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Testen von Antimalaria-Mitteln an
Plasmodium gallinaceum im Darm von Aedes aegypti.!

Von R, GEIGY und U, RAHM
Schweizerisches Tropeninslitul, Basel,

(Lingegangen am 4. April 1949.)

Solange es nicht moglich oder zum mindesten noch mit Schwierigkeiten ver-
bunden ist, Malaria-Plasmodien im Laboratorium auf Klemsiugern zu halten,
wird die Vogelmalaria zum Teslen und zum Kontrollicren der plasmodiziden
Wirkung verschiedener Subslanzen slels herangezogen werden miissen. All-
gemein cingefiihrt ist der Test am Warmbliiter (Hithnchen, Kanarienvogel, Reis-
fink usw., je nach Plasmodienarti, Dagegen ist unseres Wissens erst in den
lelzten Jahren damit begonnen worden, die Wirkung solcher Substanzen auch
am sexuellen Zyvklus des Plasmodiums in der Miicke auszuprobieren (lerzian
1947, Johnson und Akins TH8, Whitmaen 1948). Wir haben uns in der letzlen
Zeit ehentalls mit der Ausarbeilung eines solchen Miickenlestes hefaBt und geben
Lier die ersten, an Plasmodinm gallinacenm erziellen Resullale bhekannt, Aedes
aegypli infiziert sich zu durchschnittlich 95% an gamelentragenden Hithnehen.

Zeitlich und rdumlich kann der Wirkungshereich des Miickentestes [olgender-
malien abgesteckt werden, Die Extlagellation der Mikrogamelten, die Befruchtung
der Makro- durch die Mikrogamelen und die daraus resullierende Qokinelen-
bildung findel bei konstanten Versuchsbedingungen (Temperatur 26° C. relative
Luftfeuchtigkeit 837,) innerhalb der ersten 12 Stunden statt, die auf die infi-
zierende Blutmahlzeil folgen, Bald darauf entstenen in der Darmwand die ersten
Sporocysten und werden vom 4. Tage an als solche deutlich erkennbar, Am 9.
und 10, Tag haben die Cysten ihre Endreife erreicht, plalzen auf und lassen die
Sporozoilen in die Leibeshdhle ausschwirmen, Vom 10, Tag an dringen die
Sichelkeime in die Speicheldriisen ein, und man kann vom 12, Tag an mil Sicher-
heil damit rechnen, dali diese Organe infiziert und dafl simUiche Darmeysten
geplatzt sind, I's gibl theorelisch vier Moglichkeilen, den Malaria-Parasiten mit
den zu leslenden Milteln in Kontakt zu bringen:

1. die Gameten und Ookineten im Darmlumen;

2. die Entwicklungsstadien der Sporozoiten in «len an der Aullenseite der
Darmwand sitzenden Gysten;

3. die schwiirmenden Sichelkeime in der Himolymphe der Miicke, und

4. dic in den Speicheldriisen fesligeselzten Sporozoilen,

Zu Punkt 3 ist zu sagen, daB diese «Schwiirmzeil» elwas kurz ist, so dal} es tech-
nisch schwierig ist, die Keime withrend der wenigen Stunden, wo sie sich in der
Hamolymphe zwischen der Darmwand und den Speicheidriisen aufhallen, zu
treffen und gegebenenfalls die Speicheldriiseninfeklion einwandfrei zu verhin-
dern, Wir haben uns deshalb dieser an sich sehr interessanten Frage bis jelzt
noch nicht besonders gewidmel. Ebensowenig haben wir Punkt 4 abgeklirt, ob
es niimlich maoglich ist, die in den Drisenzellen sitzenden Sichelkeime mit einem
Antimalaria-Mittel, das in den Miickendarm eingegeben wird, Giberhaupt zu cr-
reichen. Es soll deshalb hier ausschlielilich iiber die Anwendung der Methode
auf Punkt 1 und 2 berichtet werden.

Das Prinzip des Testes besteht darin, dall man die zu untersuchende Substanz
in den Miickendarm eingibt, Die Weibehen von Aedes aegypli erndhren sich in
erster Linie von Blul; dieses wird durch den Riissel aufgesaugt und gelangl via

' Ermoglicht durch Arbeitsheschaffungskredite «es Bundes,
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Oesophag und Proventrikel direkt in den Milteldarm. Zwischen den Blutmahl-
zeiten nehmen die Weibchen aber auch gerne siifie I'liissigkeiten wie Bliiten-
neklar, Zuckerwasser, Honigsaft usw. auf, Diese gelangen aber bekanntlich nicht
direkt in den Milleldarm, sondern werden zuerst voriibergehend im ventral in
den Oecsophag miindenden unpaaren Blindsack, dem sogenannten Vormagen
oder Kropf, gespeichert. Die Resorption des Honigsaftes erfolgt erst spiiler im
AMitteldarm. Von diesen Vorausselzungen ausgehend, konnten wir nun die folgen-
den beiden Testlmethoden ausarbeiten,

1. Einwirkung von Substanzen auf Gameten und Ookineten im Darmiumen.

Die Testsubstanz wird in einem besltimmlen Prozentsalz einem Quanlum
Honigwasser beigegeben und dieser sogenannte Testsafl einer gréoBeren Anzahl
frischgeschliipfter Aedes-Weibchen nach einer ca. 48stiindigen Hungerperiode
angebolen, Wihrend 2 Tagen lifit man den Miicken Gelegenheit, den Saft auf-
zunehmen, was sie auch alle ausnahmslos tun®, Is folgl dann eine zweiligige
Hungerperiode, withrend welcher der Teslsaft aus dem Kropf in den Mitteldarm
gelangt und dorl zum Teil resorbiert wird. Sodann werden die Miicken auf ein
ca. dreiwdchiges Kiicken gebracht, das seil 9—12 Tagen mil Plesmodium gelli-
noceum infiziert ist und somif, wie eine gleichzeilige Blutkontrolle unter dem
Mikroskop beslitigl, in vielen Erythrocyten Mikro- und Makrogametoceyten
fuhrt, Alle Weibchen, die Blut aufgenommen haben, werden nun ahgesondert in
eiriem groBen Lampenglas gehalten, wo ithnen noclh gewohuliches Honigwasser
geboten wird. Nach 7 weiteren Tagen, also nach einer Zeil, wo sich sicher siiml-
liche Cysten gebildet haben miissen, erfolgt die Autopsie, Im Gegensalz zu Ter-
zian (1947) und Johnson und Akins (1948). von denen sich der erste offenbar
darauf beschriinkte, Miickenemulsionen mikroskopisch auf ihren Sporozoiten-
gehalt bzw. scrologiseh auf ihe Infektionsvermogen bheim Hihnchen zu priifen,
wihrend die zweiten Autoren auf die mikroskopische Konlrolle der Speichel-
driisen abstellten, haben wir —— wohl dihnlich wie Whitmen (1948) — der in-
dividuellen Kontrolle der einzelnen Miickenddrme den Vorzug gedgeben. Der
Darm wird in Ringerscher Losung fir Insekten heravspripariert und mit der
Rollmethode sorgtialtig aut Cystenbefall durchsucht Besitzt die zu priifende
Substanz plasmodizide Wirkung, so konnten sich die mit dem Blut aufge-
nommenecn Gamelen, die sich im Mitleldarm mit dem Testsaft mischien, nichl
weiterentwickeln; die Ookineten- und Cyslenbildung unterblieb infolgedessen.
Ist dagegen die Subslanz nur schwach wirksam, so finden sich nur bei einem
bestimmten Prozentsatz der Darme Cysten in reduzierter bzw. in normaler
Zahl; ist die Subslanz unwirksam, so ergibt sich normaler Cystenbefall bei
mindestens 95% der Versuchsmiicken.

In der Tabelle sind einige wenige Beispicle der von uns erhaltenen Resultate
aufgefiihrt, lediglich um das Prinzip des Testes zu zeigen, Im Bestreben, eine
Basis flir das Testen neuer Priaparate zu erhalten, haben wir zuniichst hekannle
Malariamiltel wie Paludrin (in 2 Varianten) und Atebrin auf ihre Wirksamkeit
im Miickendarm gelestet, Die Konzentrationen warden variiert, um cinerseils die
unterste Grenze der Wirksamkeit zu ermitlein. andererseils um festzustellen. ob
das Miltel bei hoheren Konzentrationen auf die Miicke toxisch wirkl, was, wic
das Alebrin zeigt, der Fall sein kann. Es erwies sich, dall das Paludrin, das ja

* Den objektiven Nachwels der Aufnahme des Honigsaftes bzw. des Anli-
malariamittels haben wir dadurch erbringen konnen, dafl wir diesem besondere
I'arbstoffe beimischten, welche uns im Miickenkérper den jeweiligen Standorl
des Testsafles erkennen lieen.
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ftir seine gule Wirkung auf den extraerythroeytiren Teil des Plasmodienzyklus
im Menschen bekannt ist, in relaliv sehr geringen Dosen auch die Stadien von
Plasmodium gallincceum im Miickendarm abldtet, Fast ebenso wirksam zeigte
sich das Atebrin,

Unter den hier aufgefiihrten Subslanzen, die auf ihre plasmodizide Wirkung
untersucht wurden, war das Priparat I, ihnlich wie das Atebrin, in hdéheren
Konzentrationen fiir die Miicken toxisch; allerdings erst von einer Dosis von
6,66% an, wihrenddem Atebrin schon in 10mal schwiicherer Konzentralion
toxisch wirkt. Im tbrigen zeigen die Préparate 1 und II gule Wirkung, indem
sie beide noch bei 1,81 bzw, 1,66% die Cystenbildung giinzlich verhindern, Aller-
dings erreichen sie noch nicht die mit Paludrin und Atebrin gewonnencn Re-
sultate. Die Priparate 11I und IV sind prakiisch unwirksam,

davon
. mit mehr
Konzentration:| Anzahl der |oder weniger : Infizierte
Testsubstanz Mittel in sezierten Cysten (d.h. ohne jede Miicken
Ilonigwasser Miicken ungeniigend Cyste (d. h. 0
oder nicht wirksam) L
wirksam)
) 0,66 % 14 0 14 0
Paludrin 0,18% 13 0 13 0
A 0,09% 10 0 10 0
0,04 %, 9 1 D 44
Paludrin 0,18% 11 0 11 0
B 0,09% 10 2 8 20
0.66% Toxisch fiir die Miicken, simtliche eingegangen
Atebrin 0,189 14 1 10 14
0.099, 12 0 12 0
6.66% Toxisch fir die Miicken, simtliche eingegangen
A L
Prapsiat 1,007 8 0 8 0
I 1,819 18 0 18 0
0,95% 14 13 1 92,5
0,49 % 10 10 0 100
2,009 6 0 6 0
Priparat 1.66% 10 0 10 0
1T 0,90% 5 1 1 80
0,909, 15 11 1 73
T 2,00% 13 10 3 76
‘111)1 0,90% 14 11 3 78
0.90% 12 10 P 83
. 2,00% 13 13 0 100
Pralp‘?fa‘ 0.80% 14 13 1 92
0,36% 10 10 0 100

2. Eimwirkung von Substanzen auf die Darmecysten,

Um nun feslzustellen, ob bereits gebildete Darmeysten durch Antimalarin-
miltel abgetdltel werden kénnen, mubBle die cben beschriebene Methode etwas
variiert werden, Die Miickenweibchen erhallen in diesem Fall zuerst die in-

1%



Abb, 1. Abb. 2.

Normale Sporocyste am 9. Tag nach der Reife geplalzte Cyste.
Blutmahlzeit, VergroBerung 1125 X, VergriBerung 1125 X.

Abb. 3. Abb. 4.

Cysten am 9. Tag nach der infizierenden Blulmahlzeit durch Paludrin gehemmt.

Mikrophotographie 10 Tage spiiter. Mikrophotographie 14 Tage spiler,
VergroBerung 1125 X. Vergrolerung 1125 X.
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fizierende Blulmahlzeit am Hithnehen Sodann hill man sie withrend 4 Tagen
bei Honigwasser und 1i6t dann eine zweitdgige Hungerperiode folgen, Nach
diesen 6 Tagen, d. h, wenn die Cysten bereits gehildel sind, wird der Teslsaft
verabfolgtl, und einige Tage spiter kann dann in verschiedenen Zeitabstinden
aulopsierl werden, um eine allfdllice Wirkung aut die Cysten festzustellen. Wir
mochlen hier lediglich auf einige mit Paludrin erzielle Resultate hinweisen, aus
denen eine deulliche Wirkung auf die Cysten hervorgeht.

LaBt man 8 Tage nach der infizierenden Blulmahlzeit Paludrin in Honig-
wasser auf die Darmwand cinwirken, so werden die Cysten offensichtlich in
ihrem Wachstum gehemmt, Aulopsiert man niimlich solche Miicken 6 Tage
spitter, d. h, 14 Tage nach der Blutmahlzeil, also zu einem Zeitpunkt, wo hereils
alle Cysten geplatzt und enlleert sein sollten, so findel man die Dirnwe immer
noch mit Cysten mittlerer Grolle besetzi.

Erfolgt die Wirkung des Paludrins aul die Darmwand am 9. Tag nach der
infizierenden Blutmahlzeil, und autopsiert man 10 Tage spiiler, so erhilt man
elwas gréBere Cysten als im Fall vorher, denn sie konnlen sich um cinen ganzen
Tag langer entwickeln, bevor sie durch das Paludrin gehemm! wurden, Sie sind
aber dann ebenso griandlich blockiert worden, konnten weder heranreifen noch
platzen und zeigen cinen granulds-durchscheinenden Inhalt (Abb. 3) Im histo-
logischen Bild erkennt man, daf sich die Keimanlagen der Sporozoiten in den
Cysten enlweder in voller Degeneration befinden oder sich bereils zu einer
indifferenten granuldosen Masse aufgeldsl haben,

Autopsierlt man gleich behandelte Dirme statt nach 10 nach 14 Tagen, so
stellt man fest, daly der granuldse Cysteninhalt briunlich-undurchsichtig gewor-
den ist und sich kKlumpig zusammenballl, Die Cystenwand ist merklich diinner
geworden, sie reilbt nun leichl auf und entleert den abgestorbenen Inhall (Abb. 4).

Dieses Resultat ist sehir konstant und zeigt, dafl Paludrin nicht nur die Ga-
meben und OQokinelen im Darmlumen treffen kann, sondern auch die Bildungs-
slitlte der Sporozoilen in den Cysten. Diese werden zuniichst in ihrer Entwick-
lung gehemmlt und sterben dann ab.

Abschliclend kann festgestellt werden, dald diesem Malariatest im Micken-
darm zweifellos praktische Bedeulung zukommlt, Er bildet, wie wir mehrmals
feststellen konnten, eine wertvolle Erginzung zum entsprechenden Test am
Warmbliiter. Er kann an ecinem leicht zu beschaffendien Material (Aedes) und
an ciner groflen Anzahl von Individuen durchgeliihrt werden, so dafl man
slalistisch gut verwertbare Zahlen erhilt, Der Entscheid iber Wirksamkeit oder
Unwirksamkeit ist leichl und einwandirei zu fillen, indem im crsten Fall die
Cysten entweder tberhauptl nicht gebildet werden (Methode 1) oder nach Hem-
mung degenerieren (Methode 2}, im anderen Fall normal ausgebildel sind, Der
Test bietet aullerdem die Moglichkeil, den Hauptteil der sexuellen Phase des
Plasmodiums und die Vorstufen des Sporozoiten pharmakologisch zu erfassen,
was im Hinblick auf die fiir die Malariaprophylaxe so wichtige priterythroceytiire
Phase von Bedeulung sein kann,
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