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Einleitung

Mikrosporidien der Gattungen Nosema und Vavraia reduzieren in Stechmucken-Po-
pulationen die Uberlebensrate und damit auch die Dichte der Mdcken. In den an Mi-
krosporidiose erkrankten Culiciden wird auB3erdem die Entwicklung von Plasmodien
stark behindert (6). Daher liegt es nahe, Mikrosporidien zur Bekdmpfung der Malaria
einzusetzen. Voraussetzung fur eine derartige biologische Bekampfung ist jedoch
die Massenproduktion von Sporen. Dies sollte mdglichst in dem zur Bekdmpfung vor-
gesehenen Wirtsgewebe stattfinden, um Veranderungen der Wirtsspezifitdt oder Vi-
rulenz als Folge der Vermehrung in einem fremden Wirt vorzubeugen. Neben der
Produktion in Anopheles wurden auch Infektionsversuche in Insektenzellkulturen
durchgeflhrt, um die Entwicklung der Mikrosporidien in vitro untersuchen zu kénnen.

Material und Methoden
Zellen:

Die Versuche wurden mit Epithelzellen der Culiciden-Spezies Aedes albopictus
(CCL-126) der Firma Flow durchgefihrt.

Medien:

Als glinstigstes Medium flr diese Zellinie hat sich das Kulturmedium von Mitsuhashi
und Maramorosch (M & M) mit 10% FKS bei einem pH-Wert von 7,0 - 7,2 erwiesen.
Die optimale Wachstumstemperatur lag zwischen 26 - 28° C. Als geeignetes Me-
dium fiir die Aktivierung der Mikrosporidiensporen hat sich RPMI 1640 mit 10% FKS
und 7,5% NaHCQO, (Konzentration: 2,7 ml/100ml Medium) erwiesen (1).

Sporen:

Die Sporen wurden aus Homogenaten von infizierten Anopheles stephensi-Larven
und Adulten gewonnen. Fir die Infektion der Aedes albopictus-Zellinie wurden
gereinigte, sterile und aktivierte Suspensionen von Nosema algerae-Sporen ver-
wendet (1).



Vorbehandlung von Sporen:

10 Millionen Sporen wurden in 5 ml RPMI 1640 bei einem pH-Wert von 7,0 resuspen-
diert. Um diese Suspension von Mikroorganismen zu befreien, wurde sie fur 5 Stun-
den bei 27° C in 1 ml einer Antibiotika-Mischung, bestehend aus 3,5 ml Penicillin-
Streptomycin (5000 U/mg), 2,5 ml Kanamycin (5000 U/mg) und 1,5 ml Fungizone
(250 U/mg) (Fa. Flow.), inkubiert. Danach wurde diese Suspension zweimal in RPMI
1640 bei einem pH-Wert von 7,0 jeweils 10 min. bei 4000 g zentrifugiert, um die Anti-
biotika aus der Suspension herauszuwaschen. AnschlieBend wurde eine Verdln-
nung von 100.000 Sporen/0,25 ml RPMI 1640 bei einem ph-Wert von 7,0 aus dieser
Suspension hergestellt.

Kultivierung der Zellen:

Zuerst wurde die Aedes albopictus-Zellinie von ihrem urspriinglichen Medium (Mit-
suhashi und Maramorosch mit 10% FKS bei einem pH-Wert von 7,2) auf das fur die
Sporenaussttilpung geeignete Medium (RPMI 1640 mit 10% FKS und 7,5% NaHCO,
bei einem pH-Wert von 7,4) adaptiert und weitergezichtet. Jeweils 300.000 dieser
Zellen wurden auf einem runden Deckglas in einer TCC 24 well-Platte (Fa. Costar)
flir 48 Stunden bei 28° C kultiviert.

Infektion der Zellen mit Sporen:

Die verdlinnten Sporensuspensionen (s. 0.) wurden zu den Zellen gegeben, die auf
den runden Deckglasern gewachsen waren. Die maximale Inkubationszeit betrug 4
Stunden. Alle 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Nach 5, 10, 15,
20, 30 Minuten, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 24, 48 und 72 Stunden wurden die Deckglaser mit
Methanol fixiert und mit Giemsalésung (1 : 20) gefarbt.

Abb. 1:
Gewebekulturzellen von Aedes albopictus
N = Nucleus der Gewebekulturzelle -+ C = Cytoplasma der Gewebekulturzelle
Vergr. 1664 : 1
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Abb. 2:
Gewebekulturen, infiziert mit N. algerae (24 hpi)
N = Nucleus der Gewebekulturzelle - V = Vegatative Stadien der Parasiten
Vergr. 2080 : 1

Abb. 3:
Gewebekulturzellen, infiziert mit N. algerae (48 hpi)
N = Nucleus der Gewebekulturzelle - S = Sporen von N. algerae
Vergr. 2080 : 1
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Ergebnisse
Dekontamination der Sporen:

Vorversuche haben gezeigt, dafB die Sporen, wie zu erwarten, trotz der Reinigung mit
Percoll noch nicht vollkommen frei von Bakterien und Pilzen waren. Deshalb wurden
sie mit Antibiotika behandelt. Danach traten keine Kontaminationen in der Zellkultur
mehr auf. Die Antibiotika muBten allerdings so dosiert werden, daB sie einerseits die
Mikroorganismen abtdteten, andererseits aber nicht die Keimung der Sporen verhin-
derten. Eine Uberdosierung von Antibiotika verhindert namlich die Ausschleuderung
der Polfaden in vitro. Die Aktivierung der Sporen ist fur die Infektion der Wirtszellen
wichtig, da offenbar nur Uber diesen Prozel3 die Amoboidkeime in die Zellen eindrin-
gen kénnen.

Infektion der Zellen mit Sporen:

Auf den gefarbten Deckglédsern kann man im Zeitraum von 5 bis 60 min. nach der In-
kubation eine Ausstllpung der Polfaden beobachten. An der Polfadenspitze er-
scheint ein zweikerniger Amdboidkeim. Die Ausschleuderung der Sporen erfolgt an-
scheinend ungerichtet, da viele Amoboidkeime frei im Medium lagen. Nach 2 Stun-
den kdnnen in die Zellen eingedrungene Amoboidkeime gefunden werden. Nach 24
Stunden (Abb. 2) kann man Vermehrungsstadien der Mikrosporidien in den Zellen
erkennen. Die intrazellulare Vermehrung der Mikrosporidien ist in vitro nach 48 Stun-
den abgeschlossen (Abb. 3). Nach 72 Stunden liegen die Sporen der neuen Genera-
tion frei im Medium. Die Wirtszellen sind nicht mehr zu erkennen.

Diskussion

Nachdem eine vollstdndige Reinigung und Dekontamination der Nosema algerae-
Sporen erreicht war, konnte dieses Sporenmaterial erfolgreich flr in vitro-Infektionen
von Moskito-Kulturzellen eingesetzt werden.

Um Nosema-Sporen in Zellkultur aktivieren zu kdnnen, inkubierten verschiedene Au-
toren (3, 4, 5, 8) sie vor der Infektion 40 min. mit 0,1 N KOH. In unseren Experimen-
ten wurde dieser Vorgang im Gegensatz dazu in RPMI mit 10% FKS und NaHCO,
bei einem pH-Wert von 7,4 erzielt (1). Diese Behandlung erscheint uns wesentlich
schonender und physiologischer. Fast alle Sporen schleuderten schon einige Sekun-
den nach der Inkubation im Zellkulturmedium ihren Polfaden aus. Die Entwicklungs-
zeit der Mikrosporidien in den Zellen betrug unter unseren Bedingungen 48 Stunden.
Nach 72 Stunden waren die Gewebekulturen lysiert, und die Sporen lagen frei im
Kulturmedium. Nach AVERY et al. (2) ist der in vivo-Entwicklungszykius von Nosema
algerae in 72 Stunden abgeschlossen. Auch UNDEEN (7) vermehrte Nosema alge-
rae in Schweine-Nieren-Kulturzellen innerhalb von 2 bis 3 Tagen. STREETT et al. (7)
gelang die Vermehrung von N. algerae in drei verschiedenen Insektenzellinien. In je-
der der drei Wirtszelltypen dauerte die Sporenentwicklung drei Tage. Allerdings be-
nétigten KURTTI et al. (5) flir den kompletten Entwicklungszyklus einer zweikernigen
Mikrosporidien-Art in einer Heliothis zea-Zellinie (Lepidoptera : Noctuidae) sechs Ta-
ge. Das Infektionsverhdltnis Zelle zu Sporen lag bei anderen Autoren (3, 4, 5, 7, 8)
zwischen 1 : 10 bis 1 : 30. Hier wurden die Sporen wahrend des gesamten Experi-
ments im Kulturgefaf3 belassen. In unseren Experimenten betrug das Verhaltnis von
Zellen zu Sporen 3 : 1 und die Inkubationszeit betrug maximal 4 Stunden.

Zwei Autoren (3, 4) beobachteten bei Infektionen von zwei verschiedenen Gewebe-
kulturzellen mit Nosema bombycis eine extrazellulare, sekundare, infektiose Form
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von Nosema bombycis. Solche Formen wurden von anderen Autoren (5, 7, 8) nicht
beobachtet. In der vorliegenden Arbeit konnte eine solche extrazelluldre sekundare
Form ebenfalls nicht beobachtet werden.

STREET et al. (7) konnten eine Infektion von Nosema algerae in drei verschiedenen
Insektenzellinien nur Uber sechs Passagen aufrechterhalten. Wir wollen Gberprifen,
ob unsere Mikrosporidien sich langere Zeit in vitro vermehren lassen. AuBerdem muB
untersucht werden, ob dieses Material zur Infektion unserer Anopheles-Larven
geeignet ist.

Weitere Untersuchungen, vor allem mit Hilfe der Elektronenmikroskopie, sollen Ein-
zelheiten des Eindringens und der Vermehrung der Parasiten in den Wirtszellen kla-
ren. AuBerdem soll geprift werden, ob die Massenproduktion von Sporen in vitro die
in vivo-Produktion Ubertreffen kdnnte.

Zusammenfassung

Die Sporen von Nosema algerae wurden vor der Infektion der Gewebekulturzellen
gereinigt und durch Antibiotika dekontaminiert. Eine unbedingte Voraussetzung zur
Infektion der Kulturzellen ist die Aktivierung der Sporen. Diese wurde in RPMI 1640
mit 10% FKS und 7,5% NaHCO,, bei einem pH-Wert von 7,4 erzielt.

Die Vermehrung der Mikrosporidien begann nach 48 Stunden in Aedes albopictus-
Zellen und endete nach 72 Stunden. Zu diesem Zeitpunkt waren keine Gewebekul-
turzellen mehr vorhanden.

Schllisselworter
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Summary

Experimental Infection of tissue cells of Aedes albopictus (Diptera;
Culicidae), with sterilized spores of Nosema algerae (Microsporida;
Microspora)

The spores of Nosema algerae before being introduced into the tissue culture cells
were purified and decontaminated with antibiotics.

A precondition for the infection of the culture cells is the extrusion of spore filaments.
This was achieved with RPMI 1640 as culture medium supplement with 10% fcs and
7.5% NaHCO, adjusted to ph 7.4. An increase in the number of microsporidia was
observed after 48 hours in Aedes albopictus cells, and reached its peak after 72
hours. At this moment epithelial cells were no longer visible.
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