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Was ist Rickettsia melophagi?

Von
Dr. P. H. van Thiel, Konservator.

(Hierzu 1 Textfigur.)

Noch immer ist die Atiologie des Fleckfiebers ungeniigend be-
kannt. Wohl ist es sicher, daB die Kleiderlaus der Ubertriiger
des pathogenen Agens ist, aber iiber die Natur des letzten sind die
Meinungen noch nicht dieselben. Die Ansicht, welche am heutigen
Tage am besten fundiert ist und die sich besonders stiitzt auf die
Untersuchungen am krankheitsiibertragenden Insekt, ist die, bei
welcher ein Microorganismus, Rickettsia prowazeki DA RocEA Lima,
als der Erreger erkannt wird. Von vielen Autoren wird nun wohl
nicht die Existenz dieser Rickeftsia in der Laus bezweifelt, aber sie
deuten es als ein Phinomen, das die Anwesenheit des noch wun-
bekannten Virus begleitet. KEs ist selbstredend, daB alsdann an
der Natur der Rickettsia als Organismus gezweifelt wird. Wooncock
hat diese Meinung wohl am schirfsten vertreten.

AuBer Rickettsia prowazeks in der Laus sind noch Rickettsia-Arten
beschrieben worden als fast immer nicht pathogene Organismen bei
mehreren Arthropodengruppen. Fast immer kommen sie intracellulir
vor, nur Ricketisia pediculs in der Kleiderlaus und Rickettsia melophagi
in Melophagus ovinus, der Schaflausfliege, sind in der Regel extra-
celluldr gelegen. Wie Woobpcock gezweifelt hat an die Natur der

) Nach einem Vortrag, gehalten im Niederldndischen Verein fiir Microbiologie
zu Utrecht am 24. Januar 1925.
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Rickettsia prowazeki als Organismus, so glaubt er auch die Existenz
einer Rickettsia melophagi bestreiten zu diirfen.

Bekanntlich kommen neben den Ricketisia melophagi, die in
parallelen Reihen auf dem Magenepithel gelagert sind, in einer
ganz grofien Prozentzahl der Schaflausfliegen Crithidien vor, Ent-
wicklungsstadien des von Woopcock entdeckten Trypanosoma melo-
phagium (Fru), das im Schafblut lebt. Frither glaubte man, daB
die Crithidien, die 1908 von Fru Crithidia melophagia genannt
wurden, von Insekt auf Insekt iibergehen wiirden, entweder im Kot
mittels Cysten (PorTEr, CEHATTON und DELaNOE), oder mittels der
Ovarien und der Progenitur (SwineLE und PorTER). Seit den For-
schungen von Woopcock, NOLLER, KLEINE, aber besonders von den
Untersuchungen von Hoare (1922), ist der Beweis fast erbracht
worden, daB Crithidia melophagio nichts anderes ist als ein Ent-
wicklungsstadium des Z'rypanosoma melophagium. Im Enddarm kdnnen
diese Crithidia-Formen sich in Trypanosoma-Formen verindern, wie
von Hoare gefunden wurde und wie ich habe bestitigen konnen.

Wie bereits bemerkt, ist es Woopcock, der die Natur der
Rickettsia melophags als Organismus bezweifelt. Er weist auf das
Vorkommen in den Crithidien von zahlreichen sich nach Giemsa
metachromatisch firbenden Ko6rnchen hin, welche nur Produkte
einer infolge von Ubervilkerung von Crithidien verursachten ab-
normalen unvollkommenen Verdauung des in den Flagellaten auf-
genommenen Schafblutes seien. Durch dieselbe Ursache wiirden
die Crithidien absterben und die metachromatischen Kornchen frei
werden. Die Degeneration der Flagellaten wiirde sich auch dufiern
in einem Auseinanderfallen des Kernes in Kornchen, die noch durch
die Form, noch durch Farbereaktionen zu unterscheiden sein wiirden
von Rickettsien und den iibrigen in den Flagellaten sich findenden
Kornchen. Diese Meinung wiirde weiter gestiitzt werden von den
folgenden Tatsachen: 1. Die Crithidien, wie die Rickettsien sind in
parallelen Reihen senkrecht zur Cuticula der Magenepithelzellen
gelagert, also in derselben Lage wie die Crithidien. 2. Die Rickettsien
sind in Ausstrichpridparaten meistens in Klumpen zusammen zu finden.
Wenn Agglutinationsrosetten von Crithidien, welche nur bei De-
generation derselben auftreten, vollig degenerieren, wiirde diese
Lagerung in Klumpen erklirt sein. Die von NOLLER in den Kulturen
auf Traubenzucker-Pferdeblutagar-Platten isolierten Rickettsia-Haufen
wiirden nur degenerierte Crithidienhaufen sein. 3. NOLLER kultivierte
die Rickettsien im selben Nihrboden wie die Crithidien. Die Re-
sultate NOLLER's wiirden also sehr liickenhaft sein.
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Das intracellulire Vorkommen von Rickettsia melophagi erklart
Woobncock 1. durch Caryolysis, wodurch die Abbruchprodukte des
Kernes der Magenepithelzellen im Zellplasma gefunden wiirden;
2. durch Ingestion der auf den genannten Zellen gelegenen Produkte,
d. i. der extracelluldren Rickettsien.

Bei der Untersuchung iiber die Richtigkeit der Vorstellung von
Wooncock muB man also erst wissen, welcher Natur die meta-
chromatischen Koérnchen in den Crithidien sind. Woobcock glaubt
mit MincaiN, daB sie deutlich verschieden sind von anderswo be-
schriebenen Volutinkorperchen, ohne aber eine Erklirung zu geben,
also ohne die typischen Reaktionen auf Volutin gemacht zu haben.
Volutinkorperchen sind Koérnchen, die sich nach GieEmsa meta-
chromatisch firben und eine Anzahl Reaktionen nach MEYER zeigen.
Mever gab den Namen Volutin in Veranlassung des frequenten
Vorkommens dieser Kornchen bei Spirillum volutans. Aus mehreren
Ursachen tut man aber gut (wie GuiLLiErMoND), von Metachromatin
statt Volutin zu sprechen.

Wird jetzt ein Ausstrichpriparat des Darminhaltes eines Melo-
phagus gemacht und die Metachromatin-Reaktionen nach MEYER an-
gewendet, z. B. die vornehmste mittels Methylenblan und 1 proz.
Schwefelsiure, dann zeigt es sich, daB diese Reaktion stark positiv
verlduft fiir die Kérnchen in den Crithidien, die in einer groBen
. Prozentzahl damit versehen sind, wihrend die Rickettsien wie alles
iibrige im Priparat ungefirbt bleibt (oder hellblau bleibt vor dem
Ausziehen des Methylenblau mit Schwefelsiure). Diese Tatsache
ist schon die Ursache, daf die Rickettsien nicht ohne weiteres mit
den Kornchen in den Flagellaten in eine Linie gestellt werden
diirfen. Noch besser leuchtet dies hervor aus dem folgenden: Wird
dasselbe mit Methylenblau gefirbte Pridparat jetzt mit b5 proz.
Natriumkarbonatlosung iibergossen, dann werden die Metachromatin-
kornchen gelost, was deutlich demonstriert wird bei nachfolgender
Methylen- oder Giemsafirbung. Dann ist keine Spur dieser Kérnchen
mehr in den Flagellaten wieder zu finden, die Rickettsien sind aber
wie vorher ungedndert anwesend. Weiter gibt es eine Differenz in
Form zwischen den Rickettsien und den Metachromatinkorperchen.
Jene haben eine vielmehr uniforme Dimension, sind meistens etwas
oval und als Diplococcen gelegen, diese sind mehr rund und ihre Di-
mension wechselt von viel kleinerer als die der Rickettsien bis ungefahr
derselben GroBe und auch grofer. Diese Differenz in der Dimension
zeigt sich auch deutlich auf einem Schnitt durch den Darm. Dann
sind die Rickettsien schon zu unterscheiden, aber von Kérnchen in
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den Crithidien ist meistens nichts zu sehen. Es gibt also keinen
Grund, um den metachromatischen Kornchen der Melophagus-
Crithidien eine andere Herkunft zuzuschreiben, als dies bei so
vielen Trypanosomen-Arten der Fall ist.

Jetzt ist es notig, diese Herkunft n#her zu bestimmen, weil
Woobcock glaubt, da Rickettsien auch durch das Auseinanderfallen
des Kernes in Kornchen und deren Freiwerden nach dem Absterben
des Flagellaten entstehen konnen. Zwei Meinungen stehen sich
hier mehr oder weniger einander gegeniiber. Die erstere sieht in
den Kornchen Absonderungsprodukte aus dem degenerierenden Kern,
die andere Reservestoffe, anwesend infolge einem Ubermal von
Nahrung. Die erste Auffassung wurde am ersten von SWELLEN-
GREBEL vertreten, die letzte von REeicHENOW und GUILLIERMOND.
Es steht nun fest, daf das Metachromatin als Reservestoff in der
Natur bei einzelligen Pflanzen und Tieren wie auch bei Pilzen und
Algen, weit verbreitet vorkommt, was namentlich dadurch deutlich
wird, daB es kurz vor der Fortpflanzung an bestimmten Stellen in
groBer Menge da ist, wo es fiir die Bildung der Fortpflanzungszellen
(Sporen u. a.) verzehrt wird. Fiir Trypanosomen ist dies weniger
klar. Dies folgt aus der Beobachtung von STEFFAN, der mehrere
Heilmittel auf Siugetiertrypanosomen einwirken lieB, daf die Korn-
chen, offenbar Metachromatinkérnchen, auftreten nach langsam
wirkenden schidigenden Kinfliissen. Dem steht gegeniiber, dafi
diese Kornchen durchaus nicht immer einen degenerierenden Kern
begleiten. STEFFAN fand dies ganz deutlich bei der Einwirkung
von Atoxyl auf Trypanosoma equiperdum, wo der Kern, ungeachtet
der Anwesenheit von Kornchen im Cytoplasma, bis zum lezten
Augenblick intakt bleibt. Weil es sich auch bei meinen Unter-
suchungen gezeigt hat, daf sich selbst in teilenden Crithidien Meta-
chromatinkérnchen befinden, deutet die Anwesenheit dieser Kérnchen
durchaus nicht immer auf eine Kerndegeneration, welche auch
wahrlich nicht immer deutlich festzustellen ist; es besteht aber die
Moglichkeit, daB diesem Metachromatin auch eine Rolle als Reserve-
stoff zukommen wird, wie SWELLENGREBEL auch fiir Herpetomonas
calliphora, einen im Darm von Fliegen lebenden Flagellat, ange-
nommen hat. Die Ansicht von Woopcock, die Herkunft der Meta-
chromatinkérnchen aus der Nahrung betreffend, kann also teilweise
richtig sein, deren Identifikation mit Rickettsia ist unrichtig. Wenn
weiter Kerndegenerationsprodukte Metachromatinkornchen seien, sind
sie nicht mit Rickettsien zu identifizieren.

Die Frage stellt sich jetzt, ob nicht andere aus dem Kern her-

Archiv fiir Protistenkunde. Bd. LII. 26
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kommende Koérnchen in den Flagellaten nachzuweisen sind, die
vielleicht mit den Rickettsien in Beziehung stehen konnten. Dies
wiirde moglich sein, wenn diese Kornchen Kernreaktionen, besonders
Chromatinreaktionen, zeigten. KEs hat sich gezeigt, daB es wirklich
moglich ist, solche Chromatinkdrner microchemisch nachzuweisen.
Neulich haben FruLGEN-BraUNs, gefolgt von BrEssLau und SCREMIN,
die Reaktion beschrieben auf Thymonucleinsiure, ein wichtiger Be-
standteil von Chromatin. Durch Hydrolyse in verdiinnter Salzsdure
wird der Kohlenhydratkern vom Purinkern durch Wasseraufnahme
gelost, wodurch das Kohlenhydrat die Schwefligersiure - Fuchsin-
reaktion von ScuIrr zeigt. Diese Nuclealreaktion habe ich in meinen
Préaparaten angewendet?!). Weil MEYER annimmt, daf Metachromatin
auch Nucleinsiure enthalten wiirde, erwartete ich eine positive
Reaktion auch fiir die Metachromatinkérnchen und eine positive
oder eine negative fiir die Rickettsien. Es hat sich herausgestellt,
daf die Metachromatinkorperchen diese Reaktion nicht zeigen, weil
sie durch die Hydrolyse gelost werden ohne wiedererkennbare Reste
zu hinterlassen, auch nicht bei nachfolgendem Giemsa’schen Farbe-
verfahren. Die Rickettsien wurden aber nicht geldost, zeigten eine
negative Nuclealreaktion und firbten sich danach normal nach
Gemsa. Nur sehr selten begegnete ich in Darmausstrichen einem
oder wenigen Kérnchen in den Crithidien, die der genannten Reaktion
gegenilber positiv waren. Auch gelang es mir diese Chromatin-
kornchen nachzuweisen in der Kultur dieser Flagellaten in June-
maNN’schem oder Norner'schem Blutagar, wie die abgebildete
Agglutinationsrosette deutlich macht. Aber auch in der Kultur
gelang diese Reaktion nicht fiir die sich in der Kultur findenden
Rickettsien-dhnlichen Objekte.

‘Wenn diese Nuclealreaktion auf Schnitte von einem Crithidien
und Rickettsien enthaltenden Darmabschnitt der Schaflausfliege an-
gewendet wurde, wurde das Resultat, das in den Ausstrichpriparaten
erhalten wurde, vollkommen bestatigt. Auch hier positiv fiir Magen-
zellkern, Kern und Blepharoplast der Flagellaten, aber negativ fiir die

) Die Reaktion gelang sowohl nach der von Frureen-Brauxns, wie auch
nach der von Bresspau und ScreMin angegebenen Methode. Nur empfiehlt es
sich, die Pridparate, wie FEULGEN-BraUNs es machen, vor der Hydrolyse kurze
Zeit mit normaler Salzsiure zu imbibieren. Auch kann die Anwendung von Petri-
schalen (Methode von Bressnavu und Scremin) auf Wasserbad bei der Hydrolyse
nicht empfohlen werden, weil die Temperatur alsdann nicht genau genug kontrolliert
werden kann. Es ist also besser, die Hydrolyse in einem Becherglas auf Drahtgaze
mit Mikrobrenner zu machen, wie das von FruLGcEn-Brauns angegeben wird.
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Rickettsien. Thymonucleinsdure enthaltende Kornchen und Rickettsien
sind also differente Objekte.

Untersucht man jetzt absterbende Flagellaten in der Blutagar-
kultur, so zeigt es sich, daf auch diese mit Metachromatin gefiillt
sind, was darauf deutet, daB die Chromatinkérnchen, die ich in der
Agglutinationsrosette photographiert habe, sich in Metachromatin-
kornchen &ndern werden. Auch jetzt ist es nicht moglich eine
Tdentitdt =zwischen Rickettsien und Metachromatinkornchen ent-
scheidend nachzuweisen.

Endlich habe ich mich davon iiberzeugt, daB sich in den
Flagellaten nicht andere, sich
nach GieEmsa firbende Korn-
chen befinden als die, die
Metachromatinreaktionen und
die Nuclealreaktion zeigen.
Dies geschah nacheinander
durch Fixierung der Darm-
ausstriche in Formalin 40 proz.,
Farbung nach GIEMSA, genauer
Zeichnung der Flagellaten mit
ihren Kornchen, Entfirbung in
Alkohol 96 proz., endlich An-
wendung der MzYER'schen
Metachromatinreaktionen oder -
der Nuclealreaktion, gefolgt
durch das Studium der friither
gezeichneten Flagellaten. gine Agglutinationsrosette von Crithidien-
‘Wohl fand ich einige Male, dal stadien des Trypanosomo melophagivm aus
Metachromatinkornchen ge- einer Kultur zeigt eine positive Nucleal-
legen waren auf Stellen, wo reaktion nach FEuLGEN fii‘r Kern, Blepharo-

. . e . plast und Chromatinkérnchen.
die Giemsafirbung  keine
Kornchen hatte zeigen konnen. Obgleich es mir nicht moglich ist
diese Tatsache zu erkliren, verringert dies nicht den Wert der ge-
nannten Reaktionen.

Doch sind alle Moglichkeiten betreffend der Gleichstellung von
Rickettsien und aus degenerierendem Kern herrithrenden Kornchen,
nicht erschopft. Dies ist mir deutlich geworden bei der Untersuchung
der Flagellaten nacheinander 1, 2, 3 und 4 Tage nach dem natiirlichen
Tod der Schaflausfliege. Sogar 3 Tage nach dem Tode sind noch
lebende Chrithidien mit Metachromatinkornchen gefiillt da. Darm-

ausstriche werden gefirbt nach Gizmsa, danach entfirbt, dann die
26
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Nuclealreaktion gemacht und endlich wieder getirbt nach Giemsa.
Diese letzte Farbung wendete ich an, um die so schwache Nucleal-
reaktion deutlicher zu machen. Alles positive in der Nuclealreaktion
wird dann dunkelblauviolettfarbig. Diese Priparate haben an den
Tag gebracht, daf Kerne auf drei verschiedene Arten degenerieren
koénnen.

a) Der Kern fillt auseinander in groBe und etwas kleinere
homogen gefirbte Brocken, welche eine gleichmiBige und positive
Nuclealreaktion zeigen. Diese Brocken #ndern sich hochst wahr-
scheinlich in Metachromatin, weil oft ein Teil davon nach Salz-
siurehydrolyse nicht wieder zu finden war. Dieses Bild schliefit
sich an bei den Chromatinkérnchen aus der genannten Agglutinations-
rosette, welche Rosette auch schon auf Degeneration deutet. Auf
diese Weise konnen die Rickettsien also nicht entstehen. .

b) Weder im Innern des Kernes, noch aufler dem Kerne kénnen
nach Salzsdurehydrolyse Kornchen angezeigt werden. Der Kern
zeigt sich als ein Ring, der erst eine schwach positive, danach eine
negative Nuclealreaktion zeigt und darauf einschrumpft unter An-
nahme von eckigen Formen, die dann lose im Priparat gefunden
werden konnen. Denselben Bildern begegnete ich in Darmausstrich-
priparaten von frischen Schaflausfliegen. Auch dieser Prozef kann
mit dem Entstehen von Rickettsien nicht in Verbindung gebracht
werden.

c¢) Bis auf den 2. Tag nach dem Tode der Schaflausfliege zeigen
die Chromatinkornchen, die mehr oder weniger deutlich im Kerne
umschlossen sind, eine positive Nuclealreaktion. An den folgenden
Tagen wird diese nun aber schwécher derartig, daB die darauf-
folgende Giemsafirbung nicht mehr eine Farbendifferenz zwischen
diesen Kornchen und den Rickettsien zu zeigen vermag. Die Flagel-
laten fallen jetzt auseinander. Am 3. Tage sieht man die Kerne
gesondert im Préparat gelegen, ndmlich meistens 6—12, jetzt immer
Nuclealreaktion negative Koérnchen, durch erkennbares Kernplasma
umgeben oder nicht. Es zeigt sich also, da wir hier auf ein Stadium
angelangt sind, worauf es zwischen Rickettsien und Kernkoérnchen
eine auBerordentlich groBe Ahnlichkeit gibt. Dies verdient um so
mehr die Aufmerksamkeit, weil dieselben Kornchengruppen in den
Kulturen gefunden werden konnen.

Weil meine Untersuchung iiber diesen Gegenstand noch nicht
abgeschlossen ist, ist es mir noch nicht moglich die gestellte Frage
endgiilltig zu entscheiden. Ich will aber wohl der Meinung Ausdruck
geben, daB ich vorlaufig den SchluB nicht anerkenne, daff Rickettsien
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nichts an anders seien als diese Kern-Chromatin-Kornchen die ihrer
Thymonucleinsédure beraubt sind: 1. weil die Form dieser Kérnchen
oft mehr eckig, mehr birnférmig ist und bald einen unbestimmten
Umrif bekommt. 2. Es kommt wohl vor, daB die Diplococcen- oder
die Hantelform bei diesen Kdrnchen anwesend ist, aber dies sah ich
doch nie so deutlich und héufig als bei den Rickettsien in Darm-
ausstrichpriparaten. 3. Im September 1924 fand ich in Leiden eine
Schaflausfliege, wo sich zahlreiche Rickettsien ohne Flagellaten im
Darm fanden. Es war hier ausgeschlossen, daB hier die Flagellaten
im letzten Teil des Darmes waren, wie Woobpcock solche flagellaten-
lose und Rickettsien enthaltenden Schaflausfliegen erkliren will.
4. Im ganzen Darme hinter den Marricar'schen Schliuchen fehlen
die Rickettsien, obgleich sich da stellenweise Polster von Flagel-
laten finden, die auch mit Metachromatinkérnchen versehen sind.

Zusammenfassung.

1. Weil die Natur der Rickettsien noch ungeniigend bekannt ist
und namentlich Woopcock an deren Natur als Organismus gezweifelt
hat, ist die Rickettsia melophagi aus der Schaflausfliege, Melophagus
ovinus, Gegenstand einer niheren Untersuchung gewesen.

Woobcock glaubt, da die genannten Rickettsien aus Melophagus
nichts anderes seien als aus der ebenfalls in Melophagus lebenden,
Crithidienform des Trypanosoma melophagium frei werdende meta-
chromatische Kornchen. Auch wiirden die Kerndegenerationsprodukte
der Crithidien identisch sein mit den Rickettsien.

2. Es hat sich im Gegensatz zu Woopcock gezeigt, daB die
metachromatischen Koérperchen der Crithidien nichts anderes sind
als anderswo beschriebene Volutinkérperchen und daB die fiir Volutin
typischen Reaktionen nach MEYER mit positivem Resultat darauf an-
gewendet werden konnen.

3. Die Rickettsien zeigen die MEYER’schen Volutinreaktionen nicht.

4. Die metachromatischen Kornchen in den Crithidien werden
in 5 proz. Natriumcarbonatlosung gelost, nicht aber die Rickettsien.

5. Auch die Form der Rickettsien und der Volutinkdrperchen
ist nicht dieselbe.

6. Die Ansicht von Woobpcock, die Herkunft die metachroma-
tischen Kornchen aus der Nahrung betreffend, kann teilweise richtig
sein; deren Identifikation mit Rickettsien ist unrichtig. Wenn Kern-
degenerationsprodukte Metachromatinkérnchen sind, so sind sie doch
nicht mit Rickettsien zu identifizieren.

7. Die Reaktion auf Thymonucleinsiure nach FEvrnceN ist negativ
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sowohl fiir die Rickettsien, als auch fiir die Metachromatinkornchen
der Crithidien. Letztere werden aber bei der Salzsiurehydrolyse gelost
im Gegensatz zu den Rickettsien.

8. Mittels der unter 7 genannten Reaktion nach FEuLGEN ist es
oft moglich Kornchen in den Crithidien zu zeigen, die sich spiter
in Metachromatinkdornchen uméndern werden. Auch in der Kultur
der Crithidien gelang es in einer Agglutinationsrosette diese Chro--
matinkdrnchen zu demonstrieren. Die Rickettsien zeigen auch diese:
Reaktion nicht.

9. Wenn die Schaflausfliegen abgestorben sind, bleiben die
Crithidien im Inneren noch einige Tage am Leben, wonach sie zu
degenerieren anfangen. Auf drei verschiedene Arten kénnen Kerne
der Crithidien degenerieren. Bei einer dieser Arten wird die Nucleal-
reaktion der Chromatinkérnchen aus dem Kerne negativ, und sie sind
danach gesondert im Priparat zu finden. Auf diesem Stadium gibt
es zwischen Rickettsien und genannten Kérnchen eine auBerordentlich
groBe Ahnlichkeit.

10. Hieraus wird nicht der SchluB gezogen, daf Rlcketts1en mit
diesen Kernchromatinkérnchen, beraubt von ihrer Thymonuclein-
sdure, zu identifizieren sind. Die Untersuchungen sind noch nicht
abgeschlossen.

Leiden, Mérz 1925.
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