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either Sigma Chemical Co. or Worthington Biochemical
Corp. A microliter of freshly reconstituted FLE on a
microslide gives at room temperature an endogenous
activity below the noise of the photomultiplier at
— 900 V — which we calculate to be equivalent to 3 X 104 g
sec—1, It is not necessary, therefore, to reduce further the
endogenous activity by allowing the preparation to age
at room temperature or by adding apyrase!2.
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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.
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Figure 2 shows a typical standard curve. A light unit is
equivalent to 3x10* q sec. It is clear from the curve
that the technique is sensitive enough to detect 10-13 g
ATP.

Aside from its high sensitivity, the technique has
virtue in that it is rapid, direct, uncomplicated and
economical in the use of reagents?®.

Résumé. Un essai sur lamelle porte-objet a été mis au
point pour la détermination quantitative du triphosphate
d’adénosine. Il s’agit d’une modification de la réaction
bien connue entre la luciférine et la luciférase derivées de
la luciole. Cet essai permet de déceler des quantités
minuscules de I’ATP pouvant atteindre 10-1% g,
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Eine quantitative Methode zur zahl- und volumenregulierten Ubertragung von Mikroorganismen

in Suspensionsmedien!

Es ist allgemein iiblich, Medien mit leicht quantitativ
bestimmbaren Mikroorganismen oder anderen lebenden
Zellen nach der Methode dekadisch-logarithmischer
Stufung zu verdiinnen und dann in Versuchstiere oder
leblose Triger- und Vermehrungsmedien zu iiberfiithren.
Auf diese Weise ist etwa bei infektidsen Agentien die
Bestimmung einer 1Dy, oder LDy, fiir eine Versuchs-
tierart mit hinldnglicher Genauigkeit zu ermitteln.
Zahlenmissige Exaktheit ist dabei allerdings nur ent-
sprechend der relativ grossen Stufen des dekadischen
logarithmischen Systems zu erreichen. Im folgenden soll
auf die Méglichkeit hingewiesen werden, mit Hilfe eines

«inversen Dreisatzes» gebrochene Exponenten rechne-
risch und technisch zu umgehen, wenn in Sonderféllen
ein engerer Verdiinnungsraster wiinschenswert ist. Dabei
besteht ferner die Moglichkeit, Volumenexaktheit und
-konstanz des Inokulums zu beriicksichtigen. Die Methode
stellt eine einfache Handhabe der Berechnung und
Ubertragung beliebiger Zahlen von Mikropartikeln in be-
liebigen Inokulationsvolumina dar, so dass iiber beide

1 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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Grossen wunschweise frei verfiigt werden kann. Die
Methode wurde bei Tierexperimenten mit T»ypanosoma
cruzt entwickelt (Disko und Krampirz?). Vorbedingung
fiir jhre Anwendbarkeit ist die hinreichende Stabilitdt des
grobdispersen Systems, die gegebenenfalls mit geeigneten
Mitteln gewahrleistet werden muss. Bei Blutparasiten ist
die Suspensionsstabilitit bei raschem Arbeiten zwar an-
nihernd befriedigend gegeben, zusatzliche Hilfe durch
Schiitteln und Riihren der jeweiligen Suspensionsstufe ist
jedoch zu empichlen.

Praktische Durchfithrung. An Hand eines einfachen Bei-
spiels soll eine allgemeingiiltige Beziehung abgeleitet und
formelmissig dargestellt werden. Die Zahl der Emp-
fingertiere fiir die Titrationsreihe innerhalb eines Infek-
tionsversuches besteht aus 5 Miusegruppen zu je 7
Tieren (Z,;). Jedes dieser Tiere soll eine definierte Trypa-
nosomenzahl in einem definierten, hier in allen Gruppen
gleichen Inokulationsvolumen (zum Beispiel 0,25 ml) er-
halten.

Tabelle I. Zahlenbeispiele fiir 3 gestufte Organismen-Dosen

Gruppe Organismenzahl-10%/Tier Organismenzahl-108/7 Tiere
I 1,00 7,00
15 0,70 4,90
111 0,40 2,80
v 0,10 0,70
v 0,50 0,35
235 = 15,75
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geteilt. Die Verdiinnung mit einem geeigneten, bei
Trypanosomen am besten phosphatgepufferten isotoni-
schen Medium folgt fiinfmal dem folgenden Berechnungs-
schema, einem inversen Dreisatz (am Beispiel der Gruppe
I: 1x10% Trypanosomen/Tier):

9,6.108% Organismen/0,25 ml sind in 0,25 ml enthalten
1,0.108 Organismen/0,25 ml sind in  x ml enthalten

Die Gesamt-Inokulationsmenge, die - gleichmissige
Mischung vorausgesetzt — pro 0,25 ml 1,0 > 108 Trypano-
somen enthdlt, betrigt 2,40 ml. Erforderlich sind fiir je
7 Tiere nur 7X 0,25 ml = 1,75 ml. Von der Gesamtfliissig-
keitsmenge werden die 0,25 ml Nativblut wieder sub-
trahiert: 2,40 ml Gesamtvolumen — 0,25 ml Blut =
2,15 ml Verdiinnungslosung. Das Ergebnis wiirde also fiir
die ersten drei Dosisstufen lauten:

Tabelle II. Am Beispiel von drei Dosen berechnetes crforderliches
Verdunnungsmedium

Gruppe Gewiinschte Jeweilige Zugabe von
organismendosis - 108/ Tier ml Verdunnungsmedium
zu 0,25 ml Nativblut
1 1,0 2,15
II 0,7 3,18
111 0,4 5,75

Arbeits- und Rechenvoraussetzung. Die dem gewiinschten
Inokulationsvolumen 17; gleiche Blutmenge "5 (im Bei-
spiel 17, ~ I'p ~ 0,25 ml) muss mehr Trypanosomen ent-
halten als fur die die meisten Trypanosomen erfordernde
Gruppe (im Beispiel Gruppe 1: 7 < 108 Tryp.) nétig sind:

Zeg(zyn-Zro
(g

Als Spender werden daher Tiere mit starker Parasitimie
bendtigt, wie sie sich in der Regel im Finalstadium der
Infektion ergeben. Beim WBH-Stamm von T. cruzi kon-
nen zwei ausgewachsene Miuse als Spendertiere auf dem
Hohepunkt der Parasitimie wenigsten je 1,0 ml Blut
liefern, wenn sie durch Herzpunktion oder der von uns
bevorzugten Methode nach HALPERN und Pacaup? ent-
blutet werden. Bei direkter Zahlung der Trypanosomen in
der von MUHLPFORDT* (1964) vorgeschlagenen Weise
liefern die beiden Spendertiere zum Beispiel insgesamt
76,80 x 108 Trypanosomen. Bei der Zahlung ist durch
mehrfache Wiederholung darauf zu achten, dass der sub-
jektive oder durch die Methode bedingte Fehler moglichst
niedrig gehalten wird. — Es werde ein Ausgangsvolumen
von 2,0 ml parasitenhaltigen Blutes angenommen, weil
sich damit einfach rechnen lidsst. In 0,25 ml dieser Blut-
menge ist der 8. Teil der Mikroorganismen enthalten:

76,80
002 _960;
L = 9,60;

Es enthalten also 0,25 ml des Nativblutes der Spender
9,6 X 108 Parasiten. Zur Herstellung einer Titrationsreihe
wird das Ausgangsmaterial in Mengen von jeweils 0,25 ml
entsprechend den 5 Empfingergruppen in 5 Gefisse auf-

Demnach ldsst sich eine Mikroorganismen-Suspension
S =~ x'(ml) mit einer gewiinschten (Trypanosomen)-Zahl
Zyp pro Inokulum und gewiinschtem Inokulationsvolumen
V ;. nach der folgenden I'ormel berechnen:

v
S - I{ T8 [ml]
ZTI
v 7
S=Vep+- 2B g [l
Zpr

wobei gelten muss:
Zrg (>,) n-Zp;
g (V1) Vp=T7)

Die zur Verdiinnung des parasitenhaltigen Blutes er-
forderliche Fliissigkeitsmenge Vp; errechnet sich somit
nach der Beziehung:

Die Subtraktion von ¥V p kann vernachlissigt werden,
wenn Vp; gegenitber Vg sehr gross ist. Innerhalb einer

2 R. Disko und H. E. Krampirz, Z. Parasitenk. 32, 11 (1969).

3 B. N. Harper~ und A. Pacaup, C. r. Séanc. Soc. Biol. 745, 1465
(1951).

4 H. MOHLPFORDT, Z. Tropenmed. Parasit. 75, 145 (1964).
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Verdiinnungsreihe bleibt der Zihler des Quotienten
(V;-Z7p) konstant:

k
Zrr

(—=Vpg [ml],

was die Rechenarbeit vereinfacht.
Die Abkiirzungen lassen sich wie folgt erkliren:

S (=¥) gesamte Organismensuspension [ml] nach Verdiin-
nung des Blutes;

Vp(aVy) = Vg, dem gewinschten Inokulationsvolumen
(V) gleiches Nativblut-Volumen [ml];

Vi(=Vg) = Viokuium: gewinschtes Inokulationsvolumen
pro Tier [ml];

Zyrg Organismenzahl (Trypanosomen) in Vp;

Zorr gewiinschte Organismenzahl im Einzelinokulum
Vi)

n: Tierzahl der Gruppe, fiir welche die meisten Mikro-

organismen erforderlich sind.

Diskussion. Das Verfahren, das einen gewissen Bezug
zu Verdiinnungsproblemen in der Chemie besitzt, wird am
Beispiel der Ubertragung von Trypanosomen erldutert.
Es scheint besonders geeignet zur dosisregulierten Uber-
tragung extrazelluldr gelagerter, zahlenmissig direkt er-
fagssbarer Blutparasiten oder anderer isoliert suspen-
dierter Zellen. Bei zu grosser Organismenzahl im Aus-
gangsmaterial wie es vor allem bei in-vitro-Vermehrungen
von Bakterien und Viren der Fall sein kann, wird bei
unserer Methode das érforderliche Verdiinnungsvolumen
zu gross. Auch ist die fortlaufende volumenregulierte Ver-
diinnung in kleinen Stufen hier selten erforderlich. Sollte
sie trotzdem gewiinscht werden, miisste die Ausgangs-
suspension vorverdiinnt werden. Mann kann das nétige
Verdiinnungsvolumen bereits um die Halfte senken, wenn
man der gewiinschten Einheit des Nativmediums (zum
Beispiel 0,25 ml) die gleiche Menge (0,25 ml) Verdiinnungs-
medium zusetzt, und dem Gemisch 0,25 ml zur Verdiin-
nung entnimmt. Weiter um die Halfte lasst sich redu-
zieren, wenn man dem Ausgangsmedium die doppelte
Menge (also 0,25 Vi + 2% 0,25 Vp,;) zusetzt. Es ist also
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Verdiinnung mit ganzen Vielfachen erforderlich, die Ein-
heit wird daraus entnommen und weiter verfahren wie
bisher. Die Methode eignet sich grundsdtzlich fiir z&hl-
bare Mikropartikel in Suspensionsmedien unter der Vor-
aussetzung einer zumindest temporir gleichméssigen Ver-
teilung: geformte Blutbestandteile, Trypanosomen im
Blut, Toxoplasmen im Miuseaszites, Aufschwemmungen
von Tumorzellen und dergleichen. Die Forderung nicht
nur nach genauer Zahl- sondern auch Volumenregulation
scheint aus mehreren Griinden berechtigt. PHILIPPS®
stellt zum Beispiel bei Tierversuchen mit 7. cruzi fest,
dass die fortlaufende i.p. Verimpfung eines konstanten
Volumens mit abnehmenden Parasitenzahlen zu einer ge-
ringeren Infektiositdt und Pathogenitédt fiihrt, als wenn
man das Volumen der Inokula zusammen mit der
Parasitenzahl vermindert. Unsere Methode eignet sich fiir
alle Fille, in denen ein enger Dosisraster angebracht er-
scheint. Was Trypanosomen anlangt, finden sich viele
Beispiele bei BARER® und Krampitz und Disko? Ein
Vorzug der Methode der Organismen-Ubertragung mit
Hilfe des «inversen Dreisatzes» ist auch die Umgehung
von Pipettierfehlern aufgrund des «Fehlerfortpflanzungs-
gesetzes» (LorRENZT®).

Résumé. A 'aide d’un exemple, les auteurs exposent en
détail une méthode permettant d’observer facilement le
transport de microorganismes dénombrables ou de parti-
cules quelcongues, en nombre et volume désirés. Cette
méthode, reposant sur le principe de la régle de 3 inverse,
ne peut étre employée que sil’on a établi au préalable des
conditions de suspension stable. Elle convient trés bien
aussi aux préliminaires d’expériences microbiologiques.
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