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e i ther  S ig m a  Chemica l  Co. or W o r t h i n g t o n  B iochemica l  
Corp. A micro l i te r  of f r e sh ly  r e c o n s t i t u t e d  F L E  on a 
micros l ide  gives a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  an  e n d o g e n o u s  
a c t i v i t y  below t h e  noise of t he  p h o t o m u l t i p l i e r  a t  
-- 900 V - wh ich  we ca lcu la te  to  be e q u i v a l e n t  to 3 x 104 q 
sec -1. I t  is n o t  necessary ,  therefore ,  to  r educe  f u r t h e r  t h e  
e n d o g e n o u s  a c t i v i t y  b y  a l lowing t he  p r e p a r a t i o n  to  age 
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  or b y  a d d i n g  apyrase12. 
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Fig. 1. Time course of firefly bioluminescence reaction. Arrows 
indicate the addition of ATP. 
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Fig. 2. Maximal velocity (or peak height) as a function of ATP 
concentration. 

F igure  2 shows  a typ ica l  s t a n d a r d  curve .  A l igh t  u n i t  is 
e q u i v a l e n t  to  3 • 104 q sec -~. I t  is c lear  f rom the  c u rve  
t h a t  t he  t e c h n i q u e  is sens i t ive  e n o u g h  to  de tec t  10 is g 
A T P .  

Aside  f r o m  i ts  h igh  sens i t iv i ty ,  t he  t e c h n i q u e  ha s  
v i r t u e  in t h a t  it  is rapid ,  direct ,  u n c o m p l i c a t e d  a n d  
economica l  in t he  use  of r e a g e n t s  18. 

Rdsumd. U n  essai  sur  lamel le  po r t e -ob j e t  a 6t6 mi s  au  
po in t  pou r  la d 6 t e r m i n a t i o n  q u a n t i t a t i v e  du  t r i p h o s p h a t e  
d ' ad6nos ine .  I1 s ' ag i t  d ' u n e  mod i f i ca t i on  de la r6ac t ion  
b ien  c o n n u e  en t r e  la lucif6rine et  la lucif6rase deriv6es de 
la luciole. Cet  essai  p e r m e t  de d6celer des q u a n t i t 6 s  
m i n u s c u l e s  de I ' A T P  p o u v a n t  a t t e i n d r e  10 -13 g. 
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Eine quant i ta t ive  M e t h o d e  zur  z a h l -  und v o l u m e n r e g u l i e r t e n  1Dbertragung yon  M i k r o o r g a n i s m e n  
in S u s p e n s i o n s m e d i e n  1 

Es  ist  a l lgemein  iiblich, Medien  m i t  le icht  q u a n t i t a t i v  
b e s t i m m b a r e n  M i k r o o r g a n i s m e n  oder  a n d e r e n  l ebe nde n  
Zellen n a c h  der  iV[ethode d e k a d i s c h - l o g a r i t h m i s c h e r  
S t u f u n g  zu v e r d i i n n e n  u n d  d a n n  in Ver suchs t i e r e  oder  
leblose Tr/iger- u n d  V e r m e h r u n g s m e d i e n  zu f iberfi ihren.  
Auf  diese Weise  is t  e twa  bei  in fek t i6sen  A g e n t i e n  die 
B e s t i m m u n g  e iner  I n s 0  oder  LDs0 ffir eine Ve r suc hs -  
t i e r a r t  m i t  hinl~tnglicher Genau igke i t  zu e rmi t t e ln .  
Zah lenm/ i ss ige  E x a k t h e i t  i s t  dabe i  a l le rd ings  n u r  en t -  
s p r e c h e n d  der  r e l a t i v  g rossen  S tu fen  des d e k a d i s c h e n  
l o g a r i t h m i s c h e n  S y s t e m s  zu erre ichen.  I m  fo lgenden  soll 
au f  die M6gl ichke i t  h ingewiesen  werden,  m i t  Hilfe  eines  

<dnversen Dreisatzes~> gebrochene  E x p o n e n t e n  rechne-  
r i sch  u n d  t e c h n i s c h  zu u m g e h e n ,  w e n n  in Sonderf~l len 
ein engere r  V e r d i i n n u n g s r a s t e r  wf inschenswer t  ist. D abe i  
b e s t e h t  ferner  die M6gl ichkei t ,  V o l u m e n e x a k t h e i t  u n d  
- k o n s t a n z  des  I n o k n l u m s  zu ber t icks ich t igen .  Die Me thode  
s te l l t  eine e in fache  H a n d h a b e  der  B e r e c h n u n g  u n d  
~ )be r t r a gung  bel iebiger  Za h l e n  yon  Mikropa r t ike ln  in be- 
l iebigen I n o k u l a t i o n s v o l u m i n a  dar,  so dass  fiber beide  

1 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Gr6ssen wunschweise  frei verfi igt  werden  kann.  Die 
5{ethode wurde  bei  T ie rexper imen ten  mi t  T r y p a n o s o m a  
cruz i  entwicke l t  (DisKo und  KRAMPITZ2). Vorbed ingung  
fiir ihre Anwendba rke i t  ist die h inre ichende  Stabilit~tt des 
grobdispersen  Systems,  die gegebenenfal ls  mi t  geeigneten 
Mit te ln  gew~thrleistet werden  muss. Bei B lu tpa ras i t en  ist 
die Suspensionsstabili t~tt  bei  raschem Arbe i ten  zwar an- 
n~hernd  befr iedigend gegeben, zus~ttzliche Hilfe dureh  
Scht i t te ln  und  Rfihren der  jeweiligen Suspens ionss tufe  ist  
j edoch zu empfehlen.  

Prah t i sche  Durch/ i ' thrung.  An H a n d  eines e infachen Bei- 
spiels soll eine allgemeingtil t ige Beziehung abgele i te t  und 
formelm~ssig  dargestel l t  werden.  Die Zahl der  E m p -  
f~tngertiere fiir die Ti t ra t ionsre ihe  innerha lb  eines Infek- 
t ionsversuches  bes t eh t  aus 5 M&usegruppen zu je 7 
Tieren (2Ja5). Jedes  dieser Tiere soll eine def inier te  Trypa-  
nosomenzah l  in e inem definierten,  trier in allen Gruppen  
gleichen Inoku la t ionsvo lumen  (zum Beispiel 0,25 ml) er- 
ha l ten .  

geteilt .  Die Verdf innung  mi t  e inem geeigneten,  bei  
T r y p a n o s o m e n  am bes ten  phospha tgepu f f e r t en  isotoni-  
schen Medium folgt  f i infmal  dem folgenden Berechnungs-  
schema,  e inem inversen Dreisa tz  (am Beispiel der  Gruppe  
I :  1 • 106 Trypanosomen/Tie r )  : 

9,6.106 Organismen/0,25 ml sind in 0,25 ml enthalten 
1,0.106 Organismen/0,25 inl sind in x ml enthalten 

0,25 �9 9,6 
x 2,40 ml; 

1,0 

Die Gesamt- Inoku la t ionsmenge ,  die - gleichm~issige 
Mischung vorausgese tz t  - pro 0,25 ml 1, 0 >," 106 Trypano-  
somen enthiil t ,  betr~igt 2,40 ml. Erforder l ich  s ind fiir je 
7 Tiere nur  7 x 0,25 ml =- 1,75 ml. Von der Gesamtfl i issig-  
ke i t smenge  werden  die 0,25 ml Na t ivb lu t  wieder  sub- 
t r ah ie r t :  2,40 ml G e s a m t v o l u m e n - - 0 , 2 5  ml  B l u t - -  
2,15 ml  Verdi innungs lasung.  Das Ergebnis  wtirde also fiir 
die ers ten drei  Dosiss tufen  lau ten :  

Tabelle i. Zahlenbeispiele ftir 5 gestufte Organislnen-Dosen 

Gruppe Organismenzahl.106/Tier Organismenzahl.10~/7 Tiere 
Gruppe 

I 1,00 7,00 
lI 0,70 4,90 
III 0,40 2,80 
IV 0,10 0,70 
V 0,50 0,35 I 

II 
~':~5 15,75 III 

Tabelle 1I. Atn Beispicl yon drei Dosen berechnetes erforderliches 
Verdunnungsmediuin 

Gewfinschte 
organismendosis �9 106/Tier 

Jeweilige Zugabe von 
inl \rerdunnungsnaedium 
zu 0,25 ml Nativblut 

1,0 2,15 
0,7 3,18 
0,4 5,75 

A rbeils- m,zd ]~echem.,oraussetxung. Die dem gewiinschten 
Inoku la t ionsvo lumen  V t gleiche B lu tmenge  V B (ira Bei- 
spiel V I ^ V B ~ 0,25 ml) nmss  mehr  T r y p a n o s o m e n  ent-  
ha l t en  als ftir die die meis ten  T r y p a n o s o m e n  er fordernde 
Gruppe  (im Beispiel Gruppe  I :  7 ~ 106 Tryp.)  n6t ig  s ind:  

(I'B) (VI) ; ( [ 'B ~ VI) 

Als Spender  werden  daher  Tiere mi t  s ta rker  Parasit~imie 
ben6t igt ,  wie sie sich in der Regel  im F ina l s t ad ium der 
In fek t ion  ergeben. Beim W B H - S t a m m  yon  T.  cruz i  k6n- 
nen  zwei ausgewachsene  M~use als Spender t ie re  auf dem 
H 6 h e p u n k t  der Parasit~imie wenigs ten  je 1,0 ml  Blur 
liefern, wenn  sie durch  H e r z p u n k t i o n  oder  der  von  uns 
bevorzug ten  Methode  nach  HALPERN und  PACAUD a ent-  
b lu te t  werden.  Bei d i rekter  Z~ihlung der  T r y p a n o s o m e n  in 
der  yon M/SHLPFORDT a (1964) vorgeschlagenen  Weise  
liefern die be iden  Spender t ie re  zum Beispiel  insgesamt  
76,80X106 Trypanosomen .  Bei der ZS~hlung ist  du t ch  
mehr fache  Wiederholung  darauf  zu achten,  dass  der sub- 
jekt ive  oder  durch  die Methode  bed ing te  Fehler  m6glichst  
niedrig gehal ten  wird. - Es  werde ein Ausgangsvo lumen  
von 2,0 ml  pa ras i t enha l t igen  Blutes  angenommen ,  well 
sich d a m i t  e infach rechnen  I~sst. In  0,25 ml  dieser Blut-  
menge ist der  8. Tell der Mikroorganismen en tha l t en :  

76,80 
- = 9,60 ; 

8 

Es en tha l t en  also 0,25 ml  des Na t ivb lu t e s  der  Spender  
9,6 X 106 Paras i ten .  Zur Hers te l lung einer Ti t ra t ionsre ihe  
wird das Ausgangslnater ia l  in Mengen von jeweils 0,25 ml 
en t sp rechend  den 5 Empf i inge rg ruppen  in 5 Gef~isse auf- 

Demnach  l~isst sich eine Mikroorgan ismen-Suspens ion  
S ~ x '(ml) mi t  einer gewiinschten (Trypanosomen)-Zahl  
ZTI pro lnoku lum und  gewiinschtein i noku la t i onsvo lumen  
V I. nach  der  folgenden Formel  berechnen:  

S ~ V1 " ZTa  Fmll 
Z T I  

['~ .Z.rB 
,5 - I.'B + I" B [ m l J  

ZTI  

wobei gelten muss: 

ZTB (>)  :~ .Zrr 

(VB) (V1); (Vn~ VI) 

Die zur Verd t innung  des pa ras i t enha l t igen  Blutes  er- 
forderl iche Fl i i ss igkei tsmenge V n i  l er rechne t  sich somi t  
nach  der Beziehung:  

~ I  " Z T B  V B [ml] I 
I 

I 

Die Sub t rak t ion  von  V B kann  vernachl&ssigt  werden,  
wenn VDiZ gegeniiber  V B sehr  gross ist. i n n e r h a l b  einer  

2 l~. DISKO und H. E. KRAMPITZ, Z. Parasitenk. 32, t1 (1969). 
a B. N. HALPERN und A. PACAUD, C. r. S0anc. Soc. Biol. 1,'15, 1465 

(1951). 
4 H. Mf~rtL~FORDT, Z. Tropemned. Parasit. 15, 145 (1964). 
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Verd i innungs re ihe  b l e i b t  der  Z~Lhler des Q u o t i e n t e n  
( V I �9 ZTB ) k o n s t a n t  : 

k 
- -  (-- VB) [ m l ] ,  
Z T I  

was die R e c h e n a r b e i t  ve re in fach t .  
Die Abk i i r zungen  lassen sich wie folgt  erkl~tren: 

S (~x) :  

VB (~ V~) 

V• (~ Ve) 

ZTB:  

Z T  I : 

gesamte Organismensuspension [ml] nach Verdfin- 
nung des Blutes; 

- VBlut: dem gewiinschten Inokulationsvolumen 
(VI) gleiches Nat ivblut-Volumen [ml] ; 

_ rinokulum: gewiinschtes Inokulationsvolumen 
pro Tier [ml]; 

Organismenzahl (Trypanosomen) in VB; 

gewflnschte OrganismenzahI im Einzelinokulum 
(v~) ; 

Tierzahl der Gruppe, far welche die meisten Mikro- 
organismen erforderlich sind. 

Diskussion. Das Ver fahren ,  das  e inen  gewissen Bezug  
zu Verd i innur rgsprob lemen  in de r  Chemie  besi tz t ,  wi rd  a m  
Beispiel  der  l~lber tragung v o n  T r y p a n o s o m e n  erl~Lutert. 
Es  sche in t  besonders  gee ignet  zur  dos is regul ie r ten  l~ber- 
t r a g u n g  ext raze l lu l~r  gelager ter ,  zahlenm~tssig d i rek t  er- 
f assbare r  B l u t p a r a s i t e n  oder  ande re r  isol iert  suspen-  
d ie r t e r  Zellen. Bei  zu grosser  O r g a n i s m e n z a h l  i in Aus- 
g a n g s m a t e r i a l  wie es vo r  a l lem be i  i n - v i t r o - V e r m e h r u n g e n  
yon  B a k t e r i e n  u n d  Vi ren  der  Fa l l  sein kann ,  wi rd  bei  
unsere r  Me thode  das  e r forder l iche  V e r d i i n n u n g s v o l u m e n  
zu gross. A u c h  is t  die fo r t t au fende  vo lumenregu l i e r t e  Ver-  
d i i n n u n g  in k le inen  S tu fen  hier  se l ten  erforderl ich.  Soll te 
sie t r o t z d e m  gewi insch t  werden,  miiss te  die Ausgangs-  
suspens ion  v o r v e r d t i n n t  werdeii ,  lVfann k a n n  das  II6tige 
V e r d i i n n u n g s v o l u m e n  be re i t s  u m  die H~l f te  senken,  w e n n  
m a n  der  gewi insch ten  E i n h e i t  des N a t i v m e d i u m s  (zum 
Beispiel  0, 25 ml) die gleiche Menge (0, 25 ml) Verd i innungs -  
m e d i u m  zusetzt ,  u n d  d e m  G em i s ch  0,25 ml  zur  Verdt in-  
nui ig  e n t n i m m t .  "vVeiter u m  die Hii l f te  1Asst s ich redu-  
zieren,  w e n n  m a n  d e m  A u s g a n g s m e d i u m  die doppe l t e  
Menge (also 0,25 V B + 2 x 0,25 VDit) zusetz t .  Es  is t  also 

V e r d i i n n u n g  m i t  ganzeii  Vie l fachen  erforderl ich,  die Ein-  
he i t  w i rd  d a r a u s  e n t n o m m e n  u n d  wei te r  ve r f ah ren  wie 
bisher .  Die  Me thode  eigiiet  s ich grunds~itzl ich fiir z~ihl- 
ba re  Mik ropa r t i ke l  in  Suspens ionsmed ien  u n t e r  der  Vor-  
aus se t zung  e iner  z u m i n d e s t  tempor~ir  gleichm~tssigen Ver-  
tei lui ig:  ge fo rmte  B lu tbes t and te i l e ,  T r y p a n o s o m e n  im 
Blut ,  T o x o p l a s m e n  im M/iuseaszites,  A u f s c h w e m m u n g e n  
yon  Tumorze l l en  und  dergleichen.  Die F o r d e r u n g  n i c h t  
n u r  n a c h  genaue r  Zahl-  sonde rn  a u c h  Volumenregu la t io i i  
s che in t  aus  m e h r e r e n  Grf inden  berech t ig t .  PHILIPPS 5 
s te l l t  z u m  Beispiel  bei  T i e r v e r s u c h e n  m i t  T. cruzi Iest, 
dass  die fo r t l au fende  i.p. V e r i m p f u n g  eines k o n s t a n t e n  
V o l u m e n s  m i t  a b n e h m e n d e n  P a r a s i t e n z a h l e n  zu einer  ge- 
r ingeren  I n f e k t i o s i t ~ t  und  P a t h o g e n i t / i t  f i ihrt ,  als w e n n  
m a n  das  V o l u m e n  der  I I Iokula  z u s a m m e n  m i t  der  
Pa ras i t e i i zah l  ve rminde r t .  Unsere  Me thode  eigiiet  sich fiir 
alle F~ille, in  d e n e n  ein enger  Dos i s ras te r  a n g e b r a c h t  er- 
scheint .  W a s  T r y p a n o s o m e n  an lang t ,  l i n d e n  sich viele 
Beispiele  bei BAKER 6 u n d  I4:RAMPITZ u n d  DISKO 2. E i n  
Vorzug  der  Me thode  der  O r g a n i s m e n - ~ b e r t r a g u i i g  m i t  
Hilfe des <dnversen Dreisatzes~> ist  auch  die U m g e h u n g  
voii  P ipe t t i e r f eh l e rn  au fg rund  des ,Feh l e r fo r t p f l anzungs -  
gesetzes,> (LORENZT' S). 

Rdsumd. A l ' a ide  d ' u n  exemple ,  les au t eu r s  exposen t  en  
d6tai l  une  m 6 t h o d e  p e r m e t t a n t  d ' o b s e r v e r  fac i l ement  le 
t r a n s p o r t  de mic roorgan i smes  d 6 n o m b r a b l e s  ou de pa r t i -  
cules quelconques ,  en n o m b r e  et  vo lume  d6sir6s. Cet te  
m6thode ,  r e p o s a n t  sur  le p r inc ipe  de la r6gle de 3 inverse,  
ne  p e u t  ~tre employ6e  que si l ' on  a 6 tab l i  au  pr6alable  des 
cond i t ions  de suspens ion  s table .  Elle conv ien t  t r6s b ien  
aussi  a u x  pr61iminaires d ' exp6r iences  microbiologiques .  
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The  S y m p o s i u m  will be  conce rned  w i th  D y n a m i c  Studies  
w i t h  Rad io i so topes  in Clinical  Medicine  a n d  Research .  
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Th i s  congress  will  be  o rgan ized  u n d e r  t he  sponsorsh ip  of mi t t ee ,  I n s t i t u t e  of Phys io logy,  B o u l e v a r d  1 Mai No. 11, 
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