens das Kapillarstiickehen in die Kaniile eingesaugt, sondern das
wieder ein wenig iiber den Rand des Objekttrigers vorgeschobene feine
Rohrehen mit der Hohlung der Kaniile zu fassen und in dieselbe hinein-
zuschieben gesucht. Die Kantile muB hierbei trocken sein. Nachhelfen
mit einer feinen Pinzette erleichtert das Arbeiten bedeutend. Befindet
sich das Kapillarstiickchen in der Kaniile, so sticht man in die Bauch-
hohle ein, setzt die mit 'f,—1 cem Kaninchenblutserum bereit gehaltene
Spritze aunf die Kaniile auf und befordert mit einem kriftigen Druck den
Inhalt der Spritze in die Bauchhéhle, wobei das Stiickchen Kapillare
mitgerissen wird,

Diese kleine Aenderung hatte den immerhin nicht zu unterschitzen-
den Vorteil, daB die Kapillare fast im selben Moment in die Bauchhéhle
beférdert wurde, in dem sie mit der Fliissigkeit der Spritze in Beriih-
rung kam, daB es also so gut wie ausgeschlossen war, dal das Try-




panosoma aus seinem Kerker entwich, bevor es an den Ort seimer
Bestimmung befordert war. Wihrend anfangs von der Blutentnahme
bis zum Augenblicke des Einimpfens eines in einem Kapillarstiickchen
isolierten Trypanosomas durchschnittlich 2!/,—3 Stunden vergingen,
gelang es mir nach lingerer Uebung, diese Zeit erheblich abzukilrzen.
SchlieBlich vermochte ich sogar unter besonders giinstigen Umstiinden
drei Impfungen in einer Stunde zu erledigen.

Vermutlich finden die {ritheren negativen Resultate in dem lang-
samen Arbeiten ihre Erkliirung.

In einer am 3. Juli begonnenen Versuchereihe gelang es mir, inner-
halb eines Tages 13 Miuse mit einem Stiickchen Kapillare, das mit
Kaninchenblutserum verdiinntes, ein Trypanosoma equiperdum
beherbergendes Meerschweinchenblut enthielt, plus 1 cem Kaninchenblut-
serum intraperitoneal zu impfen. Awm 7. Juli waren von diesen 13 Méusen
7 infiziert, die sofort von den 6 anderen, bisher nicht infizierten, getrennt
wurden. Bei einer abermaligen Blutuntersuchung am 9. Juli waren von
den 6 noch nicht infizierten Miusen abermals 2 positiv. Die iibrigen
4 Miuse blieben am Leben und zeigten sich auch bei mehrfacher Blut-
untersuchung stets negativ. Das Resultat dieses Versuches war also
folgendes: Von 13 mit je einem Trypanosoma equiperdum ge-
impften Miusen wurden innerhalb von 6 Tagen 9 positiv, also ca. 70 Proz.
Die iibrigen 4 blieben gesund.

Am 4. Juli wurde dann noch ein analoger Versuch mit dem Try-
panosoma brucei angestellt und 7 Miuge mit je einem Individuum
in der oben angegebenen Weise geimpft. Von diesen 7 geimpften Méusen
waren bei der Blutuntersuchung am 7. Juli 2 Miuse positiv, bei der
weiteren Untersuchung am 9. Juli noch 3 weitere positiv, wihrend die
2 iibrigen gesund blieben. Hier ergab es sich also, daB von 7 geimpften
Miusen 5 positiv wurden, also 70 Proz., wihrend sich 2 als nicht infi-
ziert erwiesen.

Verdnderungen an den Trypavosomen der infizierten Miuse zeigten
sich weder im lebenden noch im gefiirbfen Priiparate.

Auffillig ist die lange Inkubationsfrist von 4, ja bei 2 Miusen so-
gar von 6 Tagen bei der Iufektion wit dem Trypanosoma equi-
perdum. Hierzu sei erwiihnt, daf gerade dieser Stamm auBerordent-
lich virulent war und durchschnittlich in spitestens 3!/, Tagen Miuse
totete. Schon nach 1!, Tag pflegten sich zahlreiche Parasiten in der
Blutbahn zu zeigen. Im Gegensatz hierzu lebten die mit je einem
Trypanosoma infizierten Méuse durchschnittlich noch 2—3 Tage von
dem Zeitpunkt ab, an dem die Trypanosomen im Blute zuerst auftraten.
Bei den mit dem Trypanosoma brucei infizierten Miusen zeigten
sich viel meringere Abweichungen von der normalen Infektion. Immer-
hin dauerte auch hier bei 3 Minsen die Inkubationszeit linger als
3 Tage. Daraus lief sich der Schlull ziehen, dafl bei Impfung mit nur
ginem Trypanosoma die Zeit bis zum Auftreten der Parasiten in
der Blutbahn wesentlich verlingert wird. Dabei wich die Art ihres Er-
scheines im Blutkreislanfe in keiner bemerkbaren Weise von dem son-
stigen Auftreten ab.

Isolierung von wenig oder gar micht pathogenen Trypanosomen.

Bei den Versuchen zur Isclierung von wenig oder gar nicht patho-
genen Trypanosomen bediente ich mich sowohl des Trypanosoma



theileri als auch der nur auf kulturellem Wege nachweisharen Flagel-
laten aus deutschen Rindern, die P. Behn kurzweg Kulturflagellaten
genannt hat. Da die mir zur Verfiigung stehenden mit Trypanosoma
theileri infizierten Kélber nieht geniigend Parasiten in der Blutbahn
aufwiesen, um bei starker Verdiinnung, die zur Isolierung einzelner Zellen
unbedingt erforderlich ist, ein einzelnes Individuum auffinden zu kinnen,
go versuchte ich auf kulturellem Wege eine Vermehrung der Trypano-
somen zu erzielen. Zu diesem Zwecke wurden am 22. Febr. 14 Rinder-
houillonréhrehen mit defibriniertem Blute von dem Kalb '-_T beschickt,
und zwar auf 5—6 cem sterile Rinderbouillon 1Y/, cem defibriniertes
Blut. In dem Blute dieses Kalbes befanden sich zu dieser Zeit ziemlich
viel Trypanosomen.

Die Hilfte der BouillonrShrehen wurde im Brutschrank bei 36,56° G,
die anderen hei Zimmertemperatur aufbewahrt. Bei den im Brutschrank
aufgehobenen Rohrchen zeigte sich nach 6—8 Tagen eine starke Ver-
mehrung der Trypanosomen, die bis zum 5. Mirz anhielt. Das letzte
lebende Trypanosoma wurde am 7. Mirz, also nach 14 Tagen,
gefunden,

Da ich nun gesehen hatte, dafl im Brutschrank in Rinderbouillon-
réhrchen eine reichliche Vermehrung der Trypanosomen stattfand, so
wurden, um mit den eigentlichen Einzellenversuchen beginnen zu kinnen,
am 8. Mirz von neuem 20 Rinderbouillonréhrehen mit je 1'/; cem
defibrinierten Blutes von Kalb 27 beschickt. Auch hier wurde wieder
ein Teil bei Zimmertemperatur, der andere im Brutschrank bei 36,5° C
aufbewahrt. Aber von beiden Teilen wurde nicht ein einziges Réhrchen
positiv. Dies liBt sich meines Erachtens nur dadurch erkliren, daB
sich um diese Zeit im Blute des betreffenden Kalbes gar keine oder
nur noch sehr wenige Trypanosomen befanden.

Ferner waren am 24. Febr. 30 Pferdeblutagarrthrchen mit je 5 bis
6 Tropfen defibrinierten Blutes von Kalb 27 beschickt, und hiervon
ebenfalls die eine Hilfte im Brutschrank bei 36,6° C, die andere bei
Zimmertemperatur aufgehoben worden. Bei ]\Llllelli dieser Rdohrchen
zeigte sich eine Vermehrung der Trypanosomen, was allerdings wahr-
scheinlich anf Infektion mit Bakterien zuriickzuffihren ist.

Gleichzeitig mit diesen Kulturversuchen und teilweise unter Ver-
wendung der in der Kultur Dbefindlichen zahlreichen Trypanosomen
wurden Isolierungsversuche nach der Lindnerschen Methode gemacht.
Dabei gelang es mir hiiufig, das Trypanosoma theileri in einem
hiingenden Trépfchen zu isolieren und 5—6 Stunden lang zu beobachten.
Aber trotzdem sich das Trypanosoma doch in derselben Flissigkeit
befand wie in der Kultur, nimlich in steriler Rinderbouillon, bemerkte
ich niemals einen Vorgang, der auf Teilung oder Vermehrung schliefen
lief. Auch die nach der Beobachtung in der feuchten Kammer gefdrbten
Trypanosomen zeigten auBer starker Granulation keinerlei Verdnderungen.

Um derartige Priparate noch nachtriglich zu firben, nimmt man
das Deckglischen vorsichtig wieder ab und wischt die nicht in Betracht
kommenden Tropfchen sorgfiiltig weg. Dann fixiert und fiirbt man den
betreffenden Tropfen. Ich habe dieses Verfahren dfter geiibt, aber
niemals bemerkenswerte Verinderungen an den Trypanosomen vor-
gefunden. Spiiter als ich durch die Kapillarmethode vielleicht imstande
gewesen wiire, lingere Beobachtungen eines einzelnen Exemplars des
Trypanosoma theileri vorzunehmen, war dies nicht mehr méglich,




weil es sich herausstellte, dal bei der Impfung frischer Kiilber mit dem
Blute unserer alten pogitiven Kilber nur noch eine so schwache Trypano-
somenvermehrung zustande kam, dall erst nach langem Suchen mit Hilfe
der ,dicken Tropfen“-Methode hin und wieder ein einzelner Parasit zu
finden war. Somit war es mir leider unmdiglich, meine Versuche, die
doch gerade beim Trypanosoma theileri sehr aussichtsvoll schienen,
nach dieser Richtung hin weiter fortzusetzen,

Da nun von den Kulturflagellaten bekannt war, dall sie sich
in den Kulturen sowohl vermehren als auch lange Zeit halten, so be-
schickte ich am 12. Mérz 54 Reagensrohrchen, die etwa H—=6 cem sterile
Rinderbouillon enthielten, mit je 2 cem defibrinierten Blutes der Kuh
Laura aus dem Rassestalle der Kanigl. Tieriirztlichen Hochschule, die
nachgewiesenermalien Kulturflagellaten beherbergte. Die Réhrechen wurden
bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Schon am 20. Mirz zeigte sich eine
groBe Anzahl derselben positiv. Leider aber erfolgte nun keine so starke
Vermehrung der Flagellaten, dafl diese Parasiten sich zu Versuchen mit
der Feuchtkammer besonders eigneten. Am 29. April wurden dann noch-
mals 20 Rinderbouillonréhrehen mit 2—3 cem defibrinierten Blutes der
Kuh Laura beschickt, nachdem ein Versuch mit dem Blute einer anderen
Kuh miflungen war. In fast allen Rohrchen fanden sich nach Verlauf
von 6—17 Tagen Kulturflagellaten in reichlicher Anzahl?),

Bei allen diesen Versuchen ist es mir nur ein einziges Mal ge-
lungen, und zwar nach der von mir abgefinderten Feuchtkammermethode,
einen Vorgang zu beobachten, den man vielleicht als Teilung auffassen
kann. Aber sehon nach 4 Stunden war der Tropfen so weit ausgelaufen,
dall der Flagellat, wahrscheinlich aus Mangel an Fliissigkeit, bewegungslos
geworden war. Die lingste Zeit, die ich einen Flagellaten im hiingenden
Tropfen beweglich gesehen habe, betrng 17 Stunden. Immerhin war dies
jedoch ein grifierer Tropfen, in dem sich mehrere Parasiten befanden,
von denen nur einer so lange Zeit bewegungsfihig blieb.

Als ich dann aber zu Versuchen mit Kapillaren iiberging, wurden
sehr schnell giinstigere Resultate erzielt. Am 8. April vormittags saugte
ich in einer Kapillare Bouillon auf, mit der einige Oesen flagellaten-
haltiger Blutbouillon gemischt waren. Die Kapillare wurde mit Leitz-
schem Deckglaskitt fest verschlossen und zeigte bei der mikroskopischen
Untersuchung etwa 6—8 Flagellaten, die mit der Geillel lebhafte Be-
wegungen ausfiihrten. Bei der Untersuchung am nfichsten Tage waren
alle Parasiten noch lebhaft beweglich; bei der Untersuchung am 10. April
ergab sich dasselbe Bild. Auch noch am 11. April waren die meisten
Individuen in lebhafter Bewegung. Am Vormittage des 12. April traf
ich noch drei lebende Flagellaten an; erst bei der Untersuchung am
14. April fand ich kein bewegliches Exemplar mehr vor. Somit hatten
die widerstandsfihigeren Kulturflagellaten mindestens 4 Tage in der
Kapillare zu leben vermocht. Diesen Versuch habe ich noch einige Male
mit nur einem Flagellaten in der Kapillare wiederholt; dabei bewegten
sich die Geifeln noch am 2. Tage, am 3. Tage waren sie meist un-
beweglich, Nur einmal konnte ich beobachten, dall ein einzelner Flagellat
3 T*tge lang lmweg:,lwh blieh. Waren dagegen mehrere in einer
Kapillare, so lebten einige regelmiifig linger als 3 Tage.

1) Fiir die Erlaubnis zur Blutentnahme von den Kiihen des Rassestalles gei
Herrn Geh, Regierungsrat Prof. Dr. Eggeling auch an dieser Stelle bestens gedankt.




Auffallend war bei diesen Versuchen wieder, dal keinerlei Teilungs-
oder Vermehrungsvorginge zu beobachten waren. Die verwendeten
Kulturen waren allerdings schon 4—6 Wochen alt, da erst nach 17 bis
20 Tagen geniigend Flagellaten in den Kulturen vorhanden waren, um
erfolgreich arbeiten zu konnen. Das Fehlen von Teilungsvorgingen in
meinen Kapillarversuchen ist nun vielleicht so zu erkliren, daf um
diese Zeit eine weitere Vermehrung der Flagellaten in den Kulturen
nicht mehr stattfindet. Jiingere Kulturen diirften sich fiir diese Be-
obachtung also besser eignen. Bei dem von mir in der Feuchtkammer
einmal beobachteten Teilungsvorgange war die Kultur tatsd chlich auch
nur 8 Tage alt, ndmlich am 29. April angelegt und am 6. Mai be-
obachtet.

Aber weder frither noch spiter ist es mir gelungen, von so jungen
Kulturen bei geniigender Verdiinnung weder in der Feuchtkammer noch
in der Kapillare einen einzelnen Flagellaten zu isolieren.

Gewinnung von Subkulturen, von einem Trypanosoma

ausgehend.

Schliefllich wurde noeh der Versuch gemacht, mit einem in einer
Kapillare isolierten Kulturfiagellaten eine Subkultur anzulegen. Zu
diesem Zwecke beschaffte ich mir einige Hohrchen mit eftwa 5—6 cem
steriler Rinderbouillon, zu der je 1 ccm sterilen defibrinierten Rinder-
blutes zugesetzt wurde. Dann lief ich das Stiickehen Kapillare, in dem
sich ein isolierter Flagellat befand, in dieses Rohrchen hineinfallen. Am
5. April hatte ich auf diese Weise 3 Rihrchen beimpft, ferner am 12, und
14. April noch je ein Réhrchen. Von den H auf diese Weise angelegten
Kulturen waren zwei bald mit Bakterien verunreinigt, was ja bei der
umstindlichen Arbeitsmethode erklirlich ist. Die 3 steril gebliebenen
Rohrehen lief ich lingere Zeit ganz ruhig stehen. Erst am 21. April
wurden dann diese 3 Reagensrihrchen untersucht, chme eine Spur von
Flagellaten zn ergeben. Die Untersuchung am 29. April hatte dasselbe
Resultat, so dall ich die Beobachtung aufgab. Auch hier war die ver-
wendete Kultur iiber 3 Wochen alt, so daR der MiBerfolg moglicherweise
auf dieselben Umstéinde zuriickzufiihren ist wie oben. Mehrfache Wieder-
holung dieser Versuche mit jugendlichen Kulturflagellaten miflang
stets, da zu dieser Zeit die Zahl der Flagellaten in den Kulturen noch
Zu gering war.

Infektionsversuche an Rindern mit je einem Trypanosoma
theileri oder je einem Kulturflagellaten.

Leider war es mir nicht mdglich, mit diesen wenig pathogenen
Trypanosomen auch Tierversuche anzustellen, da hierfiir nur Rinder oder
Kilber in Betracht kamen. Diegse standen mir jedoeh nicht zur Ver-
fiigung. Ohne Frage wiire es yvon Interesse, zu erfahren, ob ein einzelnes
Trypanosoma theileri imstande ist, bei einem Kalbe eine Infektion
hervorzurufen.

Was die Kulturflagellaten anbetrifft, so eriibrigte sich ein Versuch
nach dieser Richtung, da bereits Ferber!?) in der Tropenabteilung des

1) Ferber, F., Beitrige zur Biologie der nur auf kulturellem Wege nachweis-
baren Flagellaten des Rinderblutes. Zeitschr, f. Hyg. u. Infektionskrankh. Bd. 76. 1913,




hiesigen Institutes festgestellt hatte, daf die Kulturflagellaten sich nicht
auf Kilber oder Rinder iibertragen lassen, selbst wenn auch groBe Mengen
derartiger Kulturen zur Impfung verwendet werden.

Zusnmmenfassung,

Die Ergebnisse meiner Arbeit mochte ich kurz dahin zusammen-
fassen:

1) Die Isolierung von Trypanosomen im Sinne von W. Kolle Lifit
sich sowohl dureh die Tropfchenmethode nach Lindner, als auch mittels
Kapillaren erzielen.

2) Die kiinstliche Infektion von Miugen gelingt mit einem ein-
zigen Exemplar sowohl des Trypanosoma brucei als auch des
Trypanesoma equiperdum.

3) Als Verdiunnungsfliissigkeit zum Zwecke der Isolierung eignet
sich am besten Serum.

4) Die Isolierung der pathogenen Trypanosomen (Trypanosoma
brucei und Trypanosoma equiperdum) gelingt leichter als die
des Trypanosoma theileri und der sogenannten Kulturflagellaten
aus dem Rinderblute, da letztere beide verhiltnismiiBig nur spirlich auf-
trefen. Trotz geniigender Verdiinnung wird niimlich die mikroskopische
Beobachtung durch die gleichzeitig vorhandenen roten Blutkérperchen
sehr erschwert.

5) Das einzelne Trypanosoma lift sich nach den beiden oben
erwlihnten Methoden leicht Lingere Zeit mikroskopisch beobaehten.
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zu Bocholt. Das Maturititsexamen bestand ich am 20. September 1904
in Warendorf, worauf ich mich an der Koniglichen Tieriirztlichen Hoch-
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Studium vorldufig auf, um mich dem landwirtschaftlichen Berufe zuzu-
wenden, lie® mich jedoch im Sommer 1909 von neuem immatrikulieren,
bestand am 4. Mai 1910 die naturwissenschaftliche und am 28. Januar
1913 die Fachpriifung, beide zu Berlin. Am 9. Februar erhielt ich die
Approbation als Tierarzt. Dann beschiiftigte ich mich unter Anleitung
des Herrn Professor Dr. Knuth mit der Anfertigung meiner Disser-
tation.
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