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Schweizerisches Tropeninstitut Basel.
Zoologische Anstalt der Universitiit Basel.

Analyse des Infektionsverlaufes von Plasmodium
gallinaceum im Darme von Aedes aegypti.

Von HARRO STOHLER.

Inhaltsverzeichnis:

I. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . 303
1. IFragestellung g w5 s ow w % = w ow & & w003
2. Material . . . . . . .. ... . . . . 304

1. Morphologie und Histologie des Darmes von Aedes aeqypti unter
besonderer Berlicksichtigung der Bildung und Beschaffenheit der

peritrophischen Membran . . . . . . . . . . . 304

1. Darmtrakt . . . . . . ... 304

2. Peritrophische Membran - 1015

a) Allgemein ¥ 0® B 5w wm % & m &8 3 & = oUb

b) Peritrophische Membran bei Aedes aegypti . . . . . 308
Zeitlicher Ablauf der Bildung auf Grund von Autopsien . . 311
Submikroskopische Struktur T - £

3. Diskussion der Resultate . . . . . . . . . . 316

III. Untersuchungen tiber die Lage der Oocysten auf dem Mitteldarm . 318

1. Versuche und Resultate von SHUTE mit Anophelen und mensch-
lichen Plasmodien . . . . . . . . . . . . 318
2. I geone Versuche mit Aedes aegypti und Plasmodium galiinaceum

a) Technik . . . . . . o . . . . . . 319
b Cystenverteilung bei normalem Infektionsverlauf . . . 321
¢) Gyslenverteilung bei Miicken nach Hallung in Zwangslage . 322
d) Infektionsgrad und Cystenzahl . . . . . . . 324
3. Diskussion der Resultate . . . . . . . . . . 325
1V, Studium des Penetrationsvorganges der Ookineten s ow ow o« 328
1. Bildungszeit und Anwesenheit der Ookineten im Miickendarm . 328
2, Ausziihlung der Qokineten auf Schnitten zu verschiedenen Zeit-
punkten nach der infcktiosen Blutmahlzeit . . . . . . 329
3. Zeitlicher Ablauf der Ookinetenwanderung vom [Lumen bis auf
die Darmauflenseite . . . . . . . . . . . . 332
4. Diskussion der Resultate . . . . . . . . . . 333

V. Zusammenhiinge zwischen Infektionsverlauf und Beschaffenheit

der peritrophischen Membran . . . . . . . . . . 340
VI. Kernvorgiinge bei der Cystenentwicklung . . . . . . . 342
VIL Literatur : & = 5 3 = 38 & @ & § § = « & 647

VIII. Résumé. Summary . ) . . . . . . . 350



Stohler, Analyse des Infektionsverlaufes von Plasmodium gallinaceum ... 303

I. Einleitung.
1. Fragestellung.

Immer wieder wird bei der Sektion von Anophelen, die mil menschlichen
Plasmodien infiziert sind, die Beobachtung gemacht, daB der hintere Teil des
«Magens» in auffiillliger Weise stirker mit Oocysten besetzt ist als der vordere.
Hurr (1934) und SHUTE (1938) gingen der Frage nach und kamen zum Schlusse,
dafl diese unterschiedliche Verteilung zuriickzufiihren ist auf den Umstand,
dal} das aufgenommene Blut im Darm coaguliert und sich in Serum und Ery-
throcyten scheidet. Bei der normalen Ruhestellung nach dem Saugakt (senk-
recht, Kopf aufwiirts an der Wand) sinken die verklumpten Erythroecyten und
damit auch die Gametocyten ab und sammeln sich im hintern Mitteldarmteil.
Die entstehenden Ookineten dringen auf dem kiirzesten Wege, d. h. ebenfalls
im hintern Abschnitt, in die Darmwand ein und wachsen zu Oocysten heran.
Diese Erklirung ist sehr einleuchtend, doch wurde dabei nicht beriicksichtigt,
dal} die meisten Insekten, so auch Anophelen und Culiciden, eine peritrophische
Membran (PM) besitzen. Diese umschlieft nach dem Saugen das aufgenommene
Blut. Die Frage driingt sich nun auf, ob und in welcher Weise die PM den Weg
der Ookineten vom Darmlumen bis in die Darmwand beeinflussen kann. Daf}
diesem Punkt besondere Bedeutung zukommt, beweisen Beobachtungen bei
andern Ubertrigern, wo sich die Krankheilserreger auch in irgendeiner Weire
mit dem durch die PM gegebenen Hindernis auseinandersetzen miissen. Hier
sei nur an die Verhiiltnisse bei der Trypanosomen-Ubertragung durch die Tsetse-
Fliegen (HoOARE 1931), der Leishmania-Infektion von Phlebolomen (FENG 1951)
und der Wanderung der Onchocerca-Wurmlarven in Simulium (LEwis 1953)
erinnert. I'iir Details sei auf die betreffenden Beschreibungen in GEIGY & HERB G
(1955) verwiesen. Ferner lassen Beobachtungen an virusiibertragenden Aedes
aegypti (HURLBUT 1951 und McLEAN 1953 + 1955) die Vermutung zu, dali die
PM sogar fir Viren ein Hindernis darstellt.

Solche IFillle, bei denen die «Barrierefunktion» der PM erkannt worden ist,
gaben Anlali zu entsprechenden Untersuchungen iiber die Plasmodieninfektion
bei Stechmiicken. Unsere Fragen lassen sich also folgendermafllen 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 durch-
liissig oder wird sie umgangen? Eingeschlossen in dieses Problem ist auch der
zeitliche Ablauf der Ookineten- und Cystenbildung, die Art des Durchlrittes der
Ookineten durch die Darmwand, sowie die Beobachtung der ersten Phase der
Kernteilungen in der jungen Cyste.

Fiir unsere Versuche wurden Plasmodium gallinaceum und Aedes aegypti
verwendet, obwohl SHUTE festgestellt hatte, daB bei dieser Miickenart die ein-
seitige Cystenverteilung nicht in demselben MaQe auftritt wie bei Anophelen.
Verschiedene Griinde bewogen dazu. Irstens stand in Basel keine menschliche
Malaria zur Verfligung. Zweitens kann die Priifung der Frage, ob die PM fiir
Ookineten durchliissig sei, ebensogut an Aedes gemacht werden, und zudem
bestand die Mdoglichkeit, nachzupriifen, ob die Scheidung in Serum und Ery-
throcyten, wie sie von SHUTE bei Anopheles maculipennis festgestellt wurde,
tatsiichlich das verantwortliche Agens sei fiir die Konzentration der Cysten auf
dem hintern Darmabschnitt. Im weitern konnten die elwas anders gearteten
Verhiilinisse bei Aedes, die von SHUTE nur gestreift wurden. weiter abgeklirt
werden.

Diece Arbeit entstand im Schweizerischen Tropeninstitut in Basel auf An-
regung und unter der Leitung von Herrn Prof. R. Geigy, und ich md&chte nicht
verfehlen, an dieser Stelle meinem geehrten Lehrer meinen besten Dank auszu-
sprechen fiir die stete Hilfsbereitschafl, die umsichtige Beratung sowie auch fiir
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die Erlaubnis, die Klimariiume und alle tibrigen Einrichtungen und Material-
quellen des Institutes beniitzen zu diirfen.

Ferner bin ich Herrn Dr. W. Huber, Bern, fiir die wertvolle Unterstiitzung
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 1. stammen aus Leopoldville
(Belgisch-Kongo) und werden seit 1945 am Tropeninstitut mit Iirfolg gehalten.
Uber die Zuchtmethoden finden sich bei GANDER (1951) und Gelgy & HERBIG
(1955, 8. 119) ausfiihrliche Angaben.

Plasmodium gallinaceum Brumpt wird seit 1948 am Tropeninstitut auf
Gallus gallus L. (weille Leghornrasse) gehalten, und zwar in regelmiiligem
Turnus auch in cyklischen Passagen tiber die Miicke, um Degenerationserschei-
nungen zu vermeiden. Bei FREYVOGEL (1956) werden diese I'ragen eingehend
behandelt.

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

II. Morphologie und Histologie des Darmes von Aedes aegypti
unter besonderer Beriicksichtigung der Bildung und Beschaffenheit
der peritrophischen Membran.

1. Darmtralit.

Das Verdauungssystem von Culiciden ist schon oft beschrieben
worden (siehe z. B. GElGy & HERBIG 1955 S. 26 {f.), so dafl wir uns
hier darauf beschrinken kénnen, eine kurze Ubersicht zu geben,
die zum Verstindnis der folgenden Ausfiihrungen notwendig ist.

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

Der Vorderdarm funktioniert im Kopfgebiet als Saugpumpe. Im
Thorax bildet der Ocesophag eine im Gegensatz zum larvalen Zu-
stand schwach ausgebildete Invagination (Valvula cardiaca) und
ist kombiniert mit dem Cardiacalsphincter, der den Zugang zum
Mitteldarm verschlieBen kann. Unmittelbar vor dieser Valvula
zweigen dorsal zwei kleine Blindsiicke ab, wihrend sich ventral
der Oesophag zu einem groflen, duannwandigen Divertikel aus-
buchtet, das bis weit in das Abdomen hineinreicht. Diese oeso-
phagalen Blindsicke sind meist mit Luftblasen gefiillt. Der un-
paare dient ausschhieBlich zur Aufnahme von Wasser und Zucker-
saften, welche die einzige Nahrung der Mannchen bildet und auch
von den Weibchen neben Blut aufgenommen werden.

Der Mitteldarm beginnt an der Valvula cardiaca, endet an der
Einmiindungsstelle der fiinf Malpighischen Gefilie und zerfallt in
zwel Abschnitte. Der den Thorax durchziehende, enge Teil des
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Mitteldarmes dient nicht zur Speicherung, diese beschrankt sich
auf den abdominalen Abschnitt desselben. Dieser hintere erwei-
terte Abschnitt, oft auch Magen genannt, zeigt eine beachtliche
Dehnbarkeit und nimmt im gefillten Zustand eine ovoide Form
an. Am Ubergang zum IEnddarm liegt der Pylorussphincter. Wenn
dieser geschlossen ist, gelangen nur die Ausscheidungsprodukte
der hinter diesem Sphincter einmiindenden Malpighischen Gefile
in den knddarm, der dann {iber das Rectum im After ausmiindet.

Wihrend Vorder- und Enddarm von einer chitindsen Intima
ausgekleidet sind, fehlt diese im Mitteldarm. An ihre Stelle tritt
die peritrophische Membran, iber deren Bildung noch cingehend
zu berichlen isl.

Histologisch gesehen, besteht der Magen aus einer einfachen
Lage von Epithelzellen, die auf einer duBerst feinen Basalmembran
ruht. Ir ist von innern, circulidren und duBern, in Lingsrichtung
veriaufenden Muskelfasern, die rechlwinklig ibereinander liegen,
umschlossen. Der Mitteldarm, und im besonderen Mabe der Ma-
gen, isl reichlich mit Tracheen versorgt.

Je nach Funktionszustand erscheinen die Zellen des Magens
verschieden. Im leeren Darm ist das Iipithel gefaltet und setzt sich
aus siulenformigen bis kubischen Zellen zusammen. Bei eintre-
tender [Fillung dehnt es sich, wobei sich die Falten gliatten und
die Zellen stark abflachen (vgl. Abb. 4 A). Der ovale bis runde,
groBBe Kern der I<pithelzellen, dessen Chromatinsubstanz peripher
angeordnet ist, enthiilt einen grofen Nucleolus und liegt meist in
der dem Darmlumen zugekehrten Hélfte. Das Plasma wird von
firbbarer Granula durchsetzt, welche oft in Lingsstreifen ange-
ordnet sind. Die abgeflachten verdauenden Zellen weisen zwischen
der Granula Vacuolen auf. Gegen das Lumen ist das I<pithel vom
Stibchensaum begrenzt, der den ganzen Innenraum des Mittel-
darmes auskleidet.

Uber den ganzen Mitteldarm verteilt finden wir Regenerations-
zellen, die unter der Basalmembran liegen und sich mit fortschrei-
tender Differenzierung als Ersatz zwischen die vollausgebildeten
Zellen zwangen.

2. Peritrophische Membran.

a) Allgemein.

Die Iipithelzellen des Mitleldarmes sind entodermalen Ursprun-
ges 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 Berithrung mit
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dem Epithel, sondern sie werden umschlossen von einer einfachen
oder mehrschichtigen Lamelle, der peritrophischen Membran. I<s
wird oft behauptet, dall die PM die Mitteldarmzellen vor Beschii-
digung und Abscheuerung durch harte oder scharfe Nahrungsteile
schiitzt, was allerdings fiir blut- und nektarsaugende Insekten
nicht zutreffen kann. IFerner lassen verschiedene ixperimente ver-
muten, dall die Membran bis zu einem gewissen Grade als Ullra-
filter wirkt, mit einer PorengrobBe, die von Insekt zu Insekt variiert.
Iir die Verdauung jedoch ist sie kein Hindernis, da sie fiir die
Verdauungsenzyme und ihre Produkte in beiden Richlungen
durchlissig sein muf.

Nachdem die chitindse Natur der PM eine langdiskutierte Streit-
[rage war und in der dlteren Literalur abgelehnt wird, gill sie
heute als erwiesen. [lin positiver Chitintest im Mitteldarminhalt
gilt sogar als Beweis fiir das Vorhandensein einer PM. Der Nach-
wels des Chitins erfolgt nach RicHARDS (1951) durch die Chitosan-
Jod-Probe nach vaNn WISELINGH, wobei allerdings ein negatives
Iirgebnis die Anwesenheit sehr kleiner Chitinmengen nichl aus-
schlieit. ingelagert in die chitinése Substanz und mit einem eben-
solchen Film tiberzogen, finden sich Proteine, die bei der elektro-
nenoptischen Untersuchung mit Verdauungsfermenten aufgelost
werden miissen, um dice [1tbrose Chitinstruktur sichtbar zu machen.

Zahlreich sind die Arbeiten tiber die PM bei Insekten und wider-
sprechend die Angaben iiber ihr Vorhandensein und ihre lint-
stehung. Die anfiingliche Verwirrung entstand daraus, dal} ein
cinheitlicher Bildungsmechanismus erwartet und gesucht wurde.
Ius hat sich dann aber herausgestellt, dafi dem nichl so ist. Heute
uibt es zwei anerkannte Entstehungstypen. Auf einen dritten, der
von den beiden anderen in verschiedener Hinsicht abweichlt, sind
wir durch die vorliegenden Untersuchungen gefithrt worden. [Thm
wird tibrigens auer dem Bildungsmodus bei Aedes auch derjenige
bei Anophelen und Simulium zugeordnet werden konnen, soweit
dies aus Literaturangaben anderer Auloren geschlossen werden
kann.

Zuniichst sollen die beiden bereits anerkannten Typen 1 und 11
(mach WIGGLESWORTH 1953) kurz charakterisiert werden. wobel

wir uns auch an WATERHOUSE (1953) anlehnen.

Die Liste der Insektenfamilien, die sich durch eine PM nach
Typ 1 oder Il auszeichnen, geben wir moglichst vollstindig, wobei
zu bemerken ist, daf die Zahl der Insektenarten mit nachgewiese-
ner PM stindig wiichst. IEs wird sogar notig sein, dall gewisse
frithere Untersuchungen, bel welchen keine PM gefunden wurde,
aul Grund neuerer Iirkenntnisse nachgepriift werden. Speziell
Typus IIT ist, wie wir noch sehen werden, leicht zu iibersehen,
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wenn die Untersuchung nicht im richtigen Zeitpunkt durchgefiihrt
wird.

Peritrophische Membran: Typ I. Der erste Typus findel sich
bei Thysanura, IEmbioptera, Mallophaga. Coleoptera, Hymeno-
ptera, Mecoptera, bei einigen IFamilien der Lepidoptera und bei
zahlreichen Diptera (Nematocera und Orthorapha). Bei einigen
blutsaugenden Arten der letztgenannten Gruppe tritt eine abwel-
chende Bildung auf, die spiater diskutiert wird.

Die Membran besteht in diesen Fillen aus mehreren diinnen,
unabhiingigen oder doch nur locker verbundenen konzentrischen
Lamellen. Sie entsteht durch Ausscheidung und periodische Dela-
mination aus dem Epithel des Mitteldarmes. Diese Zellen besitzen
gewOhnlich einen Stibchensaum, und jede neue Schicht der Mem-
bran bildet sich an dessen Grunde und wird durch die fortgesetzte
Sekretausscheidung abgehoben und losgeldst. Oft zeigen die frisch-
gebildeten Lamellen, wenn sie gefarbt werden, polygonale FFliichen,
die den Zelloberflichen entsprechen, von denen sie abgelagert wur-
den. Solche Membranlamellen werden bei Zygopterennymphen bis
zu 5 und bei Larven von Bienen und Wespen bis zu 6 im Tag ge-
bildet. Die im Darm enthaltene Nahrung kann also von einer Mehr-
zahl von Schichten eingehiillt sein.

Peritrophische Membran: Typ 1l. Den zweiten Typus finden
wir bei Dermaptera (Ohrwiirmer), einigen Familien der Lepido-
ptera, bei vielen Dipterenlarven und bei adulten Cyclorrapha. Hier
besteht die PM aus einer einzigen einheitlichen Schicht. Sie wird in
viskéser [Form von einer ringformig angeordneten Zellgruppe des
Proventrikels am Ubergang von Oesophag und Mitteldarm ab-
gegeben. liine gutentwickelte, oft komplexe oesophagale Invagi-
nation ist charakteristisch fiir Insekten, die eine Membran vom
zweiten Typ bilden. Allerdings kommt eine solche Ilinstilpung
auch bei Insekten ohne Membran vor sowie auch bei solchen, die
den Typ I produzieren.

Diese Invagination ist nun so gebaut, daB sie als Presse auf die
viskose Fliissigkeit wirken kann, die vom innern Zellpolster ab-
geschieden wird. Sie kann auch die verfestigte Membran mit einem
System von Muskeln und Zihnchen nach hinten schieben. Die
PM dieses zweiten Typs wird kontinuierlich gebildet und besitzt
auf ihrer ganzen Linge dieselbe Lumenweite. Wo Divertikel des
Mitteldarmes bestehen, tiberbriickt sie diese, ohne einzudringen.
Durch den stindigen Zuwachs an der Bildungsstelle kann die
Membran eine Linge erreichen, die iiber den Mittel- bis weit in den
Enddarm reicht und bei den Stechmiickenlarven gelegentlich als
ungebrochene Rohre aus dem Anus hervorragt. Die Intima des
Enddarmes trigt oft nach hinten gerichtete Zihnchen, die dazu
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beitragen, die PM nach hinten zu ziehen oder auch zu zerreien.
Dice Bildungsgeschwindigkett wird offensichtlich durch Nahrungs-
aulnahme gelordert und kann bis zu 6 mm in der Stunde betragen
{WATERHOUSE 1954).

I<s existiert auch emne Kombinalion dieser beiden Entstehungs-
typen. Bet Calotermes, Bombyx mori, Tineola, Polistes, Apis und
welteren Inseklen wurde eine PM doppelten Ursprungs gelunden.
indem sich einerseits an der Invagination die c<strumpfartige»
Membran bildel, wihrend andererseits im hinteren Teil des Millel-
darmes noch Lamellen als Epithelausscheidungen zugefiigt werden.

b) Perilrophische Membran bei Aedes aeqypti.

Der Kern dieser Arbeit bildete die I'rage nach demy Weg der
Ookineten aus dem Darmlumen in die Wand. Wie wir aus verein-
zelten kurzen Arbeiten (JAGUIINSKATA 1940, PaL 1943) wissen, fin-
det sich auch bei den Imagines der Anophelen eine PM, die das
aufgenommene Blut umhiillt. Uber den Bildungstyp und den FFein-
bau der Membran hatten wir allerdings keinerlel Angaben: auch in
den zur Verluogung stehenden Lehrbiichern  (iMMms,  WIGGLES-
WORTH, WEBER) wird dieses Kapitel immer nur kurz gesireift. Das
rithrt wohl zum Teil daher, dall mian noch nicht zu einer allgemein
anerkannten Auflfassung tiber die Natur der Membran gekommen
ist und sich die Meldungen tiber das Vorhandensein bei den ver-
schiedenen Inscektenfamilien und -arten widersprechen. Ausfhr-
lichere Arbeiten sind erst in jiingster Zeit erschienen (MERCER &
DAy 1952, WarTeruHoust 1953). Beim Cyelus der Trypanosomen in
der Tselse-Fliege wird die Membran nach der Aulnahme des in-
fizierten Blutes hinten im Enddarm von den Erregern umwanderl
und spiiler nach einem Aufenthait im extraperitrophischen Raum
nahe der Bildungsstelle, wo die PAM noch weich ist. perforiert. Da
WIGGLESWORTH (1930) fiir die Larven von Stechmiicken die gleiche
Bildungsweise der Membran nach Typus Il beschrieb, wie sie von
den Glossinen bekannt ist. glaubten wir, dafl dies auch fiir die
aduite Aedes gelte. Diese Annahme sollle sich aber bald als 1rrig
herausstellen: wir geben im folgenden eine kurze Schilderung des
Vorgehens und der Iirgebnisse.

Untersuchung auf Schnitten,

Aul zahlreichen Schniliserien (langs und quer), die von heraus-
pracparierten Dirmen ungefiitterter weiblicher Aedesmiucken an-
gelertigt wurden, fanden sich nie die geringsten Spuren einer peri-
trophischen Membran, weder im Mittel- noch im Fnddarm. Die
Resultate waren negativ sowohl bei 10 [rischgeschliipften als auch
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AbDb. 1. Abb.2.

Abb. 1 Lingsschnitt durch einen gefiillten Acdesmagen 28 Std. nach der Blut-

mahlzeil (Vergr. ca. 85X ). PM umgibt das Blut vollkommen (rechls bei der

Sektion beschiidigti. Oben eingesenkt der urspriinglich in den davorgelegenen

engen Mitteldarmabschnitt ragende Teil der Membran (vgl. Skizze). lim Zentrum

die schwarzgefiirbten, unverdaulen Ervthrocyten. Extraperitrophischer Raum
mil Verdauungsprodukten, Unten angeschnittene Malpighische Geliil3e.

Abb. 2, Gleiche Schnitlserie. Hintere Partie der PM deutlich sichtbar. Einschluf
in der Membran. Unten Pylorussphineter und Enddarm.
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bei 13 ilteren Hungermiicken, die vordem mehrmals gefiittert wor-
den waren.

Auf Schnitten, die von 65 Individuen einige Stunden nach der
Blulaufnahme angefertigt wurden, zeigte es sich dagegen regel-
mibig, dafl der Darminhalt nicht direkt dem Epithel auflag, son-
dern dafl eine schmale, nicht zellulire Schicht dazwischenlag.
Unsere Aufmerksamkeit richtete sich hauptsichlich auf Anfang
und Iknde des Mitteldarmes, wo wir den Durchtritt der Ookineten
erwarteten. Am Ubergang vom Oesophag zum Mitteldarm fand
sich aber nicht die ausgeprigte Invagination, wie sie fiir die Larven
der Aedes beschrieben ist und fiir die Bildung des Membrantyps 1
erwarfel werden mubte. Die Membran trat erst im erweiterten Teil,
dem Magen, in Erscheinung und bietet dort folgendes Bild:

Im vordersten Abschnitt erfiillt sie den Raum zwischen Magen-
inhalt und Darmwand in Form eines wirren Kniuels (vergleiche
Abb. 1) und kann auch in den engern vordern Teil des Mittel-
darmes hineinragen. Nach hinten bildet sie eine glattgespannte
dicke Schicht, die den Raum zwischen Darminhalt und Epithel
vollkommen ausfiillt und sich aul der AuBenseite den Unregel-
mitlligkeiten des Darmepithels anschmiegt (vergl. Abb. 4 A). Im
hintern Abschnitt verdickt sie sich noch mehr und schliel3t gegen
den mit einem Sphincter verschlossenen Inddarm zu in glatter
Rundung ab, ohne in diesen einzudringen (vergl. Abb. 2).

Mit zunehmender Verdauung findert sich das Bild. Die Membran
wird diinner und liegt dem teilweise verdauten Blut eng an, unter
gleichzeitiger Abhebung vom Epithel. Manchmal zeigt sie Falten
und mehrere Schichten. I£s konnen auch kleinere Ilinschliisse dar-
in liegen (vergl. Abb. 2). An der Peripherie der eingeschlossenen
Blutmasse macht sich nun der Verdauungsvorgang bemerkbar,
indem die Blutzellen liings der Membran ihre Struktur verlieren
und sich mit Azan nicht mehr dunkelblau, sondern nur noch hell
anfiirben. Der entstandene extraperilrophische Raum ist gefillt
mit Sekreten und Abbauprodukten der Blutmahlzeit.

IFine Erschwerung der Untersuchung ergab sich dadurch, daf
die Membran sowohl nach Azan- (blau) als auch beit der Haemat-
oxylin-Heidenhain-Itirbung (briunlich) die gleiche Tonung an-
nahm wie das anliegende Blut. Durch gentigendes Ausdehnen der
Schnitthbinder beim Aufkleben konnte jedoch eine streckenweise
Loslosung vom anhaftenden Blutkuchen provoziert werden, was
das Auffinden der diinnen Membran im Lingsschnitt erleichterte.

Praeparieren der Membran bei lebendfrischen Tieren.

Diese histologischen Befunde mufiten selbstverstindlich durch
direkte Beobachtungen bei Frischsektionen erginzt werden. Se-
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ziert wurde unter einem Binocular mit zwei scharfen Uhrmacher-
pinzetten in Insektenringerlosung oder in physiologischer Koch-
salzlosung. Um keinerlei Zug auf den Darm auszuiliben, wurden als
erstes die beiden IEndsegmente vorsichtig von den andern gelost,
hierauf das Abdomen an der Grenze zum Thorax durchgetrennt
und zum Schlufl die den Mitteldarm einschlieBenden Abdominal-
segmenle aufgetrennt. So ging man sicher, daB eventuelle Verbin-
dungen zwischen Membran und Darmepithel nicht zerstort wur-
den. Sorgfiltiges Lingsschlitzen des Magens gab den Inhalt zur
Beobachtung frei. Und da bestiitigte es sich, dall wir es bei Aedes
mit einem andern, neuen Typ von PM zu tun haben.

In leeren jungen und alten Dirmen konnten wir in Uberein-
stimmung mit den Befunden auf Schnitten keine Spuren der PM
entdecken. Im Magen von frischgefiitterten Miicken war der Blut-
kKlumpen hingegen umschlossen von einer gelatinosen, durchsich-
tigen Masse, die an Epithel und Blut haftete und sich nicht ab-
[0sen liel3. 24 Stunden nach der Blutmahlzeit hatte sich die Situa-
tion verinderl. Die PM zeigte sich nun als verfestigte, feine Kapsel,
die das in den Magen aufgenommene Blut vollstindig umhiillte.
Sie steht in keiner Verbindung mehr mit dem pithel, zeigt am
vorderen I<nde meist eine kleine, hiitchenartige Ausbuchtung, die
ein kleines Stiick in den engen Mitteldarmabschniltl eindringt: hin-
ten ist sie blind geschlossen.

Zeitlicher Ablaul der Bildung auf Grund von Autopsien.

Die bisherigen Resultate zeigen, dal) die Bildung der PM ein
Vorgang ist, der in der Miicke stets unmittelbar nach der Blutauf-
nahme einsetzt. Wie schon erwihnt, gelangt aufgenommenes Ho-
nigwasser nicht in den Magen, sondern wird infolge Kontraktion
des Cardiacalsphincters in den davorliegenden oesophagalen un-
paaren Divertikel gelenkt. Da von hier aus die Uberleitung an den
Darmkanal successive erfolgt, kann diese Nahrflissigkeit die Bil-
dung der PM gar nicht induzieren. Die Weibchen, die erst Nektar
aufgenommen haben, und die miannlichen Aedes, die sich nur von
Honigwasser ernithren, besitzen deshalb keine solche.

Die niichste Aufgabe bestand nun darin, den Bildungsvorgang
genauer zu untersuchen und zeitlich festzulegen. Von besonderem
Interesse war dabei, wie sich spiter im Zusammenhang mit dem
Infektionsgang zeigte, den LLinflull der Temperatur auf die Ver-
festicung der Membran festzustellen.

Iiir diese Untersuchungen lieflen wir die Aedes auf Meer-
schweinchen saugen, verbrachten sie in kleine Gazekiifige und hiel-
ten sie beil verschiedenen Temperaturen bis zum gewiinschten
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Abb. 3. Submikroskopische Struktur der peritrophischen Membran von ledes
aegypti. Goldbeschattung., Vergrolierung ca. 28 800fach. (Membran verunreinigl
mit Verdauungsriickstiinden.)

Zeitpunkt nach der Blutaufnahme. Im Zuchtraum herrschie eine
Temperatur von 267 C, wihrend wir in einem Stufenthermostat
Kammern mit 217 ¢, 17,5° C und 13—14° C wihlten. In diese Kam-
mern wurde eine Schale mit feuchtem I'liefipapier gestellt, um die
notige Luftfeuchtigkeil zu erzeugen.

In den nun folgenden Autopsien handelte es sich darum, die
jeweilige Konsistenz der Membran und den Zustand der Verdauung
zu beurleilen und die Stufen der Verinderungen moglichst genau
zu charakterisieren. Wir sind uns bewulil, dall derartige Beurtei-
lungen stets etwas subjektiv sind, doch war dies die einzige Mog-
lichkeit, vergleichbare Resultate zu erhalten. Wir suchten diese
I'ehlerquelle durch Wiederholungen zu kompensieren und kamen
auf Grund von 5 Versuchen zu folgenden gesicherten Resultaten.

Immer wieder bestiitigten sich die bereits am Ende des lelzten
Abschnittes beschriebenen Zustandsianderungen der PM. Unmittel-
bar nach Blutautnahme war diese noch gar nicht vorhanden. I<rst
nach einigen Stunden (siche Tab. 2) umschlof sie als viskose farb-
lose Schicht die Blutmasse, welche noch keinerlei Anzeichen von
Verdauung zeigte. Etwas spiiter verfestigte sich die PM von hinten
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Abb. 4. Schematische Darstellung der verschiedenen Darmzustiinde.

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

B PM diinner. Beginn der Erhiirtung. Lost sich vom Epithel. Verdauung peri-
pher von hinten nach vorne greifend im Gange.

G PM erhiirtet. (Ist zur besseren Darstellung vom Blut abgeldst gezeichnet.)
Extraperitrophischer Raum ist entstanden. Verdauung fortgeschritten.

D PM wieder erweicht. Verdauung beendet, Erste Kotabgabe in den Enddarm.
Ipithel bildet Italten.

nach vorne, behielt noch ihre I<lastizitit, wurde aber zusehends
diinner. Zu diesem Zeitpunkt setzte die Verdauung von hinten her
ein. Sodann erstarrte die PM zu einer derben Haut, die ihre Elasti-
zititt immer mehr verlor und zunehmend erhiirtete. In diesem Zeit-
punkt war die Membran als Ganzes gut ablésbar und durch an-
haftende Abbauprodukte des Blutes briaunlich gefiarbt. Die Ver-
dauung hatte jetzt weitere Partien des Blutkuchens erfafit. Schluf3-
endlich wurde die PM starr und briichig, so dal} sie beim gering-
sten Zug oder Druck, der auf den Darm ausgetibt wird, platzte. Is
folgle dann eine Periode der Wiedererweichung, daran zu erken-
nen, dafl die Membran trotz der Verminderung des Volumens des
Mageninhaltes sich nicht etwa in Falten legte, sondern dem verrin-
gerten Darminhalt anlag und nicht mehr als Sickchen abgelost
werden konnlte.

Die fortschreitende LEinwirkung der vom Epithel sekretierten
Verdauungsenzyme wird auf dem [Irischpraparat erkannt an
einem allmiihlichen Umschlag der anfinglich hellroten IFarbung
des Blutes in Braunrot. Sie beginnt an der Peripherie des Blut-
kuchens vornehmlich hinten und greift nach vorne iiber, wobei
sich das gelatinose Blutkoagulat successive verfliissigt. Die letzten
unverinderten Erythrozyten finden sich im Zentrum desselben.
Zur Erlduterung der eben geschilderten Vorginge sind auf Abb. 4
verschiedene Darmzustinde schematisch dargestellt.
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TABELLE 1.

Anderungen im Zustand der peritrophischen Membran und der Verdauung.

Zustand
der
Membran

viskos,
dick

I

hinten diin-
ner, vorne

dinn,
elastisch

fester,
weniger

fest,
briichig

wieder
erweicht

schwach elastisch

viskos

Zustand
der
Verdauung

Symbol

beinahe beendet

beendet

starker,
besonders
hinten und
an der
Peripherie

im ganzen
Magen
auller im
Zenlrum

sehr
schwach

kaum
sichtbar

I

e

++ 44+

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
I“insichten sind die Autopsien in verschiedenen Zeitabschnitten
zwischen der 2. und 48. Stunde nach dem Saugakt durchgefiihrt
worden. Nach diesem Zeitpunkt beginnt bei einer Temperatur von
26° (. die Abgabe von Verdauungsriickstiinden in den Enddarm.
Auf jeder Stufe sezierten wir 34 Miicken und sicherten die IEr-
gebnisse durch wiederholte Kontrollen.

Da es sich herausstellle, daf} sich die Succession der Membran-
bildung und Verdauung bei verschiedenen Temperaturen nicht
verinderte, konnen in Tab. 2 beide Vorginge in einem Symbol
(T, T usw.) zusammengefalBt werden.

TABELLL 2.

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

Stunden nach Blutaulnahme

17 22

(2]

.
:

=

-+
.‘iA

Fd bt

+
-+
-

++4+++
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Tiefe Temperaturen hemmen bekanntlich den Stoffwechsel poi-
kilothermer Tiere. So finden wir auch hier bei verminderter Tem-
peratur, und zwar erst unter 20° C, ein spiiteres Kinsetzen der Ver-
dauung und der Membranbildung. Die Verfestigung der Membran
scheint kein unabhingiger physikalischer Vorgang zu sein, son-
dern mit der Verdauung in direktem Zusammenhang zu stehen. Es
ist noch nicht abgeklirt, ob die Verdauungsenzyme, ein pH-Wech-
sel im Darminhalt oder dergleichen dafiir verantwortlich sind.
Immerhin sei aufl die IFeststellungen von BISHOP & MCCONNACHIE
(1956) hingewiesen, wonach im Innern des gefiillten Aedes-Darmes
ein hohes pH von im Mittel 7,78 herrschen soll, das sich allerdings
mit fortschreitender Verdauung nicht mehr andert.

Submikroskopische Struktur.

Nach Arbeiten von RICHARDS & KORDA (1948), HUBER (1950),
HUBER & HAASSER (1950), MERCER & DAy (1952), MARTIGNONI
(1952), HUuBER (1954) und WiLpBoLz (1954) iber die submikro-
skopische Struktur der peritrophischen Membran bel verschiede-
nen Insektenarten kénnen wir zwei Membrantypen unterscheiden:

1. Membranen mit deutlicher Iibrillierung und Netzwerksiruk-
tur (Maschen), tiberzogen mit einem Proteinfilm; nachge-
wiesen bei Dixippus morosus (Orth.), Periplaneta orientalis
und americana (Orth.), Locusta migratoria (Orth.), Tenebrio
molitor (Col.), Melolontha vulgaris (Col.), Geotrupes silvali-
cus (Col.) und Galleria melonella (Lepid.).

2. Membranen mit einer Streuungstextur, ohne geordnete I'ibril-
lierung, erstmals beschrieben bei der Larve von Peridroma
margaritosa (Lepid.) von MARTIGNONI (1952). Auch die PM
von Bombyx mori (Lepid., HUBER 1950) scheint diesem Typ
anzugehoren.

Die Untersuchungen an Aedes aegypti wurden mit dem Triib-
Tiuber-Elektronenmikroskop am Chemischen Institut der Univer-
sitiit Bern durchgefiihrt.

Die Praeparation erfolgte unter dem Binocular in physiologi-
scher Kochsalzlosung. Nach mehrmaligem Spiilen wurden die
Membransickchen in Bakterienprotease (I'erment AG., Basel) ver-
bracht und iiber Nacht stehengelassen, um anhaitende Blutreste
und einen eventuellen Proteinfilm aufzuldsen. Anderntags wurden
die Membranstiicke aul den mit einem feinen Kollodiumfilm tiber-
zogenen Objeklirigernelzchen ausgebreitet. Nach einigen Stunden
Trocknen bei Zimmertemperatur wurde ein Teil der Objekte be-
schattet und war somit zur Untersuchung bereit.

Die unbeschatteten Priparate erschienen bei der direkten Beob-
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achtung im IEM vollkommen homogen und zeigten keinerlei Struk-
tur. Dagegen trat bei beschatteten Membranen eine deutliche Fibril-
lierung hervor mit regelloser Anordnung der einzelnen Micellen
(Abb. 3, S. 312), dhnlich den bei Peridroma margaritosa beschrie-
benen Verhiltnissen (MARTIGNONI 1952).

Somit gehort Aedes aegypti zur Gruppe der Inscklen, die eine
Streuungstextur aufweisen.

Wie von HUBER (1954) angeregt, lassen sich die zwel Struktur-
arten, Netzwerk- und Streuungstextur, trotz einer relativ geringen
Zahl von Untersuchungsbefunden mit grofer Wahrscheinlichkeit
den Membrantypen I und II zuordnen.

Wird die peritrophische Membran durch Delamination (1) ge-
bildet, so weist sie ein Netzwerk auf. MERCER & DAy (1952) ver-
muten, daf3 bei dieser Bildungsart, wo sich die Membran bekannt-
lich an der Basis des I'ransenbelages der IEpithelzellen bildet, die
Fibrillen entsprechend der Anordnung der einzelnen Stidbchen
orientiert werden und die abgeloste Membran je nachdem eine
hexa- oder tetragonale Maschenstruktur zeigt. Diese Deutung ist
bestechend, benotigt aber noch weiterer Abklarung, besonders in
bezug aul den Stibchensaum, dessen Bauplan etwas umstritten ist.
Man nimmt an, daf) dieser Saum von zweierlei Art sein kann: 1.
der Typus des « Wabensaumes», welcher aus einer groflen Zahl zu
einer zihen Palisade verschmolzener stibchenartiger Hohlkorper
zusammengesetzt scheint, und 2. der Typus des «Biirstensaumes»,
der aus einem fransenartigen Besatz der Zellkuppe besteht. Das
Vorkommen dieser beiden Typen ist nicht mit Sicherheit festge-
stellt, da sie im Schniltpriparat nicht mit GewiBheil unterschieden
werden konnen. Dafilir miiite aber zur Konsolidierung der Mer-
cer'schen Theorie noch ein Weg gefunden werden.

Entsteht dagegen die Membran durch Verfestigung der als Se-
kret vom Proventrikel oder direkt vom Iipithel aus abgegebenen
Substanz im Lumen des Darmes, wie es beim Typ Il und auch im
Falle der Aedes vorkommt, so konnen wir die sog. Streuungstextur
erwarlen. Tatsichlich scheint Glossina palpalis nach allerdings
rudimentiiren Untersuchungen (HUBER 1954) diese Struktur auf-
zuweisen. Weitere IForschungen auf diesem Gebiet miiiten die
Richtigkeit unserer Theorie noch erhiirten.

3. Diskussion der Resultate.

Auf Grund von Schnitten, Sektionen und Untersuchungen im
Elektronenmikroskop kommen wir somit zu folgender Auffassung
tiber die peritrophische Membran von dedes aeqypti:

Im frischgeschliipften und im ungefutterten Insekt ist sie nicht
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vorhanden. Erst nach der Blutmahlzeit wird vom gesamten Magen-
epithel ein Sekret abgegeben, das die aufgenommene Blutmasse
vollkommen umgibt. Diese viskose Substanz erstarrt allmihlich
und wird zur peritrophischen Membran. Anfinglich noch weich
und elastisch, erhiirtet sie und wird schliefilich hart und briichig.
Gegen Linde des Verdauungsprozesses erweicht sie wieder und
wird mit den unverdaulichen Nahrungsresten ausgeschieden. Auf-
genommenes Honigwasser induziert die Bildung nicht, und ihr
Vorkommen ist daher ausschlieBflich auf weibliche Miicken be-
schrinkt, nachdem sie Blut aufgenommen haben. Submikrosko-
pisch zeigt die fertig ausgebildete PM eine sog. «Strenungstextur»,
die bisher erst bei einer Lepidopterenlarve (Peridroma margari-
tosa) sicher nachgewiesen ist.

Eine peritrophische Membran ist bei einer Anzahl von adulten
Nematocera nachgewiesen worden. So bei Tipuliden im Falle von
Tipula sp. (AUBERTOT 1934), bei Culiciden in Culexr pipiens
(SCHAUDINN 1904 ), C. fatigans (PAL 1943), Anopheles maculipennis
(JAGUJINSKAIA 1940), A. culifacies, A. 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 (IF'ENG 1951), bei Simuliidae in Simulinm
damnosum und S. griseicolla (LEwIs 1950) und endlich bei Chi-
ronomidae in Culicoides nubeculosus (MEGAHED 1956).

JAGUJINSKAIA erkannte erstmalig, daB die Membran in A. macu-
lipennis nur im Anschlui an die Blutmahlzeit gebildet wird und
erleichterte damit ihr Auffinden bei weiteren blutsaugenden Nema-
tocera.

WATERHOUSE (1953) stellte als Lrster bei der adulten Aedes
aegypti die peritrophische Membran fest und wies ihren chitindsen
Charakter nach.

All diese aufgezithlten Beispiele lassen erkennen, dal} wir es hier
mit einem von den bisherigen Typen I und II (WIGGLESWORTH
1953, DAy & WATERHOUSE 1953 und ImMms 1951) abweichenden
Bau zu tun haben, und wir schlagen auf Grund unserer detaillier-
ten Untersuchungen an Aedes aegypti die Unterscheidung eines
Typus III vor, der von den andern hinsichtlich IEntstehungsart und
Struktur verschieden ist.

Die drei Typen sind wie folgt charaklerisierbar:

Submikroskopische

Tyvp Entstehungsart T

l Abguli des Stiibchensaumes, Delamination . . Netzwerkstruktur
I vom Proventrikel aus . . . . . . . . . Streuungstexiur
111 viskise Ausscheidung des Magenepithels . . Streuungstextur

(bildet sich ad hoc jedesmal nach Blutaufnahme)
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II1. Untersuchungen iiber die Lage der Oocysten auf dem Mitteldarm.

1. Versuche und Resultate von SHUTE mit Anophelen
und menschlichen Plasmodien.

Die in der Einleitung erwihnte ungleiche Verteilung der Ma-
lariaoocysten auf dem Mitteldarm der Ubertriger veranlafte HUFF
(1934), diesem Problem nachzugehen. Iir kam auf Grund seiner
Untersuchungen zum Schlusse, die einseitige Verteilung sei der
Wirkung der Schwerkraft auf das Blutcoagulum zuzuschreiben,
welches die Ookinelen bei normaler Ruhestellung der Miicken in
den hintern Magenteil hinunterzieht.

1935 untersuchte SHUTE die Wirkung des Speichels von An-
opheles maculipennis auf menschliches und tierisches Blut. ISs er-
gab sich, daf innerhalb weniger Sekunden nach Blutaufnahme
infolge Coagulation eine deutliche Zusammenballung der Lry-
throcyten eintritt. (SHUTE verwendet den Ausdruck «Agglutina-
tion», der aber nach einer personlichen Mitteilung von IHerrn Prol.
Tomesik, Basel, nur im streng bakteriologischen Sinne verwendet
werden sollte).

In Ruhestellung (Kopf nach oben) sammelt sich dieses Coagulat
oder Konglomerat im hintern Magenteil an, wihrend das vordere
IInde durchsichtig erscheint und mit dem farblosen Serum ge-
fallt ist.

Auf diese Beobachlungen stiitzt sich SHUTE in einer weiteren
Arbeit (1938), um das Problem der Cystenverteilung experimentell
anzugehen. Wie bereits schon HUrF (1934), wollte er die Schwer-
kraft in entgegengesetzter Richtung auf die Miicken wirken lassen
und schob sie deshalb augenblicklich nach der infekliosen Blut-
mahlzeit in enge Glaskapillaren, die dann beidseitig mit einem
Wattepfropfchen verschlossen wurden. So war es moglich, die
Miicken zwangsmiiflig in Kopflage zu halten. Erwartungsgeméil
sammelten sich dabei die Erythrocyten im vordern Magenteil an.

Die Insekten wurden 48 Stunden in dieser Lage belassen, um
den Ookineten das Eindringen in die Darmwand zu geslatten, an-
schlieBend befreit und bis zur Sektion am 8. Tage bei 24° C normal
gehalten. Da nur ca. 20%0 der Versuchstiere die Kopflage tiberleb-
ten, war es notig, eine grofle Zahl zu verwenden, um gentigend
Resultate fiir den Vergleichsversuch (Normallage) zu erhalten.

Die der Arbeit beiliegenden Mikroaufnahmen von infizierten
Déarmen zeigen zum Teil sehr deutlich die erwartete cinseitige
Cystenverteilung. Je nach Intensitiit der Infektion indert sich das
Bild, indem bei schwachem Befall etwa die Halfte des Magens von
Cysten frei bleibt, bei mittlerem nur ein Drittel desselben, bei sehr
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starker Infektion blof ein schmales Band. Diese unbefallenen
Darmpartien befinden sich je nach der auf die Blutmahlzeit fol-
genden Stellung nach dem «Sanduhr-Prinzip» entweder vorne oder
hinten.

SHUTE kam deshalb zum Schlusse, dafl die auf die Blutkonglo-
merate wirkende Schwerkraft weitgehend fiir das Phinomen der
cinseitigen Verteilung verantwortlich sei.

Die gleichen Versuche machte er auch mit Aedes aegypti. 1935
hatte er aber festgestellt, dall der Speichel der Aedes nicht die
gleiche Wirkung auf das Blut ausiibt wie derjenige von Anopheles.
Anstelle einer auf Coagulation beruhenden Schichtung bildet sich
im Magen ein einheitlicher gelatinéser Blutkuchen ohne wesent-
liche Serumabscheidung. Aus diesem Grunde erwartete er nicht
dieselben Resultate wie bei Anophelen, und die allerdings nicht
sehr zahlreichen Befunde schienen ihm dies zu bestitigen. Hier
sei nochmals daran erinnert, dall SHUTE sich gar nicht um die PM
gekiimmert hat, da sie ja damals bei den Stechmiicken noch nicht
nachgewiesen war.

Leider wertete SHUTE seine Versuche nicht zahlenmiafig aus,
so daf} uns fiir die in der I'olge beschriebenen IErgebnisse nur wert-
volle Hinweise, jedoch kein Vergleichsmaterial zur Verfiigung
stand.

2. Eigene Versuche mit Aedes aegypti und Plasmodium
gallinaceum,
a) Technik.

Infektion: Unser Ziel war, eine groffe Anzahl von gutinfizierten
Miicken zur Verfiigung zu haben. I's kamen deshalb keine frisch-
geschliipften Aedes in den Versuch, da diese nur zégernd zur Blut-
autnahme schreiten. Die besten Ergebnisse erzielt man mit mehr-
mals gefiitterten Individuen, deren letzte Blutmahlzeit ca. 4 Tage
zuriickliegt. Die Auswahl geschah so, dal} die durch einen IHand-
schuh geschiitzte Hand in den IFlugkifig gestreckt, und die stech-
lustigen Miicken mit einem Saugrohr weggefangen wurden. So
bestand die Gewiihr, daB nur sehr hungrige Tiere auf das Wirtstier
kamen und der grofite Teil sofort zum Stechakt schritt.

Die wichtigste Voraussetzung fiir einen guten Infektionsgrad
ist die Wahl des Zeitpunktes, an dem die Miicken auf dem malaria-
kranken Kiicken angesetzt werden. Dieser liegt nach unserer Er-
fahrung, die auch mit den Lrgebnissen von HUFF & MARCHBANK
(1954) in Ubereinstimmung steht, etwas vor dem maximalen Para-
sitenbefall des Hiithnchenblutes. Durch vorausgehende mikrosko-
pische Kontrollen wurde der giinstige Zeitpunkt festgestellt. Wir
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werden in der Diskussion nochmals auf diesen Punkt zu sprechen
kommen.

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

1. In Normallage ohne Zwang. Die Miicken befanden sich dabei

in einem Lampenglas und besaflen volle Bewegungsfreiheit.

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

laren.

3. In invertierter Zwangslage, mil dem Kopf nach unten.

Um die Miicken in Zwangslage zu halten, verwendeten wir, in
Anlehnung an SHUTE, Glaskapillaren. Sie wiesen eine Linge von
5 c¢em und einen Innendurchmesser von 2 mm auf, gerade eng ge-
nug, um die Miicken in der gewliinschten Stellung [(ixiert zu halten.
Um in den Rohrehen die Luftzirkulation nicht ganz auszuschlie-
Ben, wurden sie an den Iinden nicht mit Watte abgeschlossen. Ein
kurzes, flaches Holzstiickchen, an einem linde eingeklemmt, bot
einen sichern und doch durchlissigen Abschlufl, der eben das Ent-
weichen verhinderte. Hierauf schoben wir die vollgesogenen und
mit Ather leicht narkotisierten Versuchsmiicken mit einem feinen
Pinsel (der langen Beine wegen kopfvoran) in die Kapillaren. Diese
wurden nun mit einem Gummiband zu einem Bund zusammen-
gefabt, die unverschlossenen IKnden mit einem Gazestiick tiber-
spannt und das Ganze im Klimaraum frei aufgehingt. Damit war
der freie Luftzutritt einigermafBlen garantiert. Wihrend 3 Tagen
wurden die Miicken in der Zwangslage belassen. Dann befreiten
wir sie, was am besten durch Herausblasen aus der Kapillare ge-
schah und hielten sie bis zur Sektion am 9. Tage in Lampengli-
sern. I'lir diese Zeit stand ihnen Honigwasser als Nahrung zur
Verfligung. Es erwies sich als giinstig, ihnen eine Schale mit feuch-
tem IFlieBpapier zu bieten. Dadurch wurden sie zur Ifiablage ver-
anlaBt, was die Sektion sehr erleichterte.

Verarbeitung der Dcrme zu Dauerprdiparaten: Wie schon bei
der Beobachtung der PM, muble die Sektion auch hier dullerst
sorgtiilti¢ durchgefiihrt werden. Wenn starker Zug auf den Darm
ausgelibt wurde, hatte dieser die unangenehme lligenschaft, zu
kollabieren und sich einzurollen, was sich bei der zahlenmaéafiigen
Auswertung als fiuBBerst unvorteilhaft erwies. Da ausschlie8lich der
erweiterte Mitteldarmteil, der Magen, von den Cysten besiedelt
wird, erfolgl die Durchtrennung im vordern engen Teil. Die Mal-
pighischen Gefiile wurden bis aul kurze Stiicke, die fiir die spitere
Orientierung wichtig waren, entfernt. Der ganze linddarm sowie
die beiden letzten Abdominalsegmente wurden nach Moglichkeit
bis kurz vor der Linbettung am Objekt belassen, da sie sich bei
den zahlreichen Manipulationen, denen der Darm bis zum fertigen
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Abb. 5. Skizze der Darstellungsweise eines infizierten Darmes.

Priaparat unterworfen werden mufllte, als ideale Anfallpunkte er-
wiesen. Wir fixierten mit Formol und die IFirbung erfolgte nach
der Versilberungmethode von R10 HORTEGA in einer Modifikation
von NIETO-CAICEDO (Rezepl in GEIGY & HERBIG 1955, S. 403).
Gliickt diese Fiarbung, was aus unerklirlichen Griinden nicht im-
mer der Fall ist, so liefert sie sehr befriedigende Resultate. Die faslt
schwarz gefirbten Cysten heben sich deutlich vom graugetonten
Darmgewebe ab und diejenigen auf der Priparatunterseite schei-
nen deutlich durch.

Auswertung der Prdparate: Die Umrisse jedes Darmes und der
darauf befindlichen Oocysten {iibertrugen wir bei schwacher mi-
kroskopischer VergroBerung mittels Zeichenapparat auf Millime-
terpapier. Der Abschnitt zwischen dem Ubergang vom engen zum
erweiterten Mitteldarmteil und der Einmiindungsstelle der Mal-
pighischen Gefifle wurde auf der Skizze in 8 gleich grolle Ab-
schnitte aufgeteilt und mit Querstrichen markiert (Abb. 5).

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

b) Cystenverteilung bei normalem Infektionsverlauf.

In diesem Versuch wurden die Aedes nach der infektiosen Blut-
mahlzeit unter normalen Bedingungen, d. h. im Klimaraum bei
26° ¢ Wirme und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 85—90%,
in Lampenglisern gehalten. Sie hatten volle Bewegungsfreiheit,
ruhten meist vertikal mit dem Kopf nach oben an der Wand des
GefiBes, sallen aber auch horizontal am Boden oder an der Gaze-
bespannung, die das Glas nach oben abschloB.

Nachdem 62 Versuchsmiicken Blut aufgenommen hatten, ka-
men bei einer Mortalitit von 3.3%0 60 Diarme zur Auswertung, wo-
von sich 52 als infiziert erwiesen.
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Um vergleichbare Resultate zu erlangen, addierten wir die An-
zahl der Cysten, die sich in den entsprechenden Abschnitten der
insgesamt 52 Dirme befanden. Die erhaltenen 8 Zahlen erlaubten
uns, die durchschnittliche prozentuale Verteilung zu berechnen,

wie die folgende Zusammenstellung zeigt.

TABELLE 3.

Zahlenmiiflige und prozentuale Verteilung der Oocysten
bei normalem Infektionsverlauf in 52 Miicken.

Abschnitte
| ; ;
1 ‘ 11 111 J‘ ‘ VII } VIII
? | ‘

Cysten . . . . 50 \ 185 236 | 281 254 | 207 131 33

, | | | | i
| | | | | |
e = = &+ «| B8 ‘ 13,5 17,2 | 20,3 | 18,5 | 15,0 | 9,5 2,4 |

c) Cystenverteilung bei Miicken nach Haltung in Zwangslage.

Normallage mit Zwang. Nach 3tagigcem Aufenthalt in Kapilla-
ren wurden die Miicken befreit und bis zum 9. Tage normal ge-

halten.

134 vollgesogene Miicken kamen in den Versuch, wobei 68 am
Leben blieben. Die Mortalitit betrug somit 49,2%0. Infolge Ver-
lustes wahrend Sektion und Farbung kamen 61 Dirme zur Aus-
wertung. Davon erwiesen sich 42 als infiziert. In der Zusammen-

stellung ergibt sich folgendes Bild:

TABELLE 4.

Zahlenmiiligce und prozentuale Verteilung der Oocysten nach Normallage

mit Zwang in 42 Miicken.

’ Abschnitte

‘ I | ‘ ‘ ‘ VI ‘ VI | VIl
| | “f | \ 7 | |
Cysten . . . .| 28 102 141 | 154 [ 160 | 132 | 88 | 39
| | | | , |
P O R BV D BN BV DU
Imy. . . .. 27 | 118 | 16,6 i 18,2 ! 20,0 15,6 10,8 = 4,6 |

Kopflage mit Zwang. Fir diesen wichtigen Versuch, der uns
analog zu Anopheles tliber die Wirksamkeit des Einflusses der
Schwerkraft Aufschlufl geben sollte, brachten wir 193 Miicken in
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TABELLE 5.

Zahlenmiiflige und prozentuale Verteilung der Oocysten nach Kopflage
mit Zwang in 55 Miicken.

Abschnitte
\
1 11 } II1 1V v VI VII VIII
Cysten . . . .| 139 | 200 | 363 | 308 | 354 | 278 | 172 | 68
| | | |
‘- 14,1 3,3

Im% s« + &« = .| 6,5 17,6 | 19,4 | 17,2 | 13,5 8,4

Kopflage. Diese Stellung wurde von den Aedes noch schlechter
ertragen und hatte eine Mortalitit von 65,8%0 zur Folge. Von den
66 tliberlebenden Miicken kamen 65 zur Auswertung. 57 davon er-
wiesen sich als infiziert. Bei der rechnerischen Auswertung konn-
ten wir aber nur 55 Dirme erfassen, weil 2 im Priparat zu grofBle
Deformationen aufwiesen.

Wir lassen nun noch eine zusammenfassende Ubersicht iiber
das verwendete Miickenmaterial folgen. Bei der Mortalitiit geben
wir keine Durchschnittszahl, da dies wegen der verschiedenen Be-
dingungen, unter denen die Miicken gehalten wurden, gar nichts
aussagen wiirde. Wir werden uns in der Diskussion noch mit dieser
Frage befassen.

Auf das Verhiiltnis von infizierten zu uninfizierten Miicken wird
im Abschnitt d) eingegangen, da die Insekten in Schiiben auf ver-
schiedenen Hiihnchen angesetzt worden waren. Bei der rechneri-
schen LErfassung der prozentualen Verteilung der Cysten iiber den

TABELLE 6.

Zusammenstellung des zur Lagebestimmung der Ookineten
verwendeten Miickenmaterials.

. . ‘ — — .
‘ ImVersuch lybltzenrc_l Mortalitit | Verwertet i Infiziert
| ] T
Normallage {‘ 62 60 3.9 O/n 3 60 \ 52
. X i
Normallage mit Zwang | 134 68 49,29/, 61 | 42
— i
. Kopflage 193 66 ; 65,8 %/, 65 57
,7_‘!_ 5 S
Total ! 389 | 194 — 186 | 151
| | l
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Darm war dies ohne Bedeutung und wurde deshalb in Tab. 6 nicht
beriicksichtigt. Um aber iiber den Infektionsgrad der Aedes eine
giiltige Aussage machen zu konnen, muflite dieser fiir die verschie-
denen Schiibe einzeln errechnet werden (Tab. 7).

TABELLE 7.

Zusammenstellung des verwendeten Miickenmaterials nach Infektionsserien.

- i _._
5 Infektionsserie \
1 11 11T v
sezierte Aedes 60 - 27 55 E 42
— ‘__ | _ —
| davon infiziert 3 52 24 42 | 31
o _‘__...__., s b g e e !, - e
Infektionsrate | 86,79, 88,8 %/, 76,4, | 73,87,
.}7 N R I
[ niederste Cystenzahl 4 2 : 2 ‘ 2
| | | |
w R— - : _— i SN N—
héchste Cystenzahl 1 127 41 127 ; 36
| | | |

d) Infektionsgrad und Oocystenzahl.

Aus den exakten Auszihlungen der Cystenzahlen bei zahlrei-
chen Aedes aegypti ergab sich die Moglichkeit, Vergleiche anzu-
stellen tiber die bei den einzelnen Miicken auftretende Zahl. Da
die Stirke des Cystenbefalles zum Teil auch abhiingig ist von der
Zahl der aufgenommenen Gametocyten und die Infektion unserer
Versuchsmiicken in 4 Serien auf verschiedenen Hiihnchen erfolgte,
muBte der moglicherweise verschieden starke Infektionsgrad der
Gametocytentriiger mit berticksichtigt werden. Wir konnten hieftir
nicht mehr die in den vorhergehenden Kapiteln erfolgte Aufstel-
lung nach Lage verwenden, sondern fassen jetzt die Resultate der
4 Infektionsserien zusammen.

Wohl waren die beiden Extreme der moglichen Cystenzahlen
interessant, doch lagen sie soweit auseinander, daB daraus noch
nicht ersichtlich war, in welchem Bereich der Schwerpunkt des
zahlenmiabBigen Befalles lag. Die Dirme wurden deshalb nach der
Zahl ihrer Cysten in einer Reihe geordnet, die Zehnergruppen ent-
hielt und von 1-—-130 reichte. Nach Umrechnung in den prozen-
tualen Anteil pro Stufe ergaben sich Zahlen, die die Unterschiede
der 4 Infektionsserien deutlich aufzeigten.
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Abb. 6. Klassifikation der Dérme von 4 Infektionsserien nach der Cyslenzahl,

3. Diskussion der Resultate.

In diesem Kapitel geht es ausschlieflich um die Wirkung der
Schwerkraft, der nach HUFF und SHUTE bei Anophelen die un-
gleiche Cystenverteilung zuzuschreiben ist, ohne vorerst die PM
zu berticksichtigen.

Auf Grund der bei zahlreichen Autopsien und Schnitten gewon-
nenen Idinsicht konnen wir SHUTE’s Beobachtungen an Aedes
aeqgypti bestitigen. Im Gegensatz zu Anophelen tritt hier keine
Trennung in Erythrocyten und Serum auf, sondern das Blut coa-
guliert augenblicklich nach der Aufnahme und fillt den Magen
mit einem homogenen Blutkuchen. Somit wiire, wie auch SHUTE
vermutet, eine gleichmiBige Cystenverteilung zu erwarten. Gra-
phisch dargestellt ergibt die Verteilung in unseren Versuchen fol-
gendes Bild (siehe Abb. 7):

Die Verteilungskurven weichen bei den drei verschiedenen La-
gen der Miicken nur unwesentlich voneinander ab. Das Cysten-
maximum liegt immer in der Mitte des Magens in den Abschnit-
ten IV oder V, wihrend die kleinsten Zahlen in I und VIII zu
finden sind. Dies uberrascht nicht, wenn man bedenkt, dal} der
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Abb. 7. Graphische Darstellung der prozentualen Verteilung der Oocysten auf
dem in 8 Abschnitten aufgeteilten Magen von Aedes aeqypti.

Magen, seiner ovoiden IForm wegen, in der Mitte das grofite Volu-
men an Blut und damit auch am meisten Gametocyten enthiilt und
den Ookineten die grobte Flache zur Cystenbildung bietet.

Aus diesen Lirgebnissen konnen wir schlieBen, dafi das unter-
schiedliche Verhalten des Blutes im Magen von A. maculipennis
und Aedes aegypti tatsichlich fiir die spéitere Cystenverteilung ver-
antwortlich ist. Bei Anopheles sinken die schwereren Blutelemente
und damit auch die aufgenommenen Gametocyten durch die Wir-
kung der Schwerkraft im Magen nach hinten ab, wiihrend bei
Aedes die homogene Verteilung erhalten bleibt. Auf der Wande-
rung zur Darmwand liegt also der Ausgangspunkt der Ookineten
im ersten Falle je nach Lage am einen oder andern Magenende,
withrend sie bei Aedes von jedem beliebigen Punkt im Mageninhalt
aus moglich ist.

Ist also bei Aedes die Schwerkraftswirkung in der Bildungs-
phase der Zyvgoten bedeutungslos, so iibt sie aber vermutlich auf
die der Darmwand zusltrebenden Ookineten einen gewissen liin-
fluB aus. Addiert man niamlich jeweils die Zahlen der Abschnitte I
bis IV und V bis VIII, so zeigt es sich, dal3 je nach Stellung der
Miicke stets in der nach unten zu gelegenen Magenhiilfte ein hohe-
rer Prozentsatz von Cysten verzeichnet wird.
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TABELLE 8.
Prozentuale Cystenverteilung auf vordere und hintere Magenhiilfte.

Lage des Darmes withrend der Anteil Cysten auf der Anteil Gysten auf der
3 ersten Infektionstage vordern Magenhilite hintern Magenhalfte
|
| o - l ~ |
! 3 ry
Normallage mit Zwang .
allag & 49.3%/0 | 50,70
Darm immer senkrecht i
|
Normale Haltung ‘
Darm senkrecht oder 54,6%0 l 45,4%
waagrecht i
Kopflage ‘ _ 57.6% 42,4%/,
Darm immer invertiert

Die Zwangshaltung in Glaskapillaren wird von den Miicken
schlecht ertragen und hat eine starke Mortalitit zur Folge. Wih-
rend bei der Normalhaltung in einem Lampenglas nur 3,3%0 der
Aedes eingingen, stieg diese Zahl bei Normalstellung mit Zwang
auf 49,2% und erreichte bei Kopflage mit 65,80 den hochsten
Wert.

Trotzdem liegt aber dieser letztere noch unter dem von SHUTE
errechneten (ca. 80%), und wir nehmen an, daB die abgeinderte
Haltemethode (bessere Durchliiftung) fir das giinstigere Ergebnis
verantwortlich ist. Dies um so mehr, als die Zeit der Zwangshal-
tung von 2 auf 3 Tage verlingert worden war.

Verschiedene innere und éiubere I'aktoren entscheiden dartiber,
ob eine Miickenart zu einem guten oder schlechten Plasmodien-
Ubertriiger werden kann. Eine gute Zusammenfassung dariiber
findet sich bei Hurr (1941).

In unserer Arbeit gingen wir von der Cystenzahl in den infizier-
ten Aedes aus und versuchten, daraus Schliisse zu ziehen aufl die
Potenz der Gametocyten, sich in den einzelnen Miicken bis zur
Cyste zu entwickeln. ligentlich wiire zu erwarten, daf eine Gruppe
von Aedes, die auf demselben Gametocytentriger zur Blutauf-
nahme geschritten war und die gleiche Menge infizierten Blutes
aufgenommen hatte, einen mehr oder weniger gleich grofien Cy-
stenbelall zeigen wiirde. Wie aus Abb 6 hervorgeht, ist das aber
nicht der I'all. Wihrend sich bei 2 Serien die Verschiedenheiten
in der Zahl in relativ engen Grenzen halten, liegen sie bei den bei-
den andern sehr weit auseinander (vgl. Tab. 7).

Is zeigt sich aber auch, daB3 die Hohe der Infektionsrate nicht
in Zusammenhang gebracht werden kann mit den Cystenzahlen.
Obschon z. B. die Kurven von Serie II und IV dhnlich verlaufen,
liegen die entsprechenden Infektionsraten weit auseinander.
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Nach SHAH, RoZzEBOOM & DEL ROSARIO (1934) ist die Infek-
tionsrate der Miicken abhingig von der Zahl der aufgenommenen
Gametocyten. Werden also bei einer Blutmahlzeit wenig Ge-
schlechtsformen aufgenommen, so infiziert sich ein kleiner Pro-
zentsatz der Miicken, gelangen dagegen mehr zur Aufnahme, so
steigt der Anteil der infizierten und erreicht schlieBlich 100%o.

An diese Folgerungen ankntipfend, kamen LUMSDEN & BERTRAM
(1940) aut Grund von Versuchen zum Schlusse, dall eine hohe
Cystenzahl (Durchschnittszahl) gleichbedeutend sei mit der Auf-
nahme zahlreicher Gametocyten. Aus diesen Arbeiten lassen sich
also folgende Zusammenhange herauslesen:

Ansteigende Zahl aufgenommencr Gametocyten

g AN

Ansteigende Cystenzahl ———— Ansteigende Infektionsrate

Diese Beziehungen (siehe auch LEYLES 1951) scheinen logisch
zu sein. Nun konnten aber, wie bereits erwiihnt, HUFF & MARCH-
BANK (1954) zeigen, dall die Kurven flir Gametocyten- und Cysten-
zahl nicht parallel verlaufen. Bevor die Geschlechtsformen ihr
Maximum erreichen, fillt die Cystenzahl ab.

Auch unsere Resultate fiigen sich nur bedingt in obiges Schema
ein. Uns beschiftigte vor allem die Frage nach dem Schicksal der
ausgebildeten Ookineten. Wenn in der einen Miicke nach der infek-
tiosen Blutmahlzeit 127 Cysten gezihlt werden kinnen, withrend in
einer andern, gleichzeitig gefiitlerten, nur 2 aufzufinden sind, so
erhebt sich die Frage, welcher Faklor diese Verschiedenheiten ver-
ursachen konne, da doch anzunehmen ist, dafl anfinglich ungefihr
die gleiche Ookinetenzahl die Wanderung zur Darmwand ange-
treten hat. Um dabei die Moéglichkeit der Aufnahme ungleicher
Blutmengen ausschlieBen zu kénnen, waren fiir die Versuche nur
ganz vollgesogene Miicken verwendet worden.

Diese I'rage soll im nichsten Kapitel weiter abgeklirt werden.

IV. Studium des Penetrationsvorganges der Ookineten.

1. Bildungszeit und Anwesenheit der Ookineten im Miickendarm.

Um den Zeitpunkt des ersten Auftretens und die Dauer der An-
wesenheit der Ookineten im Magen festzustellen, wurden zahl-
reiche Ausstriche des Darminhaltes infizierter Aedes angefertigt.
Die Angaben iiber die dabei verwendete Technik finden sich bei
GelGy & HERBIG (1955 S. 122). Alle Priiparate wurden mit Giemsa
(Romanowsky) geliirbt.
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TABELLIE 9,

Vorkommen der Ookineten aul Darmaussirichen,

Stunden nach Zahl der Zahl der

Blulmahlzenl Ausstriche aulgelundenen Ookineten
16 i 80 |
18 2 19, i
ed, 2 i, -+ .
o0 V4 2 213 |
23 1 12, 18, 13, 8§
27 4 44, 26, +. +
30 3 89, 32, +
18 1 18

-+ — vorhanden. aber nicht geziihlt.

Da diese Untersuchungen lediglich dazu dienten, den moglichen
Zeitpunkt der Ookinetenpenetration in das Darmepithel zu er-
mitteln, wurden nur Stichproben gemacht in Abstinden verschie-
dener Stunden nach der Blutmahlzeit. Im tibrigen ist es nicht mog-
lich, aul diese Weise exakte Ookinetenzithlungen durchzufiihren,
da bei der Sektion und bei der Anfertigung der Ausstriche stets
Teile des Darminhaltes verlorengehen, somil nie aile Zygoten er-
[alit werden konnen.

In je 2 Ausstrichen nach 4, 8, 10, 12 und 14 Stunden konnlen
noch keine Ookineten festgesielll werden, sie erschienen ersimals
nach 14 Stunden. In Tab. 9 sind die Ergebnisse zusammengestelll.
Daraus geht hervor, dal die OQokinelen, die sich zwischen der 14,
und 16. Stunde bilden, withrend ciner langen Periode im Darm-
inhall aulzulinden sind und nicht, wie man erwarten konnle, ge-
samthaft daraus verschwinden., um thre Weilerentwicklung zur
Oocyste im Darmepithel durchzumachen. Zur Abklirung der wei-
teren Vorginge muBiten deshalb Schnitte angelertigt werden.

2. Auszdhlung der Ookineten auf Schnitten zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der infektidésen Blutmahlzeit.

Die Auswerlung der Schnillpriparate erfolgte in verschiedenem
Sinne. Einmal wollten wir den Weg der Ookineten vom Bildungs-
ort bis in die Darmwand verfolgen und dabei feststellen, wie und
wo die PM passiert wird, und wie das Ilindringen in das Epithel
vor sich geht. Andererseits sollle hier, da dies aul Ausstrichen nichlt
moglich war, der zeitliche Ablaul der Ookinelenwanderung und

2]
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der Cystenbildung festgelegt werden. Zugleich bot sich Gelegen-
heit, die Lage der aul der Wanderung befindlichen Ookineten in-
nerhalb des Magens feslzustellen und zahlenmifig zu erfassen.

Technilk: Die besten Lirgebnisse wurden mit Carnoy-Iixierung
(1 Std.) und Haematoxylin-Heidenhain-Firbung erzielt. Eine
Schwierigkeit bestand darin, daff die Dirme und ganz besonders
das eingeschlossene Blut hart und brichig wurden und schlecht
zu schnetden waren. Dies lie sich vermeiden. wenn die Ilin-
bettung tiber Butylalkohol erfolgte. Die Schnittdicke belrug immer
o (. Withrend des langen IFirbeprozesses erwies es sich als un-
umgiinglich, die Schnitte mit einem diinnen Celloidinfilm festzu-
halten.

Wie schon auf Ausstrichen, so war auch in den Schnittpripara-
ten eine genaue quantitative Erfassung der Ookineten unmoglich.
Der Kern der Hithnchenerythrocyten wird durch Haematoxylin
dunkel gefirbt. Bei der Schnittdicke von 5 @ zeigte nun der Blut-
kuchen eine so dichte schwarze IFarbung, daBl die darin liegenden
Ookineten nicht mehr sichtbar waren. Iirst wenn sich bei fort-
schreitender Verdauung die Erythrocylen von der Peripherie her
auflosten, wurden die ebenfalls dunkel gefirbten Ookineten er-
kennbar.

Um nun die Verteilung der Ookineten im
Darmlumen festzuhalten, wurde eine beson-
dere Methode entwickelt, Wir dachten uns
den Magen aufgeteill in 6 Sektoren (siehe
Abb. 8). Die Sektorengrenzen. die natiirlich
nicht im Priparat markiert werden konnten,

Vv n wurden visuell in jeden einzelnen Schnitt
hineinprojizierl und nach Merkpunkten im
v Iipithel fixiert. Die Lage jedes Ookineten
wurde notiert. Diese Methode ist zwar nicht
Sr sehr exakt, gentigle aber den gestellten An-

Abb. s, Einteilung der forderungen.
Darmschnitte zur Loka- I“rgebnisse: Die Resultate der Gokineten-
lisation der Ookineten.  guszithlungen zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Blutmahlzeit werden in Tabellen-
form gegeben. Gleichzeitig sind auch die auf der Darmwand lie-

genden Oocysten vermerklt.

Die oben beschriebene Methode diente nun zweierlei Zwecken.
Iinerseits der Lokalisierung der Ookineten, andererseits der Prii-
fung, ob die penetrationsbereiten Ookineten nach ihrer Lage im
Darmlumen der Verteilung der Cysten, wie sie auf der Darmwand
beobachtel wird, entsprechen. Iinige herausgegriffene Beispiele
sollen die Auszahlungen zwecks Lokalisierung illustrieren (Abb. 9).

Vi ]
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Abb. 9. Beispiele zur Darslellung der Lokalisierung penelrationsbereiter
Ookineten im Darmlumen,

Die auf demselben Gametocylentriiger gefiitterten Miicken sind mil der
gleichen Sternzahl markiert.
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TABELLIL 10.

Blutmahlzeit ‘ Diirme | Parasiten Ookineten Oueyslen
99 3 | 9 58, 14 L
93 - 3 ‘ 3 36. 30, 1 _ .
24 3 | 2 T +
27 8 6 52, 15, 1. 6. 1. 6 e, wfe, =
28 i , 21, 1514 +.
29 3 3 35. 17, 2 +.
31 it 5 15. 32, 61, 35, 3 T
41 ‘ 3 5 28, 99, 37. 616, 8 ‘ R T
13 | 5 | 5 L L 900 420 180 166 +. 4+, +. -+
16 3 1 1 | 183 e
48 ‘ I 1 196 +
63 3 ‘ 3 5 3, 4. 4,
65 4 | 3
70 6 6 ‘
75 | 3 | 0
S0 6 - 6 alle - L alle -+
85 3 1
90 % 6 !
5 7 6

5. Zeitlicher Ablauf der Ookinetenwanderung vom Lumen
bis auf die Darmaufienseite.

Die gleichen Ausstrich- und Schnittpriparate, die uns vorher
das Zahlenmalterial geliefert und Lagebestimmungen erlaubt hal-
ten. ermoglichten nun auch, den zeitlichen Ablaul der Ookineten-
wanderung zu verfolgen. Da diese Vorgange temperaturabhiingiy
sind, ist festzuhalten, daf3 alle Versuchsmiicken bei einer konstan-
ten Temperatur von 26° ¢ gehalten worden waren. Die Zeitangaben
beziehen sich immer aul die Spanne. die seit der Aufnahme der
infektiosen Blutmahlzeil verflossen war.

Die anfianglich runden Zygolen, die aus der Vereinigung von
Mikro- und Makrogameten resultieren, treten erst nach 16 Stunden
als mobile Ookineten aui. Wir mitissen annchmen. dal sie zu die-
sem Zeitpunkt im ganzen Darminhall verstreut liegen. Nun setzt
die Wanderungsbewegung ein. und 6 Stunden spéter. wenn der
Verdauungsgrad des Blutes Beobachtungen im Schnittpriaparat
zulaft, konnen sie in groBerer Zahl an der Peripherie des Blut-
kuchens, in unmittelbarer Nihe der PM beobachtet werden. Der
Durchtritt durch die Membran erfolgt nun nichl massenweise, son-
dern erstreckt sich, entsprechend der zeillich gestaffelten Bildung
der Ookineten und damil auch ihres successiven Eintreffens an der
PM. {iber eine gewisse Zeit. Zwischen der 22, und 30. Stunde kon-
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nen stets Iixemplare im extraperitrophischen Raum aufgefunden
werden. [Kine auberordentliche Seltenheit ist es, Ookineten in dem
Augenblick zu finden, wo sie sich eben durch die Membran durch-
arbeiten (Abb. 10-—12). Doch ist aus der Lage der bereits durch-
gelretenen abzulesen, daBl dies an jeder beliebigen Stelle mog-
lich ist.

Withrend die bisherigen Vorwirlsbewegungen senkrecht zur
Darmwand ausgefiihrt worden sind (Abb. 13}, legen sich die Ooki-
neten jetzt parallel dem Stibchensaum an (Abb. 14, 15). In der
nachsten Phase ithrer Wanderung findet man die Zygoten, bereits
wieder abgerundet, unter dem Stibchensaum (Abb. 16). Wihrend
sie bisher auch bei ungiinstiger Intensitit der Iirbung an ihrer
halbmondférmigen Gestalt leicht erkenntlich waren, kénnen sie
jetzt einzig durch die vom Makrogametocyten stammende Pigment-
granula von den oft gleich grolen Zellelementen des Epithels un-
terschieden werden. Im weitern Verlauf des Penetrationsprozesses
finden sie sich zwischen den Ilipithelzellen, immer niher an die
DarmauBenseile riickend, bis sie endlich als junge Oocysten unter
die Basalmembran, die Tunica elastico-muscularis von GRASSI zu
licgen kommen, diese abheben und unter Kernvermehrung und
GroBenzunahme heranwachsen (Abb. 17, 18).

Entsprechend dem zeitlich abgestuften Eintreffen der Ookine-
ten an der Darmwand, konnen die ersten jungen Cysten nach
24 Stunden entdeckt werden, und bis etwa zur 32. Stunde findet
man Zygoten auf allen moglichen Stufen der Lpithelpenetration.
Nach diesem Zeitpunkt konnen nur noch Cysten und innerhalb
der PM liegende Ookineten festgestellt werden. Diese liegen zum
Teil sehr zahlreich parallel an der Membran und sind offenbar
nicht mehr in der Lage, dieses nunmehr erhiirtete Gebilde zu durch-
dringen (Abb. 19). In Ubereinstimmung mit Hurr (1934) konnten
wir namlich feststellen, dafl sie von der 30. Stunde an Degenera-
tionserscheinungen zeigen. Sie verlieren ihre scharfen Konturen,
und der Kern beginnt zu zerfallen. In Ausstrichen waren diese I<r-
scheinungen besonders deutlich zu beobachten. Solche degenerie-
rende Ookineten bleiben aber auch weiterhin erkennbar, bis tiber
63 Stunden hinaus, d. h. so lange der Aedesmagen noch Reste der
Blutmahlzeit enthilt.

4. Diskussion der Resultate.

In diesem Ikapitel konnten alle Phasen der Ookinetenwande-
rung verfolgt werden. Da die Rolle der PM 1im Verlaufe der Ma-
lariainfektion der Miicken die Kernlrage unserer Arbeit bildele,
wurde ihrer Perforation durch die Ookinelen besondere Beach-
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Abb. 10. Ookinet, mit der Spilze in die PM eindringend (Vergr. ca. 1360,
Abb. 11. Ookinet, mil der Spilze in der PM steckend, Das Hinterende ist abgerundet.
Zwei weitere liegen parallel an der PM (Vergr. ca. 1360,
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Abb. 12, Ookinet, kurz vor Beendigung der Perforation der PM [Vergr. ca. 1360<).

Abb. 13. Ookinet im extraperitrophischen Raum. Dringt gegen Epithel vor. Cher
dem Stiitbchensaum liegl eine Schicht von Verdauungsprodukten (Vergr. ca. 1360 ).

13
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AbDb. 14, OQokinet legl sich parallel zum Epithel. Links PN (Vergr. ca. 1360 ).
Abb. 15. Ookinel im Stibchensaum kurz vor dem Eindringen ins Epithel. Links PM
(Vergr. ca. 1360,
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Abb. 16, Abgerundeter Ookinet in der ersten Phase der Penelralion. Pigment als
dunkle Punkte sichtbar. Links stark gefiirbter Darminhalt (Vergr. ca. 1360 7).

Abb. 17, Abgerundeler Ookinet nahe der Darmaubienseite. Links PN sichibar
iVergr. ca. 13607,

16
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Abb. 18. Die Penetration ist beendel. Ganz junge Cyste unter der Basalmembran
(Vergr. ca. 1360 <),
Abb. 19. Innerhalb der PM eingeschlossene Ookineten. Die PM ist im Schnitt flach
getroffen (Vergr. ca. 1360 <),
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tung geschenkt. Wir stellten fest, daf3 dieser Vorgang zeitlich be-
grenzt ist und ungefiihr zwischen der 20. und 30. Stunde nach der
infektiosen Blutmahlzeit abliuft. Ookinelen, die nach dieser Zeit
noch in der PM eingeschlossen sind, gehen zugrunde.

Aus der Haufigkeit, mit der die Ookineten im Mageninhalt in
unmiltelbarer Nihe der PM aufgefunden werden, kann man schlie-
Ben, dall sie ithnen einen gewissen Widerstand bielet. Diese Be-
obachtung ist nicht erstmalig, sondern wurde auch schon von
Grasst (1901) und REicHENOW ({1932) gemacht. Viel seltener fin-
den sie sich dagegen nach dem Durchtritt durch die Membran im
extraperitrophischen Raum. Das Eindringen in das IZpithel scheint
also 1m Gegensatz dazu keine besonderen Schwierigkeilen zu be-
reiten und diirfte sich ziemlich rasch abwickeln.

Das Eindringen der Ookineten in das Magenepithel erfolgl nach
unseren Beobachlungen, im Gegensalz zu den in den meisten Lehr-
bichern gegebenen Darstellungen, jedenfalls nicht durch mecha-
nisches Einbohren. Alle an der Darmwand befindlichen Zygolen
waren nicht mil threr Spilze gegen sie gerichtet, sondern lagen
parallel dazu. Bald darauf befanden sie sich bereits abgerundel
im Epithel. Ahnliche Beobachtungen machte auch HUFF (1934).

Unklarheit herrscht dartiber, ob die Malariaookineten zwischen
den Zellen des Epilhels durchwandern oder ob sie in die Zellen
selbst eindringen. Alle unsere Beobachtungen weisen darauft hin,
dal der Durchtritt zwischen den Zellen erfolgt (s. Abb. 20). In
welcher Weise das Itindringen ins Lipithel und die Vorwirtsbe-
wegung des nun abgerundeten Ookineten zwischen den Zellen
zuslande kommt, ging allerdings nicht aus den Priiparaten hervor.
IHUFr (1934) arbeitete mit Cuiex pipiens, Plasmodium cathemerium
und Pl relictum und fiuhrte die Penelration auf das allméihliche
Groflenwachstum der Ookineten zurtick, die dadurch die Iipithel-
zellen auseinanderdringen und schlieflich auf die Aullenseite zu
licgen kommen. Dieser Interpretation konnen wir uns aber nicht
anschliefen. da wir erst an der jungen, unter der Basalmembran
licgenden Qocyste eine GroBenzunahme beobachten konnlen. s

ISR g g
®O 0106 @G

Abb. 20. Schema zur Darstellung des Durchtritts des Ookineten durch das
Magenepithel.
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wire denkbar, dall die Penetration durch Sekretausscheidung des
Parasiten unterstiitzt wiirde.

Wie aus den in Abb. 9 dargestellten Beispielen, die sich beliebig
vermehren lassen. hervorgeht, erwies es sich, dafy die penetrations-
bereiten Ookineten nach ihrer Lage im Darmlumen der spilern,
gleichmaBigen Cystenverteilung aul dem Darm entsprechen. Wohl
bestehen zwischen den einzelnen Sektoren Unlerschiede, denen
aber keine Bedeulung zugemessen werden kann, da auch bei den
Cysten von Individuum zu Individuum Verschiedenheiten in bezug
aul die Verteilung auftreten und erst aus Durchschnittswerten die
allgemeine Vertetlungstendenz herausgelesen werden kann. Unsere
frither gezogenen Schliisse sind damit bestiatigt (S. 326).

V. Zusammenhinge zwischen Infektionsverlauf und Beschaffenheit
der peritrophischen Membran.

IXs ist schon eingangs erwogen worden, ob nicht die ungleiche
Cystenverteilung auf dem Anophelesdarm zurtickgeftihrt werden
konnte aut die PM, die sich den Ookineten in den Weg stellen
wiirde. Daly diese Moglichkeit durchaus ins Auge zu fassen war,
zeigte sich am Fall der verschiedenen Trypanosomen-Zyklen in
der Tsetsefliege (siche GEIGY & HERBIG 1955, S, 229—31) und an
andern Beispielen.

Anfanglich erwarteten wir bei der Imago von Aedes aegypti
eine PM vom selben Typ 11, wie er flr thre Larve bekannt war.
Die seitdem gewonnenen lirkenntnisse ergeben jedoch ein wesent-
lich anderes Bild.

Die PM, die jedesmal im Anschlufl an eine Blutmahlzeit vom
Mitteldarmepithel neu sezerniert wird und sich allméihlich ver-
festigt, umhdallt den Mageninhalt als vollkommen geschlossenes
Sickchen. Die Ookineten, die in der Folge tiberall im Blutkuchen
verteill enlstehen. streben der Darmwand zu und stofien im Ver-
faufe ihrer Wanderung auf die PM. Sie ist beim Eintrefien der
ersten Parasiten noch weich und wird von ihnen miihelos passierl,
Mit zunehmender Verfestigung bietet sie den Ookineten aber wach-
senden Widerstand, und eine geringer werdende Zahl derselben
vermayg durchzudringen. Schlieflich wird die Perforalion unmog-
lich und alle noch im Lumen befindlichen Ookinelen werden dort.
meist dicht der Membran angelagerl, zuriickgehalten und gehen
zugrunde. Dieser Tatbestand ist graphisch noch einmal in Abb. 21
dargestellt.

Wenn vielleicht auch der SchluBfolgerung, dall die Verande-
rungen der PM eine zunehmende Behinderung der penetrations-
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Bildung letzler Durehtritl
der Ookineten der Ookinelen

schwarze Fliche : Zahl der durchdringenden Ookinelen

AbD. 21, Schema zur Darstellung des Zusammenhanges zwischen Verfestigung
der PM und Durchtritt der Ookineten,

bhereiten Ookineten im Gelolge haben, bis zu einem gewissen Grad
cine subjektive Beurteilung zugrunde liegt. so sprechen doch auch
noch andere Beobachtungen fir diese Annahme.

Aul Ausstrichen des Mageninhalles konnten auch nach der 20.
Stunde noch Zvgolen festgestellt werden, die sich im Ubergangs-
stadium von der runden zur langgestreckten, beweglichen Form
befanden. Diese Beobachtung und die Erwigung, dafs die Ookine-
len je nach Entstehungsort im Darmlumen lingere oder kiirzere
Strecken bis zur Peripherie zuriickzulegen haben. erkliren zur Ge-
niige, daly sie in betrichtlichen zeitlichen Abstiinden an der PM
cintreffen konnen und je spiler dies geschieht, hier desto starker
verinderte Verhiltnisse antreffen miissen.

Auch wenn eine quantitativ genaue Erfassung der Ookineten-
zahl im Miickendarm unmaoglich war und die tatsiichlichen Werle
noch bedeuiend hoher liecgen diirlften. so ergibt sich doch aus ein-
zelnen unserer frhebungen ein sicherer Hinweis, dall bei weitem
nicht alle Zvgoten zur Weilerentwicklung kommen. Withrend wir
aul Ausstrichen und in Schntttserien Zahlen von 166, 183, 196, 203,
616 und 1507 pro Miicke feststellen konnten, lag andererseils unser
Cystenmaximum bei 127, Obschon bei der Infektion bei Aedes
aeqgyplt und Pl gallinaceum auch schon bedeutend mehr Cysten
gezihlt worden sind (z. B. BrumpeT 1936: 1650 Stiick und IEYLES
1951 bis ca. 300), so sind dies doch Ausnahmefille, die die nor-
malen Durchschnittszahlen bei weitem tibertreffen.

Schlieflich legt auch die Tatsache, dafl nach einer gewissen
Zeit, wenn die unter der Basalmembran liegenden jungen Cysten
hereits zur Weilerentwicklung schreilen, noch immer zahlreiche
Ookineten innerhalb der PM liegen, Zeugnis daitlir ab, daf) ihnen
ieder weitere Durchiritt verwehrt bleibt.
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Wie auch in der Diskussion zu Kkapitel 11T erwihnt, ist schon
verschiedentlich nach Faktoren gesucht worden, die den Verlauf
der Malariainfektion in der Miicke hemmend beeinflussen koénn-
ten, denn es ist ja schon lange bekannt. daf3 die Ubertragungsfiihig-
keit der verschiedenen Stechmiickenarten stark varitert von gut
bis schlechl, ja dall zahlreiche Arten tiberhaupt nicht tibertragen.
Interessant hiezu ist auch die Feststellung von Hurr (1927), wo-
nach die Ookinetenbildung auch im Darm von nichl {ibertragenden
Miuckenarten vor sich gehen kann. Was aber der Weiterentwick-
lung im Wege steht, konnte nicht abgeklart werden. Verschieden-
heiten des Magenepithels dirften nicht daftir verantwortlich sein,
da vergeblich danach geforseht wurde (HUFF 1934 und PAL 1943).

Vieles weist nun darauf hin, dafl in der PM ein wichtiger IFak-
tor gefunden ist, der diese Unlerschiede der Infektibilitil bei
Miicken verstindlich machen konnte. Jedenfalls konnte in dieser
Arbeil gezeigt werden, daly die PM [iir eine Hemmung eines gulen
Teils der Ookineten verantwortlich ist, und dali sie auch bei gleich-
zeitig und auf demselben Gametocytentriger infizierten Miicken-
gruppen individuelle Differenzen der Cystenzahlen verursachen
kann (vgl. Abb. 6).

Wie in der Einleitung erwihnt wurde, sind auch andere Fille
bekanntgeworden, wo Zusammenhiinge zwischen LErregercyclus
und Struktur der PM im Arthropodenwirt bestehen, und wir moch-
ten besonders auf die Verhiltnisse bei Simulium und Onchocercose
(LEwIS 1953) hinweisen, wo die Membran ebenfalls einen Teil der
Parasiten einschliefit und an der Weiterentwicklung hindert.

Was hier fir Aedes aegypti dargelegt wurde, diirfte auch fir
andere Culiciden-Arten gelten. Unterschiede in den Membranver-
hilltnissen konnten vielleicht manche Fille verschiedener Uber-
tragungstihigkeit erkliiren, wenn dies zweifellos auch nichl der
cinzige maligebende Ifaktor ist.

VI. Kernvorgénge bei der Cystenentwicklung.

Seil den klassischen Verdoffentlichungen von Grasst (1901) und
SCHAUDINN (1902) ist der Sporogonie-Cyclus der Malariaparasiten
in der Miicke am Beispiel von Plasmodium vivar mehr oder we-
niger bekannt. Allerdings harren noch einige Punkte der weileren
Abkliirung, so besonders das Problem der Feinstruktur des Kernes,
der Kernteilungsvorginge bei der Sporozoitendilferenzierung und
der Reduktionsteilung im Verlaufe der Gamelogenese. Verschie-
dene Autoren haben sich mit diesen I'ragen beschiftigt: fiir eine
Ubersicht iiber die bisherigen Forschungsergebnisse sei auf die
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AbD. 22,

Abb. 25.

ADD. 220 Junge, cinkernige Cyste mil Pigmenlgranula (Vergr. ca. 2720<). In
den beigefiiglen erlituternden Skizzen sind die groBen und kleinen Kerne voll-
schwarz, die Pigmentgranula schwarz konluriert eingezeichnet.

ADb, 23, Zweikernige Cysle (Vergr, ca. 272000,
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Abb. 2.

ADDb. 25.

Abb. 24 Mehrkernige Cysle (1 + 4) (Vergr. ca. 2720%).

Abb. 25, 32kernige Cyste. Nur ein Bruehteil davon erkennbar. Die Cyste liegt
scheinbar im Epithel, da die Darmwand flach angeschnitten ist {Vergr. ca.
2720 ).
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umfassende Darstellung im Buche von GEIGY & HERBIG (1955
S. 70 ff.) hingewiesen.

Bereits beim Planen der fiir die Durchfiihrung unserer Arbeit
notwendigen Arbeitsginge war an die Moglichkeit gedacht wor-
den, die dazu anzufertigenden Schnittpriiparate gleichzeitig ftr die
Beobachtung der ersten Schritte der Kernvorgange bei der Cysten-
enlwicklung auszuwerten. Es zeigte sich dann aber in der Folge,
daBl die Kernvermehrungsphase erst nach Beendigung des Ver-
dauungsvorganges bei der 63. Stunde einsetzte, und die Unter-
suchungen muBten bis zur 95. Stunde ausgedehnt werden (siehe
Tab. 10).

Der GroBteil der Schnittserien (24 Diarme) wurde wiederum mit
Haematoxylin-Heidenhain gefirbt, wihrend die iibrigen (12 Dir-
me) fiir die Durchfithrung der Feulgen’schen Nuklealreaktion
verwendet wurden,

Bei der Durchsicht der mit Haematoxylin gefirbten Schnitte
ergab es sich, daf3 sich Lingst nicht alle aufgefundenen Cysten zum
Studium der Kernverhiiltnisse eigneten. Nur wenn nach dem Fir-
ben mit Eisenalaun nicht zu stark differenziert wurde, resultierten
klare Bilder. Deshalb waren von den ca. 170 vorhandenen Cysten
nur 39 auswertbar.

Wie erwiahnt, erfolgte das Eintreffen der Cysten unter der Basal-
membran, infolge des zeitlich gestuften Anriickens der Ookineten,
nicht gleichzeitig. Dementsprechend traten auch jetzt Verschie-
bungen bei der Weiterentwicklung zutage, die die Deutung der
Befunde erschwerten. Doch lieBen 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, dafl hier jedesmal nur eine be-
stimmte Schnittfliche und nicht die Cyste mit ihrem ganzen Inhalt
erkennbar ist. Der tatsichliche Sachverhalt konnte nur cruiert
werden auf Grund des Studiums ganzer Schnittfolgen. Daraus
ergaben sich auch die Schemata (Abb. 26) bei welchen die Elimi-
nation der einen Hilfte des Zygotenkerns und die Vermehrung des
tibrigbleibenden Kernpartners bis zum 32-Kleinkern-Stadium wie-
dergegeben ist. Hier ist auf die Darstellung der Pigmentgranula
verzichtet worden. Diese sind lediglich in den Mikroaufnahmen
zu sehen, und man erkennt dort, da die einzelnen Koérnchen we-
der ihrer Zahl noch ihrer Anordnung gemafl Konstanz aufweisen.

Betrachtet man die Darstellungen von GRASSI, so erkennt man,
daB sich unsere, an Haematoxylin gefiirbten Schnitten erzielten
Befunde weitgehend mit den seinen decken. Bei dieser IFirbung
erscheinen die Kerne je nach Differenzierungsgrad schwarz bis

Acta Tropica 14, 4, 1957 25
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1+8 1+16

Abb. 26. Schematische Darstellung der Kernvermehrung in der jungen Cyste.

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

Um einen bessern Linblick in diese Vorgange zu erhalten,
wurde die Feulgen-IFFiarbung zu Hilfe gezogen. Entgegen unsern
Erwartungen fiel aber das Ergebnis in allen 72 untersuchten
Cysten negativ aus. Die intensive Rotfirbung der umliegenden
Epithelkerne bewies, daBl dieser Befund spezifisch und nicht auf
fehlerhafte Technik zuriickzufiithren war. Wie aber aus der Arbeit
von SCHAEFFER (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 ecin negativer Befund die Anwesenheit sehr kleiner Mengen
von Thymonukleinsidure nicht ausschliefit.

Obschon sich zahlreiche Forscher mit dem Malariaparasiten be-
fafit hatten, sind die Angaben tiiber die fundamentalen cytologi-
schen Vorginge sehr spirlich. Insbesondere blieb die IFrage nach
der Reduktionsteilung unbeantwortet. Wohl sind in den letzten
Jahren IFortschritte in dieser Richtung erzielt worden. So unter-
suchte McDouGALL (1947) bei Pl. falciparum und Pl. vivax die
Reifungsvorgiinge im Mikrogametocyten, ohne allerdings abkliaren
zu konnen, ob bei der Beschickung der mannlichen Gameten mit
Kernmaterial wihrend 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 grofe Chromosomen fest und schlofl daraus,
sie seien nicht homolog und der Satz demnach haploid. Seine wei-
teren Beobachtungen an Gametocyten von Pl. vivax und Pl. falci-
parum schienen ebenfalls auf haploide Verhiltnisse hinzuweisen.
In einer neueren Arbeit (1957) werden auch bei fiinf tierischen
Plasmodien (Pl. knowlesi, Pl. floridense, Pl. berghei, Pl. lophurae
und Pl. relictum) jeweils zwei Chromosomen beschrieben.

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

Damit wiire also die diploide Phase des Plasmodiums von sehr
kurzer Dauer. Sie wiirde erreicht bei der Befruchtung des Makro-
durch den Mikrogameten im Miickendarm und lediglich wihrend
der Ookinetenphase, d. h. bis zur Konstituierung der jungen Cyste
im Darm andauern. Schon bei der ersten Teilung in der Cyste
wiurde die Héilfte des Kernmaterials beiseitegestellt und kurz vor
dem 32-Kern-Stadium eliminiert. Damit wiire bereits wieder der
haploide Zustand hergestellt, der fiir die Sporozoiten sowie fiir
samtliche extraerythrocytiren und erythrocytiren Stadien im
Warmbliiter Geltung hiitte bis wieder zu den Gametocyten im
Miickendarm. Die Ansicht von WoLcorT, wonach Schizonten und
vielleicht auch Gametocyten haploid wiiren, wiirde damit besti-
ligt. Unklar bleibt allerdings die Zahl der Chromosomen, tiber die
wir bei unsern Untersuchungen keine Anhaltspunkte finden
konnten.

VIiI. Literatur.

ADLER, S. & THEODOR, O, (1926). The mouth parts, alimentary tract and salivary
apparatus of the females in Phlebotomus papatasii. — Ann. Trop. Med.
Parasit. 20, 109-143.

AUBERTOT, M. (1934). Recherches sur les péritrophiques des Insectes et en parti-
culier des Diptéres. — These Strasbourg.

Bismor, A. & McCONNACHIE, E. W. (1956). A study of the factors affecting the
emergence of the gametocytes of Plasmodium gallinaceum from erythro-
cytes and the exflagellation of the male gametocytes. — Parasitology 46,
192-215.

Brumrpt, E. (1936). Etude expérimentale du Plasmodium gallinaceum parasile
de la poule domestique. Transmission de ce germe par Stegomyia fasciata et
Stegomyia albopicta. — Ann. Parasit. 14, 597-620.



348 ActaTrop. X1V, 4, 1957 — Parasitology

Day, M. F. & WATERHOUSE, D. I¥. (1953). Structure of the alimentary svstem.
Function of the alimentary system. The mechanism of digestion. — In
ROEDER, K. D. Insect physiology, J. Wiley, New York. 273-330.

Doryatova, AL V. (1942). Der Lebenscyclus von Phlebotomus papalasii (Sco-

poli}. Russisch. — Med. Parasit. 11, 52-70.

Evres, Do IS0 (1951). Studies en Plasmodium gallinaceum. II. Characteristics of
the infection in the mosquito, Aedes aegypli. — Am. J. Hyg. 54, 191-212,
FENGg, L. C. (1951). The role of the peritrophic membrane in Leishmania and

Trypanosome infections of sandflies. — Peking Nat. Hist. Bull. 79, 327-334.
FREYVOGEL, T. (1956). Zur Frage der Wirkung des Hohenklimas auf den Ver-
lauf akuter Malaria. — Diss. Basel, Acta Tropica 13, 1-57.
GANDER, R. (1951). Experimentelle und d6kologische Untersuchungen iiber das
Schliipfvermogen der Larven von Aedes aegypti L. -— Diss. Basel, Rev. suisse

Zool. 58, 215-278.

GEIGY. R. & HERBIG, A. (1935). Erreger und Ubertriiger tropischer Krankheiten.
— Verlag fiir Recht und Gesellschaft, Basel.

GrASSI, B. (1901). Die Malaria. Studien eines Zoologen. — Fischer, Jena.

Hoagrg, C.A. (1931). The peritrophic membrane of Glossina and its bearing
upon the life-cycle of Trypanosoma grayi. — Trans. Roy. Soc. Trop. Med.
& Hyg. 25, 57-64.

HUBER, W. (1950). Recherche sur la structure submicroscopique de la membrane
péritrophique de 'intestin moyen chez quelques insectes. — Arch. Anat. Hist.
Embr. 33, 1-20.

HuBER, W. (1954). Die submikroskopische Struktur der peritrophischen Mem-
bran aus dem Mitteldarm ven Geoltrupes silvaticus (Col.). — Mitt. Schw. Iint.
Ges. 27, 277-279.

HUBER, W. & HAASSER, (.. (1950). Electron-microscope study of the peritrophie
membrane in Dixippus morosus. — Nalure 165, 394

Hurr, C. G, (1927). Studies on the infectivity of Plasmodia of birds for mos-
quitoes, with special reference to the problem of immunity in the mosquito.
— Am. J. Hyg. 7, 706-734.

Hurr, C. G, (1934). Comparative studies on susceptible and insusceptible Culex
pipiens in relation to infection with Plasmodium cathemerium and P. relic-
tum. — Am. J. Hyg. 719, 123-147.

HUFrF, C. G. (1941). Factors influencing infection of Anopheles with malarial
parasites. — In: A Symposium on Human Malaria, Washington. 108-112.
Hurr, C. G. & MARCHBANK, D. I'. (1954). Changes in infectiousness of malarial

gametocytes. I. Patterns of oocyst production in seven host-parasite com-
binations. — Nav. Med. Res. Inst., Research Report, 481-49-4.
Hurrsur, H. S. (1951). The propagation of Japanese Iincephalitis Virus in the

mosdquito by parenteral introduction and serial passage. — Am.J. Trop.
Med. 31, 448-451.
Inivs, AL D, (1951). A general textbook of Entomology. — Methuen: London.

JAGUJINSKAIA, L. W, (1940). Présence d'une membrane péritrophique dans
I'estomac de la femelle adulle d’Anopheles maculipennis. — Med. Parasit.
9, 601-603.

JAMES, 5. P. (1931). Some general results of a study of induced malaria in

Iingland. — Trans. roy. Soc. trop. Med. Hyg. 24, 177-525.
Lewis, D.J. (1950). A peritrophic membrane in Simulium. — Nature 7165, 978.

LEwis, D.J. {1953). Simulium damnosum and ils relation to Onchocerciasis in
the Anglo-Egyptian Sudan. — Bull. Ent. Res. 43, 597-644.

LuMspEN, W. H. R. & BERTRAM, D.S. (1940). Observations on the biology of
Plasmodium gallinaceum Brumpt, 1935, in the domestic fowl, wilh special



Stohler, Analyse des Infektionsverlaufes von Plasmodium gallinaceum ... 349

reference to the production of gamelocytes and their development in Aedes
aegypti L. — Ann. Trop. Med. Parasit. 34, 135-160.

McDovuGaLrL, M. S. (1947). The cytological studies of Plasmodium: The male
gamete. — J. Nat. Mal. Soc. 6, 91-98.

McLEAN, D. M. (1953). Transmission of Murray Valley Encephalitis Virus by
mosquitoes. Austr. J. IExp. Biol. Med. Sci. 31, 481-490.

McLEAN, D. M. (1955). Multiplication of viruses in mosquitoes following feeding
and injection into the body cavity. — Austr. J. IExp. Biol. Med. Sci. 33, 53-66.

MarTiGNONT, M. E. (1952). Die submikroskopische Textur der peritrophischen
Membran von Peridroma margaritosa (Haw.). — Mitt. Schw. Ent. Ges. 25,
107-110.

MEGAHED, M. M. (1956). Anatomy and histology of the alimentary tract of the
female of the biting midge Culicoides nubeculosus Meigen. — Parasitology
A6, 22-47.

MERCER, . M. & Day, M. F. (1952). The fine structure of the peritrophic

membranes of certain insects. — Biol. Bull. 103, 384-394.
NEUMANN, R. O. (1908). Die Ubertragung von Plasmodium praecox auf Kana-
rienvogel. — Arch. f. Protistenkunde 1.3, 23-69.

Par, R. (1943). On the histological structure of the midgut of mosquitoes. —
J. Mal. Inst. India 5, 247-250.

ReErcHeNow, E. (1932). Die Entwicklung von Proteosoma circumflexum in Theo-
baldia annulata, nebst Beobachtungen des Verhaltens anderer Vogelplas-

modien in Miicken. — Jenaische Zschr. f. Natw, 67, 434-451.
Ricuarps, A. G. (1951). The integument of arthropods. — Univ. of Minnesota

Press, Minneapolis, 411 ff.

RicHARDS, A. G. & KOorDA, FF. H. (1948). Studies on arthropod cuticle. II. Electron
microscope studies of extracted cuticle. Biol. Bull. 94, 212-235.

SCHAEFFER, K. (1945). Plasmodium vivax und die Feulgen’sche Nuclealreaktion.
— Acta Tropica 2, 17-22.

SCHAUDINN, F. {1902). Studien {iber krankheitserregende Protozoen. II. Plas-
modium vivax (Grassi & Feletti), der Erreger des Tertianfiebers beim Men-
schen. — Arb. a. d. kaiserl. Gesundheitsamt 79, 169-250.

SCHAUDINN, IF. (1904). Generations- und Wirtswechsel bei Trypanosoma und
Spirochaete. Arb. a. d. kaiserl. Gesundheitsamt 20, 387-439.

Suam, K., RozesooMm, L. & DEL Rosario, F, (1934). Studies on the infectivity
of Plasmodium cathemerium of canaries for mosquitoes. — Am. J. Hyg. 20,
002-507,

SHUTE, P. G. (1935). Agglutination of the red blood-corpuseles of man, animals
and birds by the salivary glands of Anopheles maculipennis. — J. Trop.
Med. & Hyg. 38, 277-278.

Suutek, P. G. (1938). The position of human malaria oocysts on the stomach of
Anopheles maculipennis. — Arch. Roum. Path. Exp. & Microbiol. 77, 351-354.

WATERHOUSE, D. I’. (1953). The occurrence and significance of the peritrophic
membrane, with special reference to adult Lepidoptera and Diptera. —
Auslr. J. Zool. 1, 299-318.

WATERHOUSE. D. I¥. (1954). The rate of production of the peritrophic membrane
in some insects. — Austr. J. biol. Sci. 7, 59-72.

WEBER, H. (1949). Grundril} der Insektenkunde. Fischer, Jena.

WIGGLESWORTH, V. B. (1930). The formation of the peritrophic membrane in

insects, with special reference to the larvae of mosquitoes. — Quart. J. Micr.
Sci. 73, 593-616.
WIGGLESWORTH, V.B. (1953). The principles of insect physiology. — 5. ed.

Methuen, London.
WiLpsoLz, T. (1954). Beilrag zur Anatomie, Histologie und Physiologie des



350 Acta Trop. X1V, 4, 1957 -— Parasitologie

Darmkanals der Larve von Melolontha melolontha L. — Diss. ETH. Mitt.
Schw. Ent. Ges. 27, 193-240.

WoLrcorT, G. B. (1955). Chromosomes of the four species of human malaria,
studied by Phase Microscopy. — J. Heredity. 46, 53-57.

WorLcort, G. B. (1957). Chromosome studies in the genus Plasmodium. — J,
Protozool. 4, 48-71.

Résumeé.

Dans ce travail, Pauteur a étudié 1'évolution du Plasmodium gallinaceum
dans le moustique Aedes aegypti en considérant particulierement le role de la
membrane péritrophique (PM) peu étudié jusqu’a ce jour.

Le travail se divise en plusieurs parties : la premiére (chap.Il) étudie la
formation et la nature de la m.p. Cette derniére se forme a4 nouveau apres
chaque repas sanguin et se trouve étre évacuée avec les résidus nutritifs in-
digestibles. C’est pourquoi, les moustiques femelles fraichement éclos et af-
famés, ou exclusivement nourris au nectar, ainsi que les méales non hémato-
phages ne possédent pas de m.p. L’épithélium stomacal sécreéte sur toute sa
surface une substance visqueuse, d’origine chitineuse et riche en protéines. Au
fur et & mesure que s’effectue la digestion, cette substance se solidifie et entou-
rera bienlot 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 I’Aedes, par rapport aux deux types connus
jusqu’ici. Ces observations l'ont amené a définir un troisieme type. Appar-
tiennent a celui-ci, & part les Aedes, la plus grande partie des Nématoceres,
pour autant que la littérature consultée le laisse prévoir, ainsi que probablement
d’autres groupes d’insectes. Pour suivre le passage des ookinétes a travers la
m.p. des études au microscope électronique ont été faites ; elles ont abouti &
la découverte, pour la premiere fois chez les Diptéres, d'une dite « texture dis-
persée » (« Streuungstextur »).

Dans la deuxiéme partie (chap. III), 'auteur étudie, chez les Anopheles, le
probléeme de la répartition inégale des cystes & la surface de I'estomac. Il a pu
démontrer que seules la consistance du sang dans I'estomac et I'influence de
la pesanteur peuvent expliquer ce phénoméne. La m.p. n’y joue pas de role
direct. Cette constatation a ¢été rendue possible en considérant le cas d’Aedes.
En effet, au cours de la digestion de cette espéce, il ne se forme pas de coagulat
soumis a la pesanteur, mais, par contre, I'intestin est rempli d'un caillot géla-
tineux, qui garantit une ¢égale répartition des cystes.

La troisieme partie (chap.IV) est consacrée aux processus du passage des
ookinetes a travers la m.p. L’auteur a pu constater qu’ils peuvent pénélrer a
n’importe quel endroit, mais que la membrane offre une résistance croissante
au fur et & mesure qu’'elle se solidifie et empéche tout passage apres 30 heures.
Les ookinétes traversent la paroi intestinale en se glissant entre les cellules de
I'épithélium.

L’auteur reléve au chapitre V, 'importance de la m.p. au cours de U'infection
d’Aedes. C’est elle, en effet, qui restreint toujours I'évolution ultérieure dun
certain nombre d'ookineétes. Reste a savoir si, chez d’autres especes de mous-
tiques, le degré d’infection peut étre influencé par la présence de la m.p.;
chaque cas mériterait probablement d’étre étudié¢ séparément. Les résultats
obtenus laissent supposer que le réle joué par la m.p. pourrait bien expliquer
pourquoi les différentes especes de Culicidés répondent si différemment aux
plasmodies.

En suivant la formation des oocystes (chap. VI), I'auteur s’est également
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intéressé au probleme de la division de réduction des plasmodies, encore si
discutée aujourd’hui. On posséde quelques indices qui prouveraient que cette
division aurait lieu apreés la formation du zygote, lors de la premicre divi-
sion nucléaire a I'intérieur du jeune oocyste. Ainsi, comme WorcoTT 'affirme,
les formes sanguines correspondraient a4 la phase haploide. Cette derni¢re
commencerait done avec la division de réduction dans les oocystes et se main-
tiendrait durant tout le cycle sanguin chez 'homoiotherme, jusqu’a la féconda-
tion du macrogameéte par le microgamete dans l'intestin du moustique, ou le
nombre diploide des chromosomes se trouverait & 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 to 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 cach blood meal and that it then is dis-
charged 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 conlaining 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 IlI 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 Nemalocera, per-
haps even other insect groups. In connection with the studies on the penetra-
tion of the malaria ookinete through the PM, investigations were made under
the electron microscope, which revealed for the first time a so-called “disper-
sion texture” in Diptera.

The second part (chapter 11I) studies the uneven distribution of cyslts as
observed in Anopheles. It was possible to prove that the consistence of the
blood in the midgut of this mosquito species and the effect of gravily 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 fills the whole lumen of the gut, thus warranting
an even distribution of cysts.

The third part (chapter 1V) deals with investigations made on the perfora-
tion 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
the structure of the latter becomes solid, the more it is resistant, no passage
being possible any more after 30 hours. The ookinete penetrates the gut wall be-
tween 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 the infection rate acts also on other combinations of Plasmodia and mos-
quitoes would have to be studied in each case separately. The present results,
however, allow us to presume that the réle 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). Cir-
cumstantial proofs exist that the reduction takes place during the first nuclear
division of the young oocyst. WoLcoTT’s finding that the haploid phase con-
cerns the blood forms would thus be confirmed. This phase would therefore
last from the reduction division in the oocyst over the whole blood cycle in
the warm-blooded animal until the fusion of the microgamete and the macro-
gamete in the gut of the mosquito. There the diploid set of chromosomes would
be restored.
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