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Schweizerisches Tropeninstitut Basel.
Zoologische Anstalt der Universität Basel.

Analyse de*. Infektionsverlaufes von Plasmodium
gallinaceum im Darme von Aedes aegypti.

Von Harro Stoiiler.
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I. Einleitung.
1. Fragestellung.

Immer wieder wird bei der Sektion von Anophelen, die mit menschlichen
Plasmodien infiziert sind, die Beobachtung gemacht, daß der hintere Teil des

«Magens» in auffälliger Weise stärker mit Oocysten besetzt ist als der vordere.
Huff (1934) und Shute (1938) gingen der Frage nach und kamen zum Schlüsse,
daß diese unterschiedliche Verteilung zurückzuführen ist auf den Umstand,
daß das aufgenommene Blut im Darm coaguliert und sich in Serum und
Erythrocyten scheidet. Bei der normalen Buhestellung nach dem Savigakt (senkrecht,

Kopf aufwärts an der Wand) sinken die verklumpten Erythrocyten und
damit auch die Gametocyten ab und sammeln sich im hintern Mitteldarmteit.
Die entstehenden Ookineten dringen auf dem kürzesten Wege. d. h. ebenfalls
im hintern Abschnitt, in die Darmwand ein und wachsen zu Oocysten heran.
Diese Erklärung ist sehr einleuchtend, doch wurde dabei nicht berücksichtigt,
daß die meisten Insekten, so auch Anophelen und Culiciden, eine peritrophische
Membran (PM) besitzen. Diese umschließt nach dem Saugen das aufgenommene
Blut. Die Frage drängt sich nun auf, ob und in welcher Weise die PM den Weg
der Ookineten vom Darmlumcn bis in die Darmwand beeinflussen kann. Daß
diesem Punkt besondere Bedeutung zukommt, beweisen Beobachtungen bei
andern Überträgern, wo sich die Krankheitserreger auch in irgendeiner Wei'e
mit dem durch die PM gegebenen Hindernis auseinandersetzen müssen. Flier
sei nur an die Verhältnisse bei der Trypanosomen-Übertragung durch die Tsetse-
Fliegen (Hoare 1931), der Leishmania-Infektion von Phlebotomen (Feng 1951)
und der Wanderung der Onchocerca-Wurmlarven in Simulium (Lewis 1953)
erinnert. Für Details sei auf die betreffenden Beschreibungen in Geigy & Herb'G
(1955) verwiesen. Ferner lassen Beobachtungen an virusüberlragenden Aedes

aegypti (Hurlbut 1951 und McLean 1953 + 1955) die Vermutung zu. daß die
PM sogar für Viren ein Hindernis darstellt.

Solche Fälle, bei denen die «Barrierefunktion» der PM erkannt worden ist,
gaben Anlaß zu entsprechenden Untersuchungen über die Plasmodieninf'eklion
bei Stechmücken. Unsere Fragen lassen sich also folgendermaßen formulieren:

Wie wird die PM gebildet? Stellt sie der Wanderung der Ookineten vom
Lumen in die Darmwand ein Hindernis entgegen, d. h.. ist die Membran durchlässig

oder wird sie umgangen? Eingeschlossen in dieses Problem ist auch der
zeitliche Ablauf der Ookineten- und Cystenbildung, die Art des Durchtrittes der
Ookineten durch die Darmwand. sowie die Beobachtung der ersten Phase der
Kernteilungen in der jungen Cyste.

Für unsere Versuche wurden Plasmodium gallinaceum und Aedes aegypti
verwendet, obwohl Shute festgestellt hatte, daß bei dieser Mückenart die
einseitige Cystenverteilung nicht in demselben Maße auftritt wie bei Anophelen.
Verschiedene Gründe bewogen dazu. Erstens stand in Basel keine menschliche
Malaria zur Verfügung. Zweitens kann die Prüfung der Frage, ob die PM für
Ookineten durchlässig sei. ebensogut an Aedes gemacht werden, und zudem
bestand die Möglichkeit, nachzuprüfen, ob die Scheidung in Serum und
Erythrocyten. wie sie von Shute bei Anopheles maculipennis festgestellt wurde,
tatsächlich das verantwortliche Agens sei für die Konzentration der Cysten auf
dem hintern Darmabschnitt. Im weitern konnten die etwas anders gearteten
Verhältnisse bei Aedes, die von Shute nur gestreift wurden, weiter abgeklärt
werden.

Diese Arbeit entstand im Schweizerischen Tropeninstilut in Basef avif
Anregung und unter der Leitung von Herrn Prof. B. Geigy, und ich möchte nicht
verteilten, an dieser Stelle meinem geehrten Lehrer meinen besten Dank
auszusprechen für die stete Hilfsbereitschaft, die umsichtige Beratung sowie auch für
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die Erlaubnis, die Klimaräume und alle übrigen Einrichtungen und Materialquellen

des Institutes benützen zu dürfen.
F"erner bin ich Herrn Dr. W. Huber, Bern, für die wertvolle Unterstützung

bei der elektronenoptischen Untersuchung der peritrophischen Membran und
nicht zuletzt meinen Eltern und meiner Braut Hedy Frey zu herzlichem Dank
verpflichtet.

2. Material.

Die in dieser Arbeit verwendeten Aedes aegypti L. stammen aus Leopoldville
(Belgisch-Kongo) und werden seit 1945 am Tropeninstitut mit Erfolg gehalten.
Über die Zuchtmethoden finden sich bei Gander 11951) und Geigy & Herbig
(1955, S. 119) ausführliche Angaben.

Plasmodium gallinaceum Brumpt wird seit 1948 am Tropeninstitut auf
Gallus gallus L. (weiße Leghornrasse) gehalten, und zwar in regelmäßigem
Turnus auch in cyklischen Passagen über die Mücke, um Degenerationserscheinungen

zu vermeiden. Bei Freyvogel (1956) werden diese Fragen eingehend
behandelt.

Auf die für die verschiedenen Untersuchungen angewandte Technik wird in
den einzelnen Kapiteln eingegangen.

II. Morphologie und Histologie des Darines von Aedes aegypti
unter besonderer Berücksichtigung der Bildung und Beschaffenheit

der peritrophischen Membran.

/. Darmtrakt.

Das Verdannngssystem von Culiciden ist schon oll beschrieben
worden (siehe z. B. Geigy & Herbig 1955 S. 26 ff.), so daß wir uns
hier darauf beschränken können, eine kurze Übersicht zu geben,
die zum Verständnis der folgenden Ausführungen notwendig ist.

Der Darmkanal der weiblichen Aedes aegypti besteht aus einem
einfachen, gestrecklen Rohr und zerfällt in Vorder-, Mittel- und
Enddarm.

Der Vorderdarm funktioniert im Kopfgebiet als Saugpumpe. Im
Thorax bildet der Oesophag eine im Gegensatz zum larvalen
Zustand schwach ausgebildete Invagination (Valvula cardiaca) und
ist kombiniert mit dem Cardiacalsphincter, der den Zugang zum
Mitteldarm verscbließen kann. Unmittelbar vor dieser Valvula
zweigen dorsal zwei kleine Blindsäcke ab, während sich ventral
der Oesophag zu einem großen, dünnwandigen Divertikel
ausbuchtet, das bis weit in das Abdomen hineinreicht. Diese oeso-
phagalen Blindsäcke sind meist mit Luftblasen gefüllt. Der
unpaare dient ausschließlich zur Aufnahme von Wasser und Zucker
saften, welche die einzige Nahrung der Männchen bildet und auch
von den Weibchen neben Blut aufgenommen werden.

Der Mitteldarm beginnt an der Valvula cardiaca, endet an der
Einmündungssteile der fünf Malpighischen Gefäße und zerfällt in
zwei Abschnitte. Der den Thorax durchziehende, enge Teil des
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Mitteldarmes dient nicht zur Speicherimg, diese beschränk! sich
auf den abdominalen Abschnitt desselben. Dieser hintere erweiterte

Abschnitt, oft auch Magern genannt, zeig! eine beachtliche
Dehnbarkeit und nimmt im gelullten Zustand eine ovoide Form
an. Am Übergang zum Enddarm liegt der Pylorussphincter. Wenn
dieser geschlossen ist, gelangen nur die Ausscheidungsprodukte
der hinter diesem Sphincter einmündenden Malpighischen Gefäße
in den Enddarm, der dann über das Rectum im Aller ausmündet.

Während Vorder- und Enddarm von einer chitinösen Intima
ausgekleidet sind, fehlt diese im Mitteldarm. An ihre Stelle tritt
die peritrophische Membran, über deren Bildung noch eingehend
zu berichten ist.

Histologisch gesehen, besteht der Magen aus einer einfachen
Lage von Epithelzellen, die auf einer äußerst feinen Basalmembran
ruht. Fr ist von innern, circulären und äußern, in Längsrichtung
verlaufenden Muskelfasern, die rechtwinklig übereinander liegen,
umschlossen. Der Mitteidann, und im besonderen Maße der
Magen, ist reichlich mit Tracheen versorgt.

Je nach Funktionszustand erscheinen die Zellen des Magens
verschieden. Im leeren Darm ist das Fpithel gefaltel und setzt sich
aus säulenförmigen bis kubischen Zellen zusammen. Bei eintretender

Füllung dehnt es sich, wobei sich die Falten glätten und
die Zellen stark abflachen (vgl. Abb. 4 A). Der ovale bis runde,
große Kern der Epithelzellen, dessen Chromatinsubstanz peripher
angeordnet ist, enthält einen großen Nucleolus und liegt meist in
der dem Darmlumen zugekehrten Hälfte. Das Plasma wird von
färbbarer Granula durchsetzt, welche oft in Längsstreifen
angeordnet sind. Die abgeflachten verdauenden Zellen weisen zwischen
der Granula Vacuolen auf. Gegen das Lumen ist das Fpithel vom
Stäbchensaum begrenzt, der den ganzen Innenraum des
Mitteldarmes auskleidet.

Über den ganzen Mitteldarm verteilt finden wir Regenerationszellen,

die unter der Basalmembran liegen und sich mit fortschreitender

Differenzierung als Ersatz zwischen die vollausgebildeten
Zellen zwängen.

2. Peritrophische Membran.

a) Allgemein.

Die Fpithelzellen des M il leidarmes sind entodermalen Ursprunges

und, im Gegensatz zu Vorder- und Enddarm, nicht mit einer
Intima ausgekleidet. Bei vielen Insekten sind aber die im Darm
enthaltenen Nahrungspartikel nicht in direkter Berührung mit

Acta 'Tropica 1-1, 4. 1957 22
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dem Epithel, sondern sie werden umschlossen von einer einfachen
oder mehrschichtigen Lamelle, der peritrophischen Membran. Fs
wird oft behauptet, daß die PM die Mitteldarmzellen vor Beschädigung

und Abscheuerung durch harte oder scharfe Nahrungsteile
schützt, was allerdings für blul- und nektarsaugende Insekten
nicht zutreffen kann. Ferner lassen verschiedene Experimente
vermuten, daß die Membran bis zu einem gewissen Grade als Ultra-
filter wirkt, mit einer Porengröße, die von Insekt zu Insekt variiert.
Für die Verdauung jedoch ist sie kein Hindernis, da sie für die
Verdauungsenzyme und ihre Produkte in beiden Richtungen
durchlässig sein muß.

Nachdem die chitinöse Natur der PM eine langdiskutierte Streitfrage

war und in der älteren Literatur abgelehnt wird, gilt sie
heute als erwiesen. Ein positiver Chitintest im Mitteldarminhalt
gilt sogar als Beweis für das Vorhandensein einer PM. Der Nachweis

des Chitins erfolg! nach RICHARDS (1951) durch die Chitosan-
Jod-Probe nach van Wiselingh, wobei allerdings ein negatives
Ergebnis die Anwesenheit sehr kleiner Chitinmengen nichl
ausschließt. Eingelagert in die chitinöse Substanz und mit einem
ebensolchen Film überzogen, finden sich Proteine, die bei der
elektronenoptischen Untersuchung mit Verdauungsfermenten aufgelöst
werden müssen, um die fibröse Chitinstruktur sichtbar zu machen.

Zahlreich sind die Arbeiten über die PM bei Insekten und
widersprechend die Angaben über ihr Vorhandensein und ihre
Entstehung. Die anfängliche Verwirrung entstand daraus, daß ein
einheitlicher Bildungsmechanismus erwartet und gesucht wurde.
Es hat sich dann aber herausgestellt, daß dem nichl so ist. Heute
gibt es zwei anerkannte Entstehungstypen. Auf einen dritten, der
von den beiden anderen in verschiedener Hinsicht abweicht, sind
wir durch die vorliegenden Untersuchungen geführt worden. Ihm
wird übrigens außer dem Bildungsmodus bei Aedes auch derjenige
bei Anophelen und Simulium zugeordnet werden können, soweit
dies aus Literaturangaben anderer Autoren geschlossen werden
kann.

Zunächst sollen die beiden bereits anerkannten Typen I und II
mach Wigglesworth 1953) kurz charakterisiert werden, wobei
wir uns auch an Waterhouse (1953) anlehnen.

Die Liste der Insektenfamilien, die sich durch eine PM nach
Typ I oder II auszeichnen, geben wir möglichst vollständig, wobei
zu bemerken ist, daß die Zahl der Insektenarten mit nachgewiesener

PM ständig wächst. Es wird sogar nötig sein, daß gewisse
frühere Untersuchungen, bei welchen keine PM gefunden wurde,
auf Grund neuerer Erkenntnisse nachgeprüft werden. Speziell
Typus III isl, wie wir noch sehen werden, leicht zu übersehen,
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wenn die Untersuchung nicht im richtigen Zeitpunkt durchgeführt
wird.

Peritrophische Membran: Typ 1. Der erste Typus findet sich
bei Thysanura, Embioptera, Mallophaga, Coleoptera, Hymeno-
ptera, Mecoptera, bei einigen Familien der Lepidoptera und bei
zahlreichen Diptera (Nematocera und Orthorapha). Bei einigen
blutsaugenden Arten der letztgenannten Gruppe tritt eine
abweichende Bildung auf, die später diskutiert wird.

Die Membran besteht in diesen Fällen aus mehreren dünnen,
unabhängigen oder doch nur locker verbundenen konzentrischen
Lamellen. Sie entsteht durch Ausscheidung und periodische Dela-
mination aus dem Epithel des Mitteldarmes. Diese Zellen besitzen
gewöhnlich einen Stäbchensaum, und jede neue Schicht der Membran

bildet sich an dessen Grunde und wird durch die fortgesetzte
Sekretausscheidung abgehoben und losgelöst. Oft zeigen die frisch-
gebildeten Lamellen, wenn sie gefärbt werden, polygonale Flächen,
die den Zelloberflächen entsprechen, von denen sie abgelagert wurden.

Solche Membranlamellen werden bei Zygopterennymphen bis
zu 5 und bei Larven von Bienen und WTespen bis zu 6 im Tag
gebildet. Die im Darm enthaltene Nahrung kann also von einer Mehrzahl

von Schichten eingehüllt sein.
Peritrophische Membran: Typ II. Den zweiten Typus finden

wir bei Dermaptera (Ohrwürmer), einigen Familien der Lepidoptera,

bei vielen Dipterenlarven und bei adulten Cyclorrapha. Hier
besteht die PM aus einer einzigen einheitlichen Schicht. Sie wird in
viskoser Form von einer ringförmig angeordneten Zellgruppe des
Proventrikels tun Übergang von Oesophag und Mitteldarm
abgegeben. Eine gutentwickelte, oft komplexe oesophagale Invagination

ist charakteristisch für Insekten, die eine Membran vom
zweiten Typ bilden. Allerdings kommt eine solche Einstülpung
auch bei Insekten ohne Membran vor sowie auch bei solchen, die
den Typ I produzieren.

Diese Invagination ist nun so gebaut, daß sie als Presse auf die
viskose Flüssigkeit wirken kann, die vom innern Zellpolster
abgeschieden wird. Sie kann auch die verfestigte Membran mit einem
System von Muskeln und Zähnchen nach hinten schieben. Die
PM dieses zweiten Typs wird kontinuierlich gebildet und besitzt
auf ihrer ganzen Länge dieselbe Lumenweite. Wo Divertikel des

Milteldarmes bestehen, überbrückt sie diese, ohne einzudringen.
Durch den ständigen Zuwachs an der Bildimgsstelle kann die
Membran eine Länge erreichen, die über den Mittel- bis weit in den
Enddarm reicht und bei den Stechmückcnlarven gelegentlich als

ungebrochene Röhre aus dem Anus hervorragt. Die Intima des

Enddarmes trägt oft nach hinten gerichtete Zähnchen, die dazu
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beilragen, die PM nach hinten zu ziehen oder auch zu zerreißen.
Die Bildungsgeschwindigkeii wird offensichtlich durch Nahrungsaufnahme

gefördert und kann bis zu 6 mm in der Stunde betragen
(Waterhouse 1954).

Es existierl auch eine Kombination dieser beiden Entstehungs-
lypen. Bei Calotermes, Bombyx mori, Tineola, Polish's, Apis und
weiteren Insekten wurde eine PM doppellen Ursprungs gefunden,
indem sich einerseits an der Invagination die slrumpfartige»
Membran bildet, während andererseits im hinteren Teil des Mittel-
darmes noch Lamellen als Epilhelausscheidungen zugefügt werden.

1)) Peritrophische Membran bei Aedes aegypti.

Der Kern dieser Arbeil bildete die Frage nach dem Weg der
Ookinelen aus dem Darmlinnen in die Wand. Wie wir aus vereinzelten

kurzen Arbeiten (Jagujinskaia 1940, Pal 1943) wissen, findet

sich auch bei den Imagines der Anophelen eine PM, die das

aufgenommene Blut umhüllt. Über den Bildungstyp unti den Fein-
bau der Membran hatten wir allerdings keinerlei Angaben: auch in
den zur Verfügung stehenden Lehrbüchern (l.MMS, Wigglesworth,

Werer) wird dieses Kapitel immer nur kurz gestreift. Das
rubri wohl zum Teil daher, daß man noch nicht zu einer allgemein
anerkannten Auffassung über die Natur der Membran gekommen
isl und siedi die Meldungen über das Vorhandensein bei den
verschiedenen Insektenfamilien und -arten widersprechen. Ausführlichere

Arbeiten sind ersi in jüngster Zeil erschienen (MERCER &

Day 1952, Waterhouse 1953). Beim (Achis der Trypanosomen in
der Tsetse-Fliege wird die Membran nach der Aufnahme des
infizierten Blutes hinten im Enddarm von den Erregern umwanderl
und später nach einem Aufenthalt im exlraperitrophischen Baum
nahe der Bildungsslelle, wo die PM noch weich ist, perforiert. Da

Wigglesworth i 1930) für die Larven von Stechmücken die gleiche
Bildungsweise der Membran nach Typus II beschrieb, wie sie von
den Glossinen bekannt ist, glaubten wir, daß dies auch für die
adulte Aedes gelle. Diese Annahme sollte sich aber bald als irrig
herausstellen; wir geben im folgenden eine kurze Schilderung des

Vorgehens und der Ergebnisse.

Untersuchung auf Schnitten.

Auf zahlreichen ScimiItserien (längs und quer), die von heraus-
praeparierten Därmen ungefütterter weiblicher Aedesmücken
angefertigt wurden, landen sich nie die geringsten Spuren einer
peritrophischen Membran, weder im Mittel- noch im Enddarm. Die
Besultate waren negativ sowohl bei 10 Irischgeschlüpften als auch
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Abb. I. Längsschnitt durch einen gefüllten Aedesmagen 28 Std. nach der
Blulmahlzeit [Vergr. ca. S5X). PM umgibt das Blut vollkommen (rechts bei der
Sektion beschädig! i. Oben eingesenkt der ursprünglich in den davorgelegenen
engen Milteldarmabscltnitt ragende 'feil der Membran (vgl. Skizze). Im Zentrum
die schwarzgefärbten, unverdauten Erythrocyten. Estraperitrophischer Kaum

mit Verdauungsprodukten. Unten angeschnittene Malpighische Gefäße.

Abb. 2. Gleiche Schnillserie. Hintere Partie der PM deutlich sichtbar. Einschluß
in der Membran. Unten Pylorussphincter und Enddarm.
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bei 13 älteren Hungermücken, die vordem mehrmals gefüttert worden

waren.
Auf Schnitten, die von 65 Individuen einige Stunden nach der

Blutaufnahme angefertigt wurden, zeigte es sich dagegen
regelmäßig, daß der Darminhalt nicht direkt dem Epithel auflag,
sondern daß eine schmale, nicht zelluläre Schicht dazwischenlag.
Unsere Aufmerksamkeit richtete sich hauptsächlich auf Anfang
und Ende des Mitteldarmes, wo wir den Durchtritt der Ookineten
erwarteten. Am Übergang vom Oesophag zum Mitteldarm fand
sich aber nicht die ausgeprägte Invagination, wie sie für die Larven
der Aedes beschrieben ist und für die Bildung des Membrantyps I
erwartet werden mußte. Die Membran trat erst im erweiterten Teil,
dem Magen, in Erscheinung und bietet dort folgendes Bild:

Im vordersten Abschnitt erfüllt sie den Raum zwischen Mageninhalt

und Darmwand in Form eines wirren Knäuels (vergleiche
Abb. 1) und kann auch in den engern vordem Teil des
Mitteldarmes hineinragen. Nach hinten bildet sie eine glallgespannte
dicke Schicht, die den Raum zwischen Darminhalt und Fpithel
vollkommen ausfüllt und sich auf der Außenseile den
Unregelmäßigkeiten des Darmepithels anschmiegt (vergi. Abb. 4 A). Im
hintern Abschnitt verdickt sie sich noch mehr und schließt gegen
den mit einem Sphincter verschlossenen Enddarm zu in glatter
Bundling ab, ohne in diesen einzudringen (vergi. Abb. 2).

Mit zunehmender Verdauung ändert sich das Bild. Die Membran
wird dünner und liegt dem teilweise verdauten Blut eng an, unter
gleichzeitiger Abhebung vom Epithel. Manchmal zeigl sie Falten
und mehrere Schichten. Es können auch kleinere Einschlüsse darin

liegen (vergi. Abb. 2). An der Peripherie der eingeschlossenen
Blutmasse macht sich nun der Verdauungsvorgang bemerkbar,
indem die Blutzellen längs der Membran ihre Struktur verlieren
und sich mit Azan nicht mehr dunkelblau, sondern nur noch hell
anfärben. Der entstandene extraperilrophische Raum ist gefüllt
mit Sekreten und Abbauprodukten der Blutmahlzeit.

Eine Erschwerung der Untersuchung ergab sich dadurch, daß
die Membran sowohl nach Azan- (blau) als auch bei der Ilaemat-
oxylin-Heidenhain-Färbung (bräunlich) die gleiche Tönung
annahm wie das anliegende Blut. Durch genügendes Ausdehnen der
Schnittbänder beim Aufkleben konnte jedoch eine streckenweise
Loslösung vom anhaftenden Blutkuchen provoziert werden, was
das Auffinden der dünnen Membran im Längsschnitt erleichterte.

Priicparieren der Membran bei lebendfrischen Tieren.

Diese histologischen Befunde mußten selbstverständlich durch
direkte Beobachtungen bei Frischsektionen ergänzt werden. Se-
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ziert wurde unter einem Binocular mit zwei scharfen Uhrmacherpinzetten

in Insektenringerlösung oder in physiologischer
Kochsalzlösung. Um keinerlei Zug auf den Darm auszuüben, wurden als
erstes die beiden Endsegmente vorsichtig von den andern gelöst,
hierauf das Abdomen an der Grenze zum Thorax durchgetrennt
und zum Schluß die den Mitteldarm einschließenden Abdominalsegmente

aufgetrennt. So ging man sicher, daß eventuelle Verbindungen

zwischen Membran und Darmepithel nicht zerstört wurden.

Sorgfältiges Längsschlitzen des Magens gab den Inhalt zur
Beobachtung frei. Und da bestätigte es sich, daß wir es bei Aedes
mit einem andern, neuen Typ von PM zu tun haben.

In leeren jungen und alten Därmen konnten wir in
Übereinstimmung mit den Befunden auf Schnitten keine Spuren der PM
entdecken. Im Magen von frischgefütterten Mücken war der
Blutklumpen hingegen umschlossen von einer gelatinösen, durchsichtigen

Masse, die an Epithel und Blut haftete und sich nicht
ablösen ließ. 24 Stunden nach der Blutmahlzeil halle sich die Situation

verändert. Die PM zeigte sich nun als verfestigte, feine Kapsel,
die das in den Magen aufgenommene Blut vollständig umhüllte.
Sie steht in keiner Verbindung mehr mit dem Epithel, zeigt am
vorderen Ende meist eine kleine, hütchenartige Ausbuchtung, die
ein kleines Stück in den engen Mitteldarmabschnitt eindringt; hinten

ist sie blind geschlossen.

Zeillicher Ablauf der Bildung auf Grund von Autopsien.

Die bisherigen Resultate zeigen, daß die Bildung der PM ein
Vorgang ist, der in der Mücke stets unmittelbar nach der Blutauf-
nahme einsetzt. Wie schon erwähnt, gelangt aufgenommenes Ho-
nigwasser nicht in den Magen, sondern wird infolge Kontraktion
des Cardiacalsphincters in den davorliegenden oesophagalen uii-
paaren Divertikel gelenkt. Da von hier aus die Überleitung an den
Darmkanal successive erfolgt, kann diese Nährflüssigkeit die
Bildung der PM gar nichl induzieren. Die Weibchen, die erst Nektar
aufgenommen haben, und die männlichen Aedes, die sich nur von
Ilonigwasser ernähren, besitzen deshalb keine solche.

Die nächste Aufgabe bestand nun darin, den Bildimgsvorgang
genauer zu untersuchen und zeitlich festzulegen. Von besonderem
Interesse war dabei, wie sich später im Zusammenhang mit dem
Infektionsgang zeigte, den Einfluß der Temperatur auf die
Verfestigung der Membran festzustellen.

Für diese Untersuchungen ließen wir die Aedes auf
Meerschweinchen saugen, verbrachten sie in kleine Gazekäfige und hielten

sie bei verschiedenen Temperaturen bis zum gewünschten
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Abb. 3. Submikroskopische Struktur der peritrophischen Membran von Aedes
aegypti. Goldbeschattung. Vergrößerung ca. 28 8001'ach. I Membran verunreinigt

mit Verdauungsrückständen.I

Zeitpunkt nach der Blutaufnahme. Im Zuchtraum herrschte eine

Temperatur von 2(V C, während wir in einem Slufenthermostat
Kammern mit 21" C, 17,5° C und 13—14° C wählten. In diese Kammern

wurde eine Schale mit feuchtem Fließpapier gestellt, um die
nötige Luftfeuchtigkeit zu erzeugen.

In den nun folgenden Autopsien handelte es sich darum, die
jeweilige Konsistenz der Membran und den Zustand der Verdauung
zu beurteilen und die Stufen der Veränderungen möglichst genau
zu charakterisieren. Wir sind uns bewußt, daß derartige Beurteilungen

stets etwas subjektiv sind, doch war dies die einzige
Möglichkeit, vergleichbare Besultate zu erhallen. Wir suchten diese

Fehlerquelle durch Wiederholungen zu kompensieren und kamen
auf Grund von 5 Versuchen zu folgenden gesicherten Resultaten.

Immer wieder bestätigten sich die bereits am Ende des letzten
Abschnittes beschriebenen Zuslandsänderungen der PM. Unmittelbar

nach Blutaufnahme war diese noch gar nicht vorhanden. Erst
nach einigen Stunden (siehe 'bah. 2) umschloß sie als viskose farblose

Schicht die Blutmasse, welche noch keinerlei Anzeichen von
Verdauung zeigte. Etwas später verfestigte sich die PM von hinten
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.155. '/. Schematische Darstellung der verschiedenen Darmzuslände.

A PM viskos, dick. Raum zwischen Epithel und Blut ausfüllend. Keine An¬
zeichen von Verdauung. Epithelzellen abgeflacht.

B PM dünner. Beginn der Erhärtung. Löst sich vom Epithel. Verdauung peri¬
pher von hinten nach vorne greifend im Gange.

C PM erhärtet. (Ist zur besseren Darstellung vom Blut abgelöst gezeichnet.)
Extraperitrophischer Baum ist entstanden. Verdauung fortgeschritten.

D PM wieder erweicht. Verdauung beendet. Erste Kotabgabe in den Enddarm.
Epithel bildet Falten.

nach vorne, behielt noch ihre Elastizität, wurde aber zusehends
dünner. Zu diesem Zeitpunkt setzte die Verdauung von hinten her
ein. Sodann erstarrte die PM zu einer derben Haut, die ihre Elastizität

immer mehr verlor und zunehmend erhärtete. In diesem
Zeitpunkt war die Membran als Ganzes gut ablösbar und durch
anhaftende Abbauprodukte des Blutes bräunlich gefärbt. Die
Verdauung hatte jetzt weitere Partien des Blutkuchens erfaßt. Schlußendlich

wurde die PM starr und brüchig, so daß sie beim geringsten

Zug oder Druck, der auf den Darm ausgeübt wird, platzte. Es

folgte dann eine Periode der Wiedererweichung, daran zu erkennen,

daß die Membran trotz der Verminderung des Volumens des

Mageninhaltes sich nicht etwa in Falten legte, sondern dem verringerten

Darminhalt anlag und nicht mehr als Säckchen abgelöst
werden konnte.

Die fortschreitende Einwirkung der vom Epithel sekretierten
Verdauungsenzyme wird auf dem Frischpräparat erkannt an
einem allmählichen Umschlag der anfänglich hellroten Färbung
des Blutes in Braunrot. Sie beginnt an der Peripherie des
Blutkuchens vornehmlich hinten und greift nach vorne über, wobei
sich das gelatinöse Bhilkoagulat successive verflüssigt. Die letzten
unveränderten Erythrozyten finden sich im Zentrum desselben.
Zur Erläuterung der eben geschilderten Vorgänge sind auf Abb. 4

verschiedene Darmzustände schematiseh dargestellt.

Acta Tropica 14, 4, 1957
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TABELLE 1.

Änderungen im Zustand der peritrophischen Membran und der Verdauung.

Zustand viskos, hinten dündünn. fester, fest, wieder
der dick ner, vorne elastisch weniger brüchig erweicht
Membran schwach

viskos
elastisch

Zustand kaum sehr stärker, im ganzen beinahe beendet
der sichtbar schwach besonders Magen beendet
Verdauung hinten und

an der
Peripherie

außer im
Zentrum

Symbol + + + + + + + + + + + + + + + +++++-

Diese Beobachtungen gestatteten uns, den Verfestigungs- und
Verdauungsvorgang in einzelne Schritte zu zerlegen, die in Tab. 1

mit Symbolen bezeichnet sind.
Auf Grund von an Schnitten und Vorversuchen gewonnenen

Einsichten sind die Autopsien in verschiedenen Zeitabschnitten
zwischen der 2. und 48. Stunde nach dem Saugakt durchgeführt
worden. Nach diesem Zeitpunkt beginnt bei einer Temperatur von
26° C die Abgabe von Verdauungsrückständen in den Enddarm.
Auf jeder Stufe sezierten wir 3—4 Mücken und sicherten die
Ergebnisse durch wiederholte Kontrollen.

Da es sich herausstellte, daß sich die Succession der Membranbildung

und Verdauung bei verschiedenen Temperaturen nicht
veränderte, können in Tab. 2 beide Vorgänge in einem Symbol
+ A-\- usw.) zusammengefaßt werden.

TABELLE 2.

Zusammenhänge zwischen Temperatur und Zustand des Darminhaltes
(PM und Blut) bei Aedes aegypti.

Stunden nach Bhitaufnahme

2 5 8 12 17 22 21 40 48

13-14° + 4-4- 4-4- + + + + + + +

17,5" + + + 4-4- 4-4-4- 4-4-4- + + -1- + + + + + +

21° — 4-4- 4-4-4- 4-4-4-4- 4-4-4-4- + 4- + + + + + + + + + + + +

26° + + + 4-4-4- + 4- + + 4-4-4-4- + + -1- + + + + + + ++++++
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Tiefe Temperaturen hemmen bekanntlich den Stoffwechsel poi-
kilothermer Tiere. So finden wir auch hier bei verminderter
Temperatur, und zwar erst unter 20° C, ein späteres Einsetzen der
Verdauung und der Membranbildung. Die Verfestigung der Membran
scheint kein unabhängiger physikalischer Vorgang zu sein,
sondern mit der Verdauung in direktem Zusammenhang zu stehen. Es
ist noch nicht abgeklärt, ob die Verdauungsenzyme, ein pH-Wechsel

im Darminhalt oder dergleichen dafür verantwortlich sind.
Immerhin sei auf die Feststellungen von Bishop & McConnachie
(1956) hingewiesen, wonach im Innern des gefüllten Aedes-Darmes
ein hohes pH von im Mittel 7,78 herrschen soll, das sich allerdings
mit fortschreitender Verdauung nicht mehr ändert.

Submikroskopische Struktur.

Nach Arbeiten von Richards & Korda (1948), Hurer (1950),
Huber & Haasser (1950), Mercer & Day (1952), Martignoni
(1952), Huber (1954) und Wildbolz (1954) über die submikroskopische

Struktur der peritrophischen Membran bei verschiedenen

Insektenarten können wir zwei Membrantypen unterscheiden:
1. Membranen mit deutlicher Fibrillierung und Netzwerkslruk-

tur (Maschen), überzogen mit einem Proteinfilm; nachgewiesen

bei Dixippus morosus (Orth.), Periplttneta orientalis
und americana (Orth.), Locusta migratoria (Orth.), Tenebrio
molitor (Col.), Melolontha vulgaris (Cob), Geotrupes silvati-
cus (Col.) und Galleria melonella (Lepid.).

2. Membranen mit einer Streuungstexlur, ohne geordnete Fibril¬
lierung, erstmals beschrieben bei der Larve von Peridroma
margaritosa (Lepid.) von Martignoni (1952). Auch die PM
von Bombyx mori (Lepid., Hubf:r 1950) scheint diesem Typ
anzugehören.

Die Untersuchungen an Aedes aegypti wurden mit dem Trüb-
Täuber-Elektronenmikroskop am Chemischen Institut der Universität

Bern durchgeführt.
Die Praeparalion erfolgte unter dem Binocular in physiologischer

Kochsalzlösung. Nach mehrmaligem Spülen wurden die
Membransäckchcn in Bakterienprotease (Ferment AG., Basel)
verbracht und über Nacht stehengelassen, um anhaftende Blutreste
und einen eventuellen Proteinfilm aufzulösen. Anderntags wurden
die Membranslücke auf den mit einem feinen Kollodiumfilm
überzogenen ObjektIrägernelzchen ausgebreitet. Nach einigen Stunden
Trocknen bei Zimmertemperatur wurde ein Teil der Objekte
beschattet und war somit zur Untersuchung bereit.

Die unbeschatteten Präparate erschienen bei der direkten Beob-
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achtung im EM vollkommen homogen und zeigten keinerlei Struktur.

Dagegen trat bei beschatteten Membranen eine deutliche Eibril-
lierung hervor mit regelloser Anordnung der einzelnen Micellen
(Abb. 3, S. 312), ähnlich den bei Peridroma mtirguritosa beschriebenen

Verhältnissen (Martignoni 1952).
Somit gehört Aedes aegypti zur Gruppe der Insekten, die eine

S tremi ngs text ur aufweisen.
Wie von Huber (1954) angeregt, lassen sich die zwei Strukturarten,

Netzwerk- und Streuungstextur, trotz einer relativ geringen
Zahl von Untersuchungsbefunden mit großer Wahrscheinlichkeit
den Membrantypen I und II zuordnen.

Wird die peritrophische Membran durch Delamination (I)
gebildet, so weist sie ein Netzwerk auf. Mercer & Day (1952)
vermuten, daß bei dieser Bildungsart, wo sich die Membran bekanntlich

an der Basis des Fransenbelages der Epithelzellen bildet, die
Fibrillen entsprechend der Anordnung der einzelnen Stäbchen
orientiert werden und die abgelöste Membran je nachdem eine
hexa- oder tetragonale Maschenstruktur zeigt. Diese Deutung ist
bestechend, benötigt aber noch weiterer Abklärung, besonders in
bezug auf den Stäbchensaum, dessen Bauplan etwas umstritten ist.
Man nimmt an, daß dieser Saum von zweierlei Art sein kann: 1.

der Typus des «Wabensaumes», welcher aus einer großen Zahl zu
einer zähen Palisade verschmolzener stäbchenartiger Hohlkörper
zusammengesetzt scheint, und 2. der Typus des <'Bürstensaumes»,
der aus einem fransenartigen Besatz der Zellkuppe besteht. Das
Vorkommen dieser beiden Typen ist nicht mit Sicherheit festgestellt,

da sie im Schnittpräparat nicht mit Gewißheit unterschieden
werden können. Dafür müßte aber zur Konsolidierung der Mer-
cer'schen Theorie noch ein Weg gefunden werden.

Entsteht dagegen die Membran durch Verfestigung der als
Sekret vom Proventrikel oder direkt vom Epithel aus abgegebenen
Substanz im Lumen des Darmes, wie es beim Typ II und auch im
Falle der Aedes vorkommt, so können wir die sog. Streuungstextur
erwarten. Tatsächlich scheint Glossina ptdpalis nach allerdings
rudimentären Untersuchungen (Huber 1954) diese Struktur
aufzuweisen. Weitere Forschungen auf diesem Gebiet müßten die
Richtigkeit unserer Theorie noch erhärten.

3. Diskussion der Resultate.

Auf Grund von Schnitten, Sektionen und Untersuchungen im
Elektronenmikroskop kommen wir somit zu folgender Auffassung
über die peritrophische Membran von Aedes aegypli:

Im frischgeschlüpften und im ungefütterten Insekt ist sie nicht
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vorhanden. Erst nach der Blutmahlzeit wird vom gesamten Magenepithel

ein Sekret abgegeben, das die aufgenommene Blutmasse
vollkommen umgibt. Diese viskose Substanz erstarrt allmählich
und wird zur peritrophischen Membran. Anfänglich noch weich
und elastisch, erhärtet sie und wird schließlich hart und brüchig.
Gegen Ende des Verdauungsprozesses erweicht sie wieder und
wird mit den unverdaulichen Nahrungsresten ausgeschieden.
Aufgenommenes Honigwasser induziert die Bildung nicht, und ihr
Vorkommen ist daher ausschließlich auf weibliche Mücken
beschränkt, nachdem sie Blut aufgenommen haben. Submikroskopisch

zeigt die fertig ausgebildete PM eine sog. «Streuungstextur»,
die bisher erst bei einer Lepidopterenlarve (Peridroma margari-
tosa) sicher nachgewiesen ist.

Eine peritrophische Membran isl bei einer Anzahl von adulten
Nematocera nachgewiesen worden. So bei Tipuliden im Falle von
Tipula sp. (Aubertot 1934), bei Culiciden in Culex pipiens
(Schaudinn 1904). C. fatigans (Pal 1943), Anopheles maculipennis
(Jagujinskaia 1940), A. culifacies, .{.stephensi und A. subpictus
(Pal 1943), bei Psychodidae in Phlebotomus papatasii (Adler &

Theodor 1926 und Dolmatova 1942), P. chinensis, P. mongolen-
sis und P. squamirostris (Feng 1951), bei Simuliidae in Simulium
damnosum und S. griseicolla (Lewis 1950) und endlich bei
Chironomidae in Culicoides nubeculosus (Megahed 1956).

Jagujinskaia erkannte erstmalig, daß die Membran in A.
maculipennis nur im Anschluß an die Blutmahlzeit gebildet wird und
erleichterte damit ihr Auffinden bei weiteren blutsaugenden
Nematocera.

Waterhouse (1953) stellte als Erster bei der adulten Aedes

aegypti die peritrophische Membran fest und wies ihren chitinösen
Charakter nach.

All diese aufgezählten Beispiele lassen erkennen, daß wir es hier
mit einem von den bisherigen Typen I und II (Wigglesworth
1953, Day & Waterhouse 1953 und I.mms 1951) abweichenden
Bau zu tun haben, und wir schlagen auf Grund unserer detaillierten

Untersuchungen an Aedes aegypti die Unterscheidung eines

Typus III vor, der von den andern hinsichtlich Entstehungsart und
Struktur verschieden ist.

Die drei Typen sind wie folgt charakterisierbar:

„, T. SubmikroskopischeIvn Entstenuncrsar _,,¦ L ° Struktur
I Abguß des Stäbchensaumes, Delaminalion Netzwerkstruktur

II vom Proventrikel aus Streuungstextur
III viskose Ausscheidung des Magenepithels Streuungstextur

(bildet sich ad hoc jedesmal nach Blutaufnahme)
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III. Untersuchungen über die Lage der Oocysten auf dem Mitteldarm.

/. Versuche unti Resultate von Shute mit Anophelen
und menschlichen Plasmodien.

Die in der Einleitung erwähnte ungleiche Verteilung der Ma-
lariaoocysten auf dem Mitteldarm der Überträger veranlaßte Huff
(1934), diesem Problem nachzugehen. Er kam auf Grund seiner
Untersuchungen zum Schlüsse, die einseitige Verteilung sei der
Wirkung der Schwerkraft auf das Blutcoagulum zuzuschreiben,
welches die Ookineten bei normaler Ruhestellung der Mücken in
den hintern Magenteil hinunterziehl.

1935 untersuchte Shute die Wirkung des Speichels von
Anopheles maculipennis auf menschliches und tierisches Blut. Es
ergab sich, daß innerhalb weniger Sekunden nach Blutaufnahme
infolge Coagulation eine deutliche Zusammenballung der
Erythrocyten eintritt. (Shute verwendet den Ausdruck «Agglutination»,

der aber nach einer persönlichen Mitteilung von Herrn Prof.
Tomcsik, Basel, nur im streng bakteriologischen Sinne verwendet
werden sollte).

In Buhestellung (Kopf nach oben) sammelt sich dieses Coagulât
oder Konglomerat im hintern Magenteil an, während das vordere
Ende durchsichtig erscheint und mit dem farblosen Serum
gefüllt ist.

Auf diese Beobachtungen stützt sich Shute in einer weiteren
Arbeit (1938), um das Problem der Cystenverteilung experimentell
anzugehen. Wie bereits schon Huff (1934), wollte er die Schwerkraft

in entgegengesetzter Bichtung auf die Mücken wirken lassen
und schob sie deshalb augenblicklich nach der infektiösen
Blutmahlzeit in enge Glaskapillaren, die dann beidseitig mit einem
Wattepfröpfchen verschlossen wurden. So war es möglich, die
Mücken zwangsmäßig in Kopflage zu halten. Erwartungsgemäß
sammelten sich dabei die Erythrocyten im vordem Magenteil an.

Die Insekten wurden 48 Stunden in dieser Lage belassen, um
den Ookineten das Eindringen in die Darmwand zu gestatten,
anschließend befreit und bis zur Sektion am 8. Tage bei 24° C normal
gehalten. Da nur ca. 20% der Versuchstiere die Kopflage überlebten,

war es nötig, eine große Zahl zu verwenden, um genügend
Resultate für den Vergleichsversuch (Normallage) zu erhalten.

Die der Arbeit beiliegenden Mikroaufnahmen von infizierten
Därmen zeigen zum Teil sehr deutlich die erwartete einseitige
Cystenverteilung. Je nach Intensität der Infektion ändert sich das
Bild, indem bei schwachem Befall etwa die Hälfte des Magens von
Cysten frei bleibt, bei mittlerem nur ein Drittel desselben, bei sehr
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starker Infektion bloß ein schmales Band. Diese unbefallenen
Darmpartien befinden sich je nach der auf die Blutmahlzeit
folgenden Stellung nach dem «Sanduhr-Prinzip» entweder vorne oder
hinten.

Shute kam deshalb zum Schlüsse, daß die auf die Blutkonglomerate

wirkende Schwerkraft weitgehend für das Phänomen der
einseitigen Verteilung verantwortlich sei.

Die gleichen Versuche machte er auch mit Aedes aegypti. 1935
hatte er aber festgestellt, daß der Speichel der Aedes nicht die
gleiche Wirkung auf das Blut ausübt wie derjenige von Anopheles.
Anstelle einer auf Coagulation beruhenden Schichtung bildet sich
im Magen ein einheitlicher gelatinöser Blutkuchen ohne wesentliche

Serumabscheidung. Aus diesem Grunde erwartete er nicht
dieselben Resultate wie bei Anophelen, und die allerdings nicht
sehr zahlreichen Befunde schienen ihm dies zu bestätigen. Hier
sei nochmals daran erinnert, daß Shute sich gar nicht um die PM
gekümmert hat, da sie ja damals bei den Stechmücken noch nicht
nachgewiesen war.

Leider wertete Shute seine Versuche nicht zahlenmäßig aus,
so daß uns für die in der Folge beschriebenen Ergebnisse nur wertvolle

Hinweise, jedoch kein Vergleichsmaterial zur Verfügung
stand.

2. Eigene Versuche mit Aedes aegypti und Plasmodium
gallinaceum.

a) Technik.

Infektion: Unser Ziel war, eine große Anzahl von gutinfizierten
Mücken zur Verfügung zu haben. Es kamen deshalb keine
frischgeschlüpften Aedes in den Versuch, da diese nur zögernd zur
Blutaufnahme schreiten. Die besten Ergebnisse erzielt man mit mehrmals

gefütterten Individuen, deren letzte Blutmahlzeit ca. 4 Tage
zurückliegt. Die Auswahl geschah so, daß die durch einen Handschuh

geschützte bland in den Flugkäfig gestreckt, und die slech-
lustigen Mücken mit einem Saugrohr weggefangen wurden. So

bestand die Gewähr, daß nur sehr hungrige Tiere auf das Wirtstier
kamen und der größte Teil sofort zum Stechakt schritt.

Die wichtigste Voraussetzung für einen guten Infektionsgrad
ist die Wahl des Zeitpunktes, an dem die Mücken auf dem
malariakranken Kücken angesetzt werden. Dieser liegt nach unserer
Erfahrung, die auch mit den Ergebnissen von Huff & Marchbank
(1954) in Übereinstimmung steht, etwas vor dem maximalen

Parasitenbefall des Hühnchenblutes. Durch vorausgehende mikroskopische

Kontrollen wurde der günstige Zeitpunkt festgestellt. Wir
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werden in der Diskussion nochmals auf diesen Punkt zu sprechen
kommen.

Haltung der Mücken nach der Infektion: In unseren Versuchen
hielten wir die Aedes auf 3 verschiedene Weisen:

1. In Normallage ohne Zwang. Die Mücken befanden sich dabei
in einem Lampenglas und besaßen volle Bewegungsfreiheit.

2. In normaler Zwangslage, d. h. Kopf nach oben in Glaskapillaren.

3. In invertierter Zwangslage, mit dem Kopf nach unten.
Um die Mücken in Zwangslage zu halten, verwendeten wir, in

Anlehnung an Shute, Glaskapillaren. Sie wiesen eine Länge von
5 cm und einen Innendurchmesser von 2 mm auf, gerade eng
genug, um die Mücken in der gewünschten Stellung fixiert zu halten.
Um in den Röhrchen die Luftzirkulation nicht ganz auszuschließen,

wurden sie an den Enden nicht mit Watte abgeschlossen. Ein
kurzes, flaches Holzstückchen, an einem Ende eingeklemmt, bot
einen sichern und doch durchlässigen Abschluß, der eben das
Entweichen verhinderte. Hierauf schoben wir die vollgesogenen und
mit Äther leicht narkotisierten Versuchsmücken mit einem feinen
Pinsel (der langen Beine wregen kopfvoran) in die Kapillaren. Diese
wurden nun mit einem Gummiband zu einem Bund zusammengefaßt,

die unverschlossenen Enden mit einem Gazestück
überspannt und das Ganze im Klimaraum frei aufgehängt. Damit war
der freie Luftzutritt einigermaßen garantiert. Während 3 Tagen
wurden die Mücken in der Zwangslage belassen. Dann befreiten
wir sie, was am besten durch Herausblasen aus der Kapillare
geschah und hielten sie bis zur Sektion am 9. Tage in Lampengläsern.

Für diese Zeit stand ihnen Honigwasser als Nahrung zur
Verfügung. Es erwies sich als günstig, ihnen eine Schale mit feuchtem

Fließpapier zu bieten. Dadurch wurden sie zur Fiablage
veranlaßt, was die Sektion sehr erleichterte.

Verarbeitung tier Därme zu Dauerpräparaten: Wie schon bei
der Beobachtung der PM, mußte die Sektion auch hier äußerst
sorgfältig durchgeführt werden. Wenn starker Zug auf den Darm
ausgeübt wurde, hatte dieser die unangenehme Figenschaft, zu
kollabieren und sich einzurollen, was sich bei der zahlenmäßigen
Auswertung als äußerst unvorteilhaft erwies. Da ausschließlich der
erweiterte Mitteldarmteil, der Magen, von den Cysten besiedelt
wird, erfolgt die Durchtrennung im vordem engen Teil. Die
Malpighischen Gefäße wurden bis auf kurze Stücke, die für die spätere
Orientierung wichtig waren, entfernt. Der ganze Enddarm sowie
die beiden letzten Abdominalsegmente wurden nach Möglichkeit
bis kurz vor der Finbettung am Objekt belassen, da sie sich bei
den zahlreichen Manipulationen, denen der Darm bis zum fertigen
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Vorderer Mitteldarm

Hinterer Mitteldarm

Einmündung der
"^ f» Malpighischen Gefäße

Enddarm
Abb. 5. Skizze der Darstellungsweise eines infizierten Darmes.

Präparat unterworfen werden mußte, als ideale Anfaßpunkte
erwiesen. Wir fixierten mit Formol und die Färbung erfolgte nach
der Versilberungmethode von Rio Hortega in einer Modifikation
von Nieto-Caicedo (Rezept in Geigy & Herbig 1955, S. 403).
Glückt diese Färbung, was aus unerklärlichen Gründen nicht
immer der Fall ist, so liefert sie sehr befriedigende Resultate. Die
fastschwarz gefärbten Cysten heben sich deutlich vom graugetönten
Darmgewebe ab und diejenigen auf der Präparatunterseite scheinen

deutlich durch.
Auswertung der Präpttrate: Die Umrisse jedes Darmes und der

darauf befindlichen Oocysten übertrugen wir bei schwacher
mikroskopischer Vergrößerung mittels Zeichenapparat auf
Millimeterpapier. Der Abschnitt zwischen dem Übergang vom engen zum
erweiterten Mitteldarmteil und der Einmündungssteile der
Malpighischen Gefäße wurde auf der Skizze in 8 gleich große
Abschnitte aufgeteilt und mit Querstrichen markiert (Abb. 5).

Diese Darstellungsmethode ermöglichte es uns, die Lage jeder
einzelnen Cyste genau festzustellen und die Verteilung auf dem
Magen zahlenmäßig zu erfassen und auszuwerten.

b) Cystenverteilung bei normalem Infektionsverlauf.

In diesem Versuch wurden die Aedes nach der infektiösen
Blutmahlzeit unter normalen Bedingungen, d. h. im Klimaraum bei
26° C Wärme und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 85—90%,
in Lampengläsern gehalten. Sie hatten volle Bewegungsfreiheit,
ruhten meist vertikal mit dem Kopf nach oben an der Wand des

Gefäßes, saßen aber auch horizontal am Boden oder an der Gaze-

bespanmmg, die das Glas nach oben abschloß.
Nachdem 62 Versuchsmücken Blut aufgenommen hatten,

kamen bei einer Mortalität von 3,3% 60 Därme zur Auswertung,
wovon sich 52 als infiziert erwiesen.
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Um vergleichbare Resultate zu erlangen, addierten wir die
Anzahl der Cysten, die sich in den entsprechenden Abschnitten der
insgesamt 52 Därme befanden. Die erhaltenen 8 Zahlen erlaubten
uns, die durchschnittliche prozentuale Verteilung zu berechnen,
wie die folgende Zusammenstellung zeigt.

TABELLE 3.

Zahlenmäßige und prozentuafe Verteilung der Oocysten
bei normalem Infektionsverlauf in 52 Mücken.

Abschnitte

I II III IV V VI VII VIII

Cysten 50 185 236 281 251 207 131 33

In 7. 3,6 13,5 17,2 20,3 18,5 15,0 9,5 2,4

c) Cystenverteilung bei Mücken nach Flaltung in Zwangslage.

Normallage mit Zwang. Nach Stägigem Aufenthalt in Kapillaren

wurden die Mücken befreit und bis zum 9. Tage normal
gehalten.

134 vollgesogene Mücken kamen in den Versuch, wobei 68 am
Leben blieben. Die Mortalität betrug somit 49,2%. Infolge
Verlustes während Sektion und Färbung kamen 61 Därme zur
Auswertung. Davon erwiesen sich 42 als infiziert. In der Zusammenstellung

ergibt sich folgendes Bild:

TABELLE 4.

Zahlenmäßige und prozentuale Verteilung der Oocysten nach Normallage
mit Zwang in 42 Mücken.

Abschnitte

I II III IV V VI VII VIII

Cysten 23 102 141 154 169 132 88 39

In 7. 2,7 11,8 16,6 18,2 20,0 15,6 10,8 4,6

Kopflage mit Zwang. Für diesen wichtigen Versuch, der uns
analog zu Anopheles über die Wirksamkeit des Einflusses der
Schwerkraft Aufschluß geben sollte, brachten wir 193 Mücken in
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TABELLE 5.

Zahlenmäßige und prozentuale Verteilung der Oocysten nach Kopflage
mit Zwang in 55 Mücken.

Abschnitte

1 II III IV V VI VII Vili

Cysten 139 290 363 398 354 278 172 68

In"/„ 6,5 14,1 17,6 19,4 17,2 13,5 8,4 3,3

Kopflage. Diese Stellung wurde von den Aedes noch schlechter
ertragen und hatte eine Mortalität von 65,8% zur Folge. Von den
66 überlebenden Mücken kamen 65 zur Auswertung. 57 davon
erwiesen sich als infiziert. Bei der rechnerischen Auswertung konnten

wir aber nur 55 Därme erfassen, weil 2 im Präparat zu große
Deformationen aufwiesen.

Wir lassen nun noch eine zusammenfassende Übersicht über
das verwendete Mückenmaterial folgen. Bei der Mortalität geben
wir keine Durchschnittszahl, da dies wegen der verschiedenen
Bedingungen, unter denen die Mücken gehalten wurden, gar nichts
aussagen würde. Wir werden uns in der Diskussion noch mit dieser
Frage befassen.

Auf das Verhältnis von infizierten zu uninfizierten Mücken wird
im Abschnitt d) eingegangen, da die Insekten in Schüben auf
verschiedenen Hühnchen angesetzt worden wTaren. Bei der rechnerischen

Erfassung der prozentualen Verteilung der Cysten über den

TABELLE 6.

Zusammenstellung des zur Lagebestimmung der Ookineten
verwendeten Mückenmalerials.

ImVersuch Überlebend Mortalität Verwertet Infiziert

Normallage 62 60 3,3% 60 52

Normallage mit Zwang 134 68 49,2 »/„ 61 42

Kopflage 193 66 65,8 % 65 57

Total 389 194 - 186 151
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Darm war dies ohne Bedeutung und wurde deshalb in Tab. 6 nicht
berücksichtigt. Um aber über den Infektionsgrad der Aedes eine
gültige Aussage machen zu können, mußte dieser für die verschiedenen

Schübe einzeln errechnet werden (Tab. 7).

TABELLE 7.

Zusammenstellung des verwendeten Mückenmaterials nach Infektionsserien.

Infekti nsserie

1 II III IV

sezierte Aedes 60 27 55 42

davon infiziert 52 24 42 31

Infektionsrate 86,7 % 88,8% 76,4% 73,8 %

niederste Cystenzahl 4 2 2 2

höchste Cystenzahl 127 41 127 36

d) Infektionsgrad und Oocystenzahl.

Aus den exakten Auszählungen der Cystenzahlen bei zahlreichen

Aedes aegypti ergab sich die Möglichkeit, Vergleiche
anzustellen über die bei den einzelnen Mücken auftretende Zahl. Da
die Stärke des Cystenbefalles zum Teil auch abhängig ist von der
Zahl der aufgenommenen Gametocyten und die Infektion unserer
Versuchsmücken in 4 Serien auf verschiedenen Hühnchen erfolgte,
mußte der möglicherweise verschieden starke Infektionsgrad der
Gametocytenträger mit berücksichtigt werden. Wir konnten hiefür
nichl mehr die in den vorbergehenden Kapiteln erfolgte Aufstellung

nach Lage verwenden, sondern fassen jetzt die Resultate der
4 Infektionsserien zusammen.

Wohl waren die beiden Extreme der möglichen Cystenzahlen
interessant, doch lagen sie soweit auseinander, daß daraus noch
nicht ersichtlich war, in welchem Bereich der Schwerpunkt des

zahlenmäßigen Befalles lag. Die Därme wurden deshalb nach der
Zahl ihrer Cysten in einer Reihe geordnet, die Zehnergruppen
enthielt und von 1—130 reichte. Nach Umrechnung in den prozentualen

Anteil pro Stille ergaben sich Zahlen, die die Unterschiede
der 4 Infektionsserien deutlich aufzeigten.
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.155. 6. Klassifikation der Därme von 4 Infektionsserien nach der Cystenzahl.

3. Diskussion der Resultate.

In diesem Kapitel geht es ausschließlich um die Wirkung der
Schwerkraft, der nach Hufe und Shute bei Anophelen die
ungleiche Cystenverteilung zuzuschreiben ist, ohne vorerst die PM
zu berücksichtigen.

Auf Grund der bei zahlreichen Autopsien und Schnitten gewonnenen

Einsicht können wir Shute's Beobachtungen an Aedes

aegypti bestätigen. Im Gegensatz zu Anophelen tritt hier keine
Trennung in Erythrocyten und Serum auf, sondern das Blut coa-
guliert augenblicklich nach der Aufnahme und füllt den Magen
mit einem homogenen Blutkuchen. Somit wäre, wie auch Shute
vermutet, eine gleichmäßige Cystenverteilung zu erwarten.
Graphisch dargestellt ergibt die Verteilung in unseren Versuchen
folgendes Bild (siehe Abb. 7) :

Die Verteihmgskurven weichen bei den drei verschiedenen
Lagen der Mücken nur unwesentlich voneinander ab. Das Cysten-
maximum liegt immer in der Mitte des Magens in den Abschnitten

IV oder X, während die kleinsten Zahlen in 1 und VIII zu
finden sind. Dies überrascht nicht, wenn man bedenkt, daß der
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Abb. 7. Graphische Darstellung der prozentuafen Verteilung der Oocysten auf

dem in 8 Abschnitten aufgeteilten Magen von Aedes aegypti.

Magen, seiner ovoiden Form wegen, in der Mitte das größte Volumen

an Blut und damit auch am meisten Gametocyten enthält und
den Ookineten die größte Fläche zur Cystenbildung bietet.

Aus diesen Ergebnissen können wir schließen, daß das
unterschiedliche Verhalten des Blutes im Magen von A. maculipennis
und Aedes aegypti tatsächlich für die spätere Cystenverteilung
verantwortlich ist. Bei Anopheles sinken die schwereren Blutelemente
und damit auch die aufgenommenen Gametocyten durch die
Wirkung der Schwerkraft im Magen nach hinten ab, während bei
Aedes die homogene Verteilung erhalten bleibt. Auf der Wanderung

zur Darmwand liegt also der Ausgangspunkt der Ookineten
im ersten Falle je nach Lage am einen oder andern Magenende,
während sie bei Aedes von jedem beliebigen Punkt im Mageninhalt
aus möglich ist.

Ist also bei Aedes die Schwerkraftswirkung in der Bildungs-
phase der Zygoten bedeutungslos, so übt sie aber vermutlich auf
die der Darmwand zustrebenden Ookineten einen gewissen Einfluß

aus. Addiert man nämlich jeweils die Zahlen der Abschnitte I
bis IV und Y bis VIII, so zeigt es sich, daß je nach Stellung der
Mücke stets in der nach unten zu gelegenen Magenhälfte ein höherer

Prozentsatz von Cvsten verzeichnet wird.
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TABELLE 8.

Prozentuale Cystenverteilung auf vordere und hintere Magenhälfte.

Lage des Darmes während der
3 ersten Infektionstage

Anteil Cysten auf der
vordem Magenhälfte

Anteil Cysten auf clor
hintern Magenhälfte

Normallage mit Zwang
Darm immer senkrecht 49,3% 50,7%

Normale Haltung
Darm senkrecht oder
waagrecht

54,6% 45,4%

Kopflage
Darm immer invertiert 57,6% 42,4%

Die Zwangshaltung in Glaskapillaren wird von den Mücken
schlecht ertragen und hat eine starke Mortalität zur Folge. Während

bei der Normalhaltung in einem Lampenglas nur 3,3% der
Aedes eingingen, stieg diese Zahl bei Normalstellung mit Zwang
auf 49,2% und erreichte bei Kopflage mit 65,8% den höchsten
Wert.

Trotzdem liegt aber dieser letztere noch unter dem von Shute
errechneten (ca. 80%), und wir nehmen an, daß die abgeänderte
Haltemethode (bessere Durchlüftung) für das günstigere Ergebnis
verantwortlich ist. Dies um so mehr, als die Zeit der Zwangshaltung

von 2 auf 3 Tage verlängert worden war.
Verschiedene innere und äußere Faktoren entscheiden darüber,

ob eine Mückenart zu einem guten oder schlechten Plasmodien-
Überträger werden kann. Eine gute Zusammenfassung darüber
findet sich bei Hufe (1941).

In unserer Arbeit gingen wir von der Cystenzahl in den infizierten
Aedes aus und versuchten, daraus Schlüsse zu ziehen auf die

Potenz der Gametocyten, sich in den einzelnen Mücken bis zur
Cyste zu entwickeln. Eigentlich wäre zu erwarten, daß eine Gruppe
von Aedes, die auf demselben Gametocytenträger zur Blutaufnahme

geschritten war und die gleiche Menge infizierten Blutes
aufgenommen hatte, einen mehr oder weniger gleich großen
Cystenbefall zeigen würde. Wie aus Abb 6 hervorgeht, ist das aber
nicht der Fall. Während sich bei 2 Serien die Verschiedenheilen
in der Zahl in relativ engen Grenzen halten, liegen sie bei den beiden

andern sehr weit auseinander (vgl. Tab. 7).
Es zeigt sich aber auch, daß die Höhe der Infektionsrate nicht

in Zusammenhang gebracht werden kann mit den Cystenzahlen.
Obschon z. B. die Kurven von Serie II und IV ähnlich verlaufen,
liegen die entsprechenden Infektionsraten weit auseinander.
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Nach Shah, Rozeboom & Del Rosario (1934) ist die
Infektionsrate der Mücken abhängig von der Zahl der aufgenommenen
Gametocyten. Werden also bei einer Blutmahlzeit wenig
Geschlechtsformen aufgenommen, so infiziert sich ein kleiner
Prozentsatz der Mücken, gelangen dagegen mehr zur Aufnahme, so

steigt der Anteil der infizierten und erreicht schließlich 100%.
An diese Folgerungen anknüpfend, kamen Lumsden & Bertram

(1940) auf Grund von Versuchen zum Schlüsse, daß eine hohe
Cystenzahl (Durchschnittszahl) gleichbedeutend sei mit der
Aufnahme zahlreicher Gametocyten. Aus diesen Arbeiten lassen sich
also folgende Zusammenhänge herauslesen:

Ansteigende Zahl aufgenommener Gametocyten

Ansteigende Cystenzahl — Ansteigende Infektionsrate

Diese Beziehungen (siehe auch Eyles 1951) scheinen logisch
zu sein. Nun konnten aber, wie bereits erwähnt, Huff & March-
bank (1954) zeigen, daß die Kurven für Gametocyten- und Cystenzahl

nicht parallel verlaufen. Bevor die Geschlechtsformen ihr
Maximum erreichen, falli die Cystenzahl ab.

Auch unsere Resultate fügen sich nur bedingt in obiges Schema
ein. Uns beschäftigte vor allem die Frage nach dem Schicksal der
ausgebildeten Ookineten. Wenn in der einen Mücke nach der
infektiösen Blulmahlzeit 127 Cysten gezählt werden können, während in
einer andern, gleichzeitig gefütterten, nur 2 aufzufinden sind, so
erhebt sich die Frage, welcher Faktor diese Verschiedenheiten
verursachen könne, da doch anzunehmen ist, daß anfänglich ungefähr
die gleiche Ookinetenzahl die Wanderung zur Darmwand
angetreten hat. Um dabei die Möglichkeit der Aufnahme ungleicher
Blutmengen ausschließen zu können, waren für die Versuche nur
ganz vollgesogene Mücken verwendet worden.

Diese Frage soll im nächsten Kapitel weiter abgeklärt werden.

IV. Studium des Penetrationsvorganges der Ookineten.

1. Bildungszeit und Anwesenheit der Ookineten im Mückendarm.

Um den Zeitpunkt des ersten Auftretens und die Dauer der
Anwesenheit der Ookineten im Magen festzustellen, wurden
zahlreiche Ausstriche des Darminhaltes infizierter Aedes angefertigt.
Die Angaben über die dabei verwendete Technik finden sich bei
Geigy & Herbig (1955 S. 122). Alle Präparate wurden mit Giemsa
(Romanowsky) gel'ärbt.
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TABELLE 9.

Vorkommen der Ookinelen auf Darmausslrichen.

16

18

22

22 k_

23
21'A
30

18

/.Hill der Zahl 1er
.iisslriclie iml'ge.nndcnei lokineten

1 80
2 19. h

a> 11,
2 44. 213

1 12, 18, 13, «

4 44, 26, +, +
3 89. 32. +
1 18

+ — vorhanden, aber nichl gezählt.

Da diese Untersuchungen lediglich dazu dienten, den möglichen
Zeitpunkt der Ookinetenpenetration in das Darmepithel zu
ermitteln, wurden nur Stichproben gemacht in Absländen verschiedener

Stunden nach der Blulmahlzeit. Im übrigen ist es nicht möglich,

auf diese Weise exakte Ookinetenzählungen durchzuführen,
da bei der Sektion und bei der Anfertigung der Ausstriche stets
Teile des Darminhaltes verlorengehen, somit nie alle Zygoten
erfaßt werden können.

In je 2 Ausstrichen nach 4, 8, 10, 12 und 14 Stunden konnten
noch keine Ookinelen festgestellt werden, sie erschienen erstmals
nach 14 Stunden. In Tab. 9 sind die Ergebnisse zusammengestellt.
Daraus gehl hervor, daß die Ookinelen, die sich zwischen der 14.

und lt.. Stunde bilden, während einer langen Periode im Darminhalt

aufzufinden sind und nichl, wie man erwarten könnte,
gesamthaft daraus verschwinden, um ihre Weiterentwicklung zur
Oocy.ste im Darmepithel durchzumachen. Zur Abklärung der
weiteren Vorgänge mußten deshalb Schnitte angefertigt werden.

2. Auszählung der Ookineten auf Schnitten zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der infektiösen Blutmahlzeit.

Die Auswertung der Schnittpräparate erfolgte in verschiedenem
Sinne. Einmal wollten wir den Weg der Ookinelen vom Bildungsort

bis in die Darmwand verfolgen und dabei feststellen, wie und
wo die PM passiert wird, und wie das Eindringen in das Epithel
vor sich geht. Andererseits solile hier, da dies auf Ausstrichen nicht
möglich war. der zeitliche Ablauf der Ookinetenwanderung und
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der Cystenbildung festgelegt werden. Zugleich bot sich Gelegenheit,

die Lage der auf der Wanderung befindlichen Ookinelen
innerhalb des Magens festzustellen und zahlenmäßig zu erfassen.

Technik: Die besten Ergebnisse wurden mit Carnoy-Fixierung
(1 Std.) und Haematoxylin-Heidenhain-Färbung erzielt. Eine
Schwierigkeit bestand darin, daß die Därme und ganz besonders
das eingeschlossene Blut hart und brüchig wurden und schlecht
zu schneiden waren. Dies ließ sich vermeiden, wenn die
Einbettung über Butylalkohol erfolgte. Die Schnittdicke betrug immer
5 //. Während des langen Färbeprozesses erwies es sich als
unumgänglich, die Schnitte mit einem dünnen Celloidinfilm
festzuhalten.

Wie schon auf Ausstrichen, so war auch in den Schnittpräparaten
eine genaue quantitative Erfassung der Ookineten unmöglich.

Der Kern der Hühnchenerythrocylen wird durch Haematoxylin
dunkel gefärbt. Bei der Schnittdicke von 5 ,« zeigte nun der
Blutkuchen eine so dichte schwarze Färbung, daß die darin liegenden
Ookineten nicht mehr sichtbar waren. Erst wenn sich bei
fortschreitender Verdauung die Erythrocyten von der Peripherie her
auflösten, wurden die ebenfalls dunkel gefärbten Ookineten
erkennbar.

Um nun die Verteilung der Ookinelen im
Darmlumen festzuhalten, wurde eine besondere

Methode entwickelt. Wir dachten uns
den Magen aufgeteilt in (> Sektoren (siehe
Abb. 8). Die Sektorengrenzen, die natürlich
nicht im Präparal markiert werden konnten,
wurden visuell in jeden einzelnen Schnitt
bineinprojizierl und nach Merkpunkten im
Epithel fixiert. Die Lage jedes Ookineten
wurde notiert. Diese Methode ist zwar nicht
sehr exakt, genügte aber den gestellten
Anforderungen.

Ergebnisse: Die Resultate der Ookineten-
auszählungen zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Blutmahlzeit werden in Tabellenform

gegeben. Gleichzeitig sind auch die auf der Darmwand
liegenden Oocysten vermerkt.

Die oben beschriebene Methode diente nun zweierlei Zwecken.
Einerseits der Lokalisierung der Ookineten. andererseits der
Prüfung, ob die penetrationsbereiten Ookineten nach ihrer Lage im
Darmlumen der Verteilung der Cysten, wie sie auf der Darmwand
beobachtet wird, entsprechen. Einige herausgegriffene Beispiele
sollen die Auszählungen zwecks Lokalisierung illustrieren (Abb. 9).

-»r
Abl>. 8. Einteilung der
Darmschnitte zur
Lokalisation der Ookinelen.



Stabler. Analyse des Infektionsverlaufes von Plasmodium gallinaceum 331

ir22

lo

ir

u

ir32

14

11

ir

u

ir5o ir3o

-ì r

17 14

irIlo 15o7

.155. 9. Beispiele zur Darstellung der Lokalisierung pcnetralionsbereiter
Ookinelen im Darmlumen.

Die auf demselben Gametocytenträger gefutterten Mücken sind mit der
gleichen Sternzahl markiert.
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Stunden nach
Blntinalilze.it

ntei.
Ilai

22 3

23 3

24 3

27 8

28

29 3

31 5

41 5

43 3

46 1

48 1

63 3

65 4

70 6

7.") 3

SO 6

85 3

90 6

95 7
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TABELLE 10,

Davon mil
l'ara.iteli

2 58. 14

3 36. 30, 1 —. —
2 7. 2 +.
6 ,")2. 17), 1, 6, 1, 6 —. _]_ —. —

2 21. 1514 + 4"

3 .'!,-). 17. 2 T~ ..u -
,"> 15, 32. 61. 35, 3 + + 4- —
5 28. 22. 37. 616. 8 — + 4_^ 4

5 41. 90. 42. 18. 166 + + + 4-, +
1 183 +
1 196 +
3

3

3, - - + -J- +

6

2

(i alle alle +

4

6

3. Zeitlicher Ablatif tier Ookinelenwantlerung vom Lumen
bis auf tlie Darmaußenseite.

Die gleichen Ausstrich- und Schnittpräparate, die uns vorher
das Zahlenmaterial geliefert und Lagebeslimmungen erlaubt hallen,

ermöglichten nun auch, den zeitlichen Ablauf der Ookineten-
wanderung zu verfolgen. Da diese Vorgänge temperaturabhängig
sind, ist festzuhalten, daß alle Versuchsmücken bei einer konstanten

Temperatur von 26 C gehalten worden waren. Die Zeitangaben
beziehen siedi immer auf die Spanne, die seil der Aufnahme der
infektiösen Blulmahlzeit verflossen war.

Die anfänglich runden Zygoten, die aus der Vereinigung von
Mikro- und Makrogameten resultieren, treten erst nach 16 Stunden
als mobile Ookineten auf. Wir müssen annehmen, daß sie zu
diesem Zeitpunkt im ganzen Darminball verstreut liegen. Nun selzt
die Wanderungsbewegung ein. und 6 Stunden später, wenn der
Verdauungsgrad des Blutes Beobachtungen im Schnittpräparat
zuläßt, können sie in größerer Zahl an der Peripherie des Blut-
kuchens, in unmittelbarer Nähe der PM beobachtet werden. Der
Durchtritt durch die Membran erfolgt nun nicht massenweise,
sondern erstreckt sich, entsprechend der zeillich gestaffelten Bildung
der Ookineten und damit auch ihres successiven Eintreffens an der
PM. über eine gewisse Zeil. Zwischen der 22. und 30. .Stunde kön-
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neu stets Exemplare im extraperitrophischen Raum aufgefunden
werden. Eine außerordentliche Seltenheil ist es, Ookineten in dem
Augenblick zu finden, wo sie sich eben durch die Membran
durcharbeiten (Abb. 10—12). Doch isl aus der Lage der bereits
durchgetretenen abzulesen, daß dies an jeder beliebigen Siehe möglich

ist.
Während die bisherigen Vorwärtsbewegungen senkrecht zur

Darmwand ausgeführt worden sind (Abb. 18), legen sich die Ookineten

jetzt parallel dem Stäbchensaum an (Abb. 14, 15). In der
nächsten Phase ihrer Wanderung findet man die Zygoten, bereits
wieder abgerundet, unter dem Stäbchensaum (Abb. 16). Während
sie bisher auch bei ungünstiger Intensität der Färbung an ihrer
halbmondförmigen Gestalt leicht erkenntlich waren, können sie

jetzt einzig durch die vom Makrogametocyten stammende Pigmentgranula

von den oft gleich großen Zellelementen des Epithels
unterschieden werden. Im weitern Verlauf des Penetrationsprozesses
finden sie sich zwischen den Epithelzellen, immer näher an die
Darmaußenseite rückend, bis sie endlich als junge Oocysten unter
die Basalmembran, die Tunica elaslico-muscularis von Grassi zu
liegen kommen, diese abheben und unter Kernvermehrimg und
Größenzunahme heranwachsen (Abb. 17, 18).

Entsprechend dem zeitlich abgestuften Eintreffen der Ookinelen

an der Darmwand. können die ersten jungen Cysten nach
24 Stunden entdeckt werden, und bis elwa zur 32. Stunde findet
man Zygoten auf allen möglichen Stufen der Epithelpenetration.
Nach diesem Zeitpunkt können nur noch Cysten und innerhalb
der PM liegende Ookinelen festgestellt werden. Diese liegen zum
Teil sehr zahlreich parallel an der Membran und sind offenbar
nicht mehr in der Lage, dieses nunmehr erhärtete Gebilde zu
durchdringen (Abb. 19). In Übereinstimmung mit Hufe (1934) konnten
wir nämlich feststellen, daß sie von der 30. Stunde an Degenera-
lionserscheimmgen zeigen. Sie verlieren ihre scharfen Konturen,
und der Kern beginnt zu zerfallen. In Ausstrichen waren diese
Erscheinungen besonders deutlich zu beobachten. Solche degenerierende

Ookineten bleiben aber auch weiterhin erkennbar, bis über
63 Stunden hinaus, d. h. so lange der Aedesmagen noch Reste der
Blutmahlzeit enthält.

4. Diskussion der Resultate.

In diesem Kapitel konnten alle Phasen der Ookinetenwande-
rung verfolg! werden. Da die Bolle der PM im Verlaufe der
Malariainfektion der Mücken die Kernfrage unserer Arbeit bildete,
wurde ihrer Perforation durch die Ookinelen besondere Beach-
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Zwei weitere liegen parallel an der I'M (Vergr. ca. 1360
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lung geschenkt. Wir stellten fest, daß dieser Vorgang zeitlich
begrenzt ist und ungefähr zwischen der 20. und 30. Stunde nach der
infektiösen Blutmahlzeit abläuft. Ookinelen. die nach dieser Zeit
noch in der PM eingeschlossen sind, gehen zugrunde.

Aus der Häufigkeit, mit der die Ookineten im Mageninhalt in
unmittelbarer Nähe der PM aufgefunden werden, kann man schließen,

daß sie ihnen einen gewissen Widersland bietet. Diese
Beobachtung ist nicht erstmalig, sondern wurde auch schon von
Grassi (1901) und Beichenow (1932) gemacht. Viel seltener
finden sie sich dagegen nach dem Durchtritt durch die Membran im
extraperitrophischen Raum. Das Eindringen in das Epithel scheint
also im Gegensatz dazu keine besonderen Schwierigkeilen zu
bereiten und dürfte sich ziemlich rasch abwickeln.

Das Eindringen der Ookinelen in das Magenepithel erfolgt nach
unseren Beobachtungen, im Gegensatz zu den in den meisten
Lehrbüchern gegebenen Darstellungen, jedenfalls nicht durch
mechanisches Einbohren. Alle an der Darmwand befindlichen Zygoten
waren nicht mit ihrer Spitze gegen sie gerichtet, sondern lagen
parallel dazu. Bald darauf befanden sie sich bereits abgerundet
im Epithel. Ähnliche Beobachtungen machte auch Huff (1934).

Unklarheit herrscht darüber, ob die Malariaookineten zwischen
den Zellen des Epithels durchwandern oder ob sie in die Zellen
selbst eindringen. Alle unsere Beobachtungen weisen darauf hin,
daß der Durchtritt zwischen den Zellen erfolgt (s. Abb. 20). In
welcher Weise das Findringen ins Epithel und die Vorwärtsbewegung

des nun abgerundeten Ookinelen zwischen den Zellen
zustande kommt, ging allerdings nicht aus den Präparaten hervor.
II uff (1934) arbeitete mit Culex pipiens, Plasmodium cathemerium
und PI. relictum und führte die Penetration auf das allmähliche
Größenwachstum der Ookineten zurück, die dadurch die Epithelzellen

auseinanderdrängen und schließlich auf die Außenseite zu
liegen kommen. Dieser Interpretation können wir uns aber nichl
anschließen, da wir erst an der jungen, unter der Basalmembran
liegenden Oocyste eine Größenzunahme beobachten konnten. Es
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.466. 20. Schema zur Darstellung des Durehtritts des Ookinelen durch das

Magenepithel.
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wäre denkbar, daß die Penetration durch Sekrelausscheidung des
Parasiten unterstützt würde.

Wie aus den in Abb. 9 dargestellten Beispielen, die sich beliebig
vermehren lassen, hervorgehl, erwies es sich, daß die penetrationsbereiten

Ookineten nach ihrer Lage im Darmlumen der spätem,
gleichmäßigen Cystenverteilung auf dem Darm entsprechen. Wohl
bestehen zwischen den einzelnen Sektoren Unterschiede, denen
aber keine Bedeutung zugemessen werden kann, da auch bei den
Cyslen von Individuum zu Individuum Verschiedenheiten in bezug
auf die Verteilung auftreten und erst aus Durchschnittswerten die
allgemeine Verteilungstendenz herausgelesen werden kann. Unsere
früher gezogenen Schlüsse sind damit bestätigt [S. 326).

V. Zusammenhänge zwischen Infektionsverlauf und Beschaffenheit
der peritrophischen Membran.

Es ist schon eingangs erwogen worden, ob nichl die ungleiche
Cystenverteilung auf dem Anophelesdarm zurückgeführt werden
könnte auf die PM, die sich den Ookinelen in den Weg stellen
würde. Daß diese Möglichkeit durchaus ins Auge zu fassen war.
zeigte sich am Fall der verschiedenen Trypanosomen-Zyklen in
der Tsetsefliege (siehe Geigy & Herbig 1955, S. 229—31) und an
andern Beispielen.

Anfänglich erwarteten wir bei der Imago von Aedes aegypti
eine PM vom selben Typ II. wie er für ihre Larve bekannt war.
Die seitdem gewonnenen Erkenntnisse ergeben jedoch ein wesentlich

anderes Bild.
Die PM, die jedesmal im Anschluß an eine Blutmahlzeit vom

Mitteldarmepithel neu sezernierl wird und sich allmählich
verfestigt, umhüllt den Mageninhalt als vollkommen geschlossenes
Säckchen. Die Ookinelen, die in der Folge überall im Blulkuchen
verteilt entstehen, streben der Darmwand zu und stoßen im
Verlaufe ihrer Wanderung auf die PM. Sie ist beim Eintreffen der
ersten Parasiten noch weich und wird von ihnen mühelos passici I.

Mil zunehmender Verfestigung bietet sie den Ookineten aber
wachsenden Widersland, und eine geringer werdende Zahl derselben
vermag durchzudringen. Schließlich wird die Perforation unmöglich

und alle noch im Lumen befindlichen Ookinelen werden dori.
meist dicht der Membran angelagert, zurückgehalten und gehen
zugrunde. Dieser Tatbestand ist graphisch noch einmal in Abb. 21

dargestellt.
Wenn vielleicht auch der Schlußfolgerung, daß die Veränderungen

der PM eine zunehmende Behinderung der penetrations-



Stohlcr, Analyse des 1 n f e kt i iinsverlaufe s von Plasmodium gallinaceum 3 11

ç.^

Illuni;
er (loi

si-h.var/.e l'I in rÌHlrin'ici/ai .1

.166. 21. Schema zur Darstellung des Zusammenhanges zwischen Verfestigung
der PM und Durchtritt der Ookinelen.

bereiten Ookineten im Gefolge haben, bis zu einem gewissen Grad
eine subjektive Beurteilung zugrunde liegt, so sprechen doch auch
noch andere Beobachtungen für diese Annahme.

Auf Ausstrichen des Mageninhaltes konnten auch nach der 20.
Stunde noch Zygoten festgestellt werden, die siedi im bergangs-
stadium von der runden zur langgestreckten, beweglichen Form
befanden. Diese Beobachtung und die Erwägung, daß die Ookinelen

je nach Entstchungsorl im Darmlumen längere oder kürzere
Strecken bis zur Peripherie zurückzulegen haben, erklären zur
Genüge, daß sie in beträchtlichen zeitlichen Abständen an der PM
eintreffen können und je später dies geschieht, hier desto stärker
veränderte Verhältnisse antreffen müssen.

Auch wenn eine quantitativ genaue Erfassung der Ookineten-
zahl im Mückendarm unmöglich war und die tatsächlichen Werte
noch bedeutend höher liegen dürften, so ergibt sich doch aus
einzelnen unserer Erhebungen ein sicherer Hinweis, daß bei weitem
nichl alle Zygoten zur Weiterentwicklung kommen. Während wir
auf Ausstrichen und in Schnittseriell Zahlen von 166, 183, 196, 203,
616 und 1507 pro Mücke feststellen konnten, lag andererseits unser
Cyslenmaximum bei 127. Obschon bei der Infektion bei Aedes
aegypti und PI. gallinaceum auch schon bedeutend mehr Cysten
gezählt worden sind Iz. 15. Brumpt 1936: 1650 Stück und Eyles
1951 bis ca. 300), so sind dies doch Ausnahmefälle, die die
normalen Durchschnittszahlen bei weitem übertreffen.

Schließlich legi auch die Tatsache, daß nach einer gewissen
Zeil, wenn die unler der Basalmembran liegenden jungen Cysten
bereits zur Weilerentwicklung schreiten, noch immer zahlreiche
Ookineten innerhalb der PM liegen, Zeugnis dafür ab, daß ihnen
jeder weitere Durchtritt verwehrt bleibt.
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Wie auch in der Diskussion zu Kapitel III erwähnt, isl schon
verschiedentlich nach Faktoren gesucht worden, die den Verlauf
der Malariainfektion in der Mücke hemmend beeinflussen könnten,

denn es ist ja schon lange bekannt, daß die Übertragungsfähigkeit
der verschiedenen Stechmückenarten stark variiert von gul

bis schlecht, ja daß zahlreiche Arien überhaupt nicht übertragen.
Interessant hiezu isl auch die Feststellung von Huff (1927),
wonach die Ookinetenbildung auch im Darm von nichl übertragenden
Mückenarten vor sich gehen kann. Was aber der Weiterentwicklung

im Wege steht, konnte nichl abgeklärt werden. Verschiedenheiten

des Magenepithels dürften nicht dafür verantwortlich sein.
da vergeblich danach geforscht wurde (Huff 1934 und Pal 1943).

Vieles weist nun darauf hin, daß in der PM ein wichtiger Faktor

gefunden ist, der diese Unterschiede der Infektibilität bei
Mücken verständlich machen könnte. Jedenfalls konnte in dieser
Arbeil gezeigt werden, daß die PM für eine Hemmung eines guten
Teils der Ookineten verantwortlich ist, und daß sie auch bei gleichzeitig

und auf demselben Gametocytenträger infizierten Mücken-
gruppen individuelle Differenzen der Cystenzahlen verursachen
kann (vgl. Abb. 6).

Wie in der Einleitung erwähnt wurde, sind auch andere Fälle
bekanntgeworden, wo Zusammenhänge zwischen Erregercyclus
und Struktur der PM im Arthropodenwirt bestehen, und wir möchten

besonders auf die Verhältnisse bei Simulium und Onchocercose
(Lf:wis 1953) hinweisen, wo die Membran ebenfalls einen Teil der
Parasiten einschließt und an der Weiterentwicklung hindert.

Was hier für Aedes aegypti dargelegt wurde, dürfte auch für
andere Culiciden-Arten gelten. Unterschiede in den Membranverhältnissen

könnten vielleicht manche Fälle verschiedener
Übertragungsfähigkeit erklären, wenn dies zweifellos auch nicht der
einzige maßgebende Faktor isl.

VI. Kernvorgänge bei der Cystenentwicklung.

Seit den klassischen Veröffentlichungen von Grassi (1901) und
Schaudinn (1902) ist der Sporogonie-Cyclus der Malariaparasiten
in der Mücke am Beispiel von Plasmodium vivax mehr oder
weniger bekannt. Allerdings harren noch einige Punkte der weiteren
Abklärung, so besonders das Problem der Feinstruktur des Kernes,
der Kernteilungsvorgänge bei der Sporozoitendifferenzierung und
der Beduktionsteilung im Verlaufe der Gametogenese. Verschiedene

Autoren haben sich mit diesen Fragen beschäftigt: für eine
Übersicht über die bisherigen Forschungsergebnisse sei auf die
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Abb. 22. .hinge, einkernige Cyste mit Pigmentgramila (Vergr. ca. 2720X). In
den beigefügten erläuternden Skizzen sind die großen und kleinen Kerne voll-

schwarz, die Pigmentgranula schwarz konfluiert eingezeichnet.

Abb. 23. Zweikernige Cyste (Vergr. ea. 20
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umfassende Darstellung im Buche von Geigy & Herbig (1955
S. 70 ff.) hingewiesen.

Bereits beim Planen der für die Durchführung unserer Arbeit
notwendigen Arbeitsgänge war an die Möglichkeit gedacht worden,

die dazu anzufertigenden Schnittpräparate gleichzeitig für die

Beobachtung der ersten Schritte der Kernvorgänge bei der Cysten-
entwicklung auszuwerten. Es zeigte sich dann aber in der Folge,
daß die Kernvermehrungsphase erst nach Beendigung des

Verdauungsvorganges bei der 63. Stunde einsetzte, und die
Untersuchungen mußten bis zur 95. Stunde ausgedehnt werden (siehe
Tab. 10).

Der Großteil der Schnittserien (24 Därme) wurde wiederum mit
Haematoxylin-IIeidenhain gefärbt, während die übrigen (12 Därme)

für die Durchführung der Feulgen'schen Nuklealreaktion
verwendet wurden.

Bei der Durchsicht der mit Haematoxylin gefärbten Schnitte
ergab es sich, daß sich längst nichl alle aufgefundenen Cysten zum
Studium der Kernverhältnisse eigneten. Nur wenn nach dem Färben

mit Eisenalaun nicht zu stark differenziert wurde, resultierten
klare Bilder. Deshalb waren von den ca. 170 vorhandenen Cysten
nur 39 auswertbar.

Wie erwähnt, erfolgte das Eintreffen der Cysten unter der
Basalmembran, infolge des zeitlich gestuften Anrückens der Ookineten,
nicht gleichzeitig. Dementsprechend traten auch jetzt Verschiebungen

bei der Weiterentwicklung zutage, die die Deutung der
Befunde erschwerten. Doch ließen sich aus der Zunahme der
Kernzahlen die aufeinanderfolgenden Phasen erkennen.

Zur Darstellung der Resultate dienen mikrophotographische
Aufnahmen (Abb. 22—25) mit beigegebenen kommentierenden
Skizzen. Dabei ist zu bedenken, daß hier jedesmal nur eine
bestimmte Schnittfläche und nicht die Cyste mit ihrem ganzen Inhalt
erkennbar isl. Der tatsächliche Sachverbalt konnte nur eruiert
werden auf Grund des Studiums ganzer Schnittfolgen. Daraus
ergaben sich auch die Schemata (Abb. 26) bei welchen die
Elimination der einen Hälfte des Zygotenkerns und die Vermehrung des
übrigbleibenden Kernparlners bis zum 32-Kleinkern-Stadium
wiedergegeben ist. Hier ist auf die Darstellung der Pigmentgranula
verzichtet worden. Diese sind lediglich in den Mikroaufnahmen
zu sehen, und man erkennt dort, daß die einzelnen Körnchen weder

ihrer Zahl noch ihrer Anordnung gemäß Konstanz aufweisen.
Betrachtet man die Darstellungen von Grassi, so erkennt man,

daß sich unsere, an Haematoxylin gefärbten Schnitten erzielten
Befunde weitgehend mit den seinen decken. Bei dieser Färbung
erscheinen die Kerne je nach Differenzierungsgrad schwarz bis

Acta Tropica 14, 4, 1957 25
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-2 + 4

1-8 1 + 16 32

,466.26'. Schematische Darstellung der Kernvermehrung in der jungen Cyste.

grau, die Granula sind bräunlich und auffallend lichtbrechend.
Neu ist die Beobachtung, daß sich einer der beiden aus der ersten
Kernteilung stammenden Kerne offenbar durch fortschreitende
Teilungen vermehrt, während der andere unverändert bestehen
bleibt und nach dem 16-Kern-Stadium verschwindet.

Um einen bessern Einblick in diese Vorgänge zu erhalten,
wurde die Feulgen-Färbung zu Hilfe gezogen. Entgegen unsern
Erwartungen fiel aber das Ergebnis in allen 72 untersuchten
Cysten negativ aus. Die intensive Rotfärbung der umliegenden
Epithelkerne bewies, daß dieser Befund spezifisch und nicht auf
fehlerhafte Technik zurückzuführen war. Wie aber aus der Arbeit
von Schaefffìr (1945) hervorgeht, darf diese Beobachtung nicht
als unbedingt negatives Indiz gewertet werden, da die Kerne der
Malariaparasiten nicht in allen Stadien Feulgen-positiv sind, und
auch ein negativer Befund die Anwesenheit sehr kleiner Mengen
von Thymonukleinsäure nicht ausschließt.

Obschon sich zahlreiche Forscher mit dem Malariaparasiten
befaßt hatten, sind die Angaben über die fundamentalen cytologi-
schen Vorgänge sehr spärlich. Insbesondere blieb die Frage nach
der Reduktionsleilung unbeantwortet. Wohl sind in den letzten
Jahren Fortschritte in dieser Richtung erzielt worden. So
untersuchte McDougall (1947) bei PI. falciparum und PI. vivax die
Reifungsvorgänge im Mikrogametocyten, ohne allerdings abklären
zu können, ob bei der Beschickung der männlichen Gameten mit
Kernmaterial während der Exflagellation 2 oder 4 Chromosomen
beteiligt sind. Wolcott (1955) dagegen stellte in den Kernen von
lebenden Blutschizonten der 4 menschlichen Plasmodienarten je-
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weils zwei ungleich große Chromosomen fest und schloß daraus,
sie seien nicht homolog und der Satz demnach haploid. Seine
weiteren Beobachtungen an Gametocyten von PI. vivax und PI.
falciparum schienen ebenfalls auf haploide Verhältnisse hinzuweisen.
In einer neueren Arbeit (1957) werden auch bei fünf tierischen
Plasmodien (PI. knowlesi, PI. floridense, PI. berghei, PI. lophurae
und PI. relictum) jeweils zwei Chromosomen beschrieben.

Verschiedene Anzeichen deuten darauf hin, daß die Reduktions-
teilung bei den Plasmodien postzygotisch erfolgt, und es ist
naheliegend, diese in der ersten Phase der Cystenenlwicklung zu
suchen. Unsere in Abb. 26 dargestellten Befunde lassen nun die
Deutung zu, daß die Reduktion des Kernmaterials in der ersten
Teilung der jungen Cyste erfolgt. Während sich der eine daraus
resultierende Kern normal weiterentwickelt, verschwindet der
zweite nach einiger Zeit, ohne weitere Teilungen durchgemacht
zu haben.

Damit wäre also die diploide Phase des Plasmodiums von sehr
kurzer Dauer. Sie würde erreicht bei der Befruchtung des Makro-
durch den Mikrogameten im Mückendarm und lediglich während
der Ookinetenphase, d. h. bis zur Konstituierung der jungen Cyste
im Darm andauern. Schon bei der ersten Teilung in der Cyste
würde die Hälfte des Kernmaterials beiseitegestellt und kurz vor
dem 32-Kern-Stadium eliminiert. Damit wäre bereits wieder der
haploide Zustand hergestellt, der für die Sporozoiten sowie für
sämtliche extraerythrocytären und erythrocytären Stadien im
Warmblüter Geltung hätte bis wieder zu den Gametocyten im
Mückendarm. Die Ansicht von Wolcott, wonach Schizonten und
vielleicht auch Gametocyten haploid wären, würde damit bestätigt.

Unklar bleibt allerdings die Zahl der Chromosomen, über die
wir bei unsern Untersuchungen keine Anhaltspunkte finden
konnten.
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Résumé.

Dans ce travail, l'auteur a étudié l'évolution du Plasmodium gallinaceum
dans le moustique Aedes aeggpti en considérant particulièrement le rôle de la
membrane péritrophique (PM) peu étudié jusqu'à ce jour.

Le travail se divise en plusieurs parties : la première (chap. II) étudie la
formation et la nature de la m.p. Cette dernière se forme à nouveau après
chaque repas sanguin et se trouve être évacuée avec les résidus nutritifs in-
digestibles. C'est pourquoi, les mousticjues femelles fraîchement éclos et
affamés, ou exclusivement nourris au nectar, ainsi que les mâles non hématophages

ne possèdent pas de m.p. L'épithélium stomacal sécrète sur toute sa
surface une substance visqueuse, d'origine chitineuse et riche en protéines. Au
fur et à mesure que s'effectue la digestion, cette substance se solidifie et entourera

bientôt d'un sac la masse de sang sucé. La dureté de la membrane atteint
un certain maximum qui diminue de nouveau vers la fin de la digestion.

L'auteur a remarqué d'importantes différences dans le mode de formation
et la structure finale de la m.p. de l'Aedes, par rapport aux deux types connus
jusqu'ici. Ces observations font amené à définir un troisième type.
Appartiennent à celui-ci, à part les Aedes, la plus grande partie des Nématocères.
pour autant que la littérature consultée le laisse prévoir, ainsi que probablement
d'autres groupes d'insectes. Pour suivre le passage des ookinetes à travers la
m.p. des études au microscope électronique ont été faites ; elles ont abouti à

la découverte, pour la première fois chez les Diptères, d'une dite « texture
dispersée » (« Streuungstextur »).

Dans la deuxième partie (chap. III), l'auteur étudie, chez les Anophèles, le

problème de la répartition inégafe des cystes à la surface de l'estomac. Il a pu
démontrer que seules la consistance du sang dans l'estomac et l'influence de
la pesanteur peuvent expliquer ce phénomène. La m.p. n'y joue pas de rôle
direct. Celte constatation a été rendue possible en considérant le cas d'Aedes.
En effet, au cours de la digestion de cette espèce, il ne se forme pas de coagulât
soumis à la pesanteur, mais, par contre, l'intestin est rempli d'un caillot
gélatineux, qui garantit une égale répartition des cystes.

La troisième partie (chap. IV) est consacrée aux processus du passage des
ookinetes à travers fa m.p. L'auteur a pu constater qu'ils peuvent pénétrer à

n'importe quel endroit, mais que la membrane offre une résistance croissante
au fur et à mesure qu'elle se solidifie et empêche tout passage après 30 heures.
Les ookinetes traversent la paroi intestinale en se glissant entre les cellules de

l'épithélium.
L'auteur refève au chapitre V, l'importance de la m.p. au cours de l'infection

d'Aedes. C'est elle, en effet, qui restreint toujours l'évolution ultérieure d'un
certain nombre d'ookinètes. Beste à savoir si, chez d'autres espèces de
moustiques, le degré d'infection peut être influencé par la présence de la m.p. ;

chaque cas mériterait probablement d'être étudié séparément. Les résultats
obtenus laissent supposer que le rôle joué par la m.p. pourrait bien expliquer
pourquoi les différentes espèces de Culicidés répondent si différemment aux
plasmodies.

En suivant la formation des oocystes (chap. VI), l'auteur s'est également
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intéressé au problème de la division de réduction des plasmodies. encore si
discutée aujourd'hui. On possède quelques indices qui prouveraient que cette
division aurait lieu après la formation du zygote, lors de la première division

nucléaire à l'intérieur du jeune ooeyste. Ainsi, comme Wolcott l'affirme,
les formes sanguines correspondraient à la phase haploïde. Cette dernière
commencerait donc avec la division de réduction dans les oocystes et se
maintiendrait durant tout le cycle sanguin chez l'homoïotherme, jusqu'à la fécondation

du macrogamète par le microgamète dans l'intestin du moustique, où le
nombre diploide des chromosomes se trouverait à nouveau réalisé.

Summary.

In following up the course of infection of the malaria parasite Plasmodium
gallinaceum in the mosquito Aedes aegypti, special attention was paid lo the
part played by the peritrophic membrane (PM), the importance of which has
so far been scarcely noticed.

The paper deals with the following subjects: In a first part (chapter II)
the formation and consistence of the PM was studied. It was found that the
PM always regenerates anew after each blood meal and that it then is
discharged together with undigested foodstuffs. Therefore in newly emerged, in
hungry and in nectar fed female as well as in nectar fed male mosquitoes no
PM exists. The chitin and protein containing substance, secreted by the whole
epithelium of the midgut solidifies in the course of digestion and entirely
envelops the engorged blood. The solidity of the membrane reaches a certain
maximum and decreases again towards the end of the digestive process.

Considerable variations in the formation and final structure of the PM
lead us to establish a further type III in addition to the two structure types
already known. According to other publications on the subject this type would
comprise, besides Aedes aegypti, a considerable number of Nematocera,
perhaps even other insect groups. In connection with the studies on the penetration

of tlie mafaria ookinete through the PM. investigations were made under
the electron microscope, which revealed for the first time a so-called "dispersion

texture" in Diptera.
The second part (chapter III) studies the uneven distribution of cysts as

observed in Anopheles. It was possible to prove lhat the consistence of the
blood in the midgut of this mosquito species and the effect of gravity are
really the responsible factors for the distribution of cysts, and that the PM
has no direct influence on it. This knowledge was obtained by studying these
conditions in Aedes, where no coagulum. subject to gravity, is formed but
where a gelatinous blood mass tilts tlie whole lumen of tlie gut. thus warranting
an even distribution of cysts.

The third part (chapter IV) deals with investigations made on the perforation

and penetration process of the ookinete. It was possible to confirm that
the penetration through the PM can take place anywhere, yet that the more
tlie structure of tlie latter becomes solid, the more it is resistant, no passage
being possible any more after 30 hours. The ookinete penetrates the gut wall
between the epithelial cells. These observations show (chapter V) that the PM plays
an important part in the course of malaria infection of Aedes, reducing the
number of ookinetes capable of further development. How far this influence
on Ihe infection rate acts also on other combinations of Plasmodia and
mosquitoes would have to be studied in each case separately. The present results,
however, allow us to presume that the role of the PM here described might
somewhat elucidate the problem hitherto unsolved of the different receptivity
of the various Culicidae species to Plasmodium.
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Studying the formation of oocysts, particular attention was paid to the
still disputed question of reduction division of Plasmodia (chapter VI).
Circumstantial proofs exist that the reduction takes place during the first nuclear
division of the young oocyst. Wolcott's finding that the haploid phase
concerns the blood forms would thus be confirmed. This phase would therefore
last from the reduction division in tlie oocyst over the whole blood cycle in
the warm-blooded animal until the fusion of the microgamete and the macro-
gamete in tlie gut of the mosquito. There tlie diploid set of chromosomes would
be restored.
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