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Einleitung

Die Mikrosporidienart Vavraia culicis kann Laborkolonien von Anopheles stephensi
parasitieren. Die reifen Mikrosporidiensporen werden von den Larven mit der Nah-
rung aufgenommen. Im Darm der Larven schleudern die Sporen dann einen bis zu
350 um langen Polfaden aus. Dieser kann in eine Darmepithelzelle oder aber auch in
jede andere Zelle geschleudert werden. Daraufhin erscheint an seiner Spitze der
Amoeboidkeim. In den befallenen Zellen entwickelt sich aus diesem Uber mehrere
Zwischenstadien Pansporoblasten mit mehr als 16 Sporen. Am Ende dieser Entwick-
lung gehen die Wirtszellen zugrunde und die freiwerdenden reifen Sporen kénnen
neue Zellen befallen. Eine Infektion der Mlicken mit Vavraia culicis flihrt zu einer er-
héhten Sterblichkeit. Sofern sich die infizierten Larven noch verpuppen, geht die Ent-
wicklung der Mikrosporidien in den adulten Mucken weiter (1).

Infektionen von Anopheles stephensi mit den Nagetier-Malaria-Erregern Plasmodium
bergheiund Plasmodium yoelii nigeriensis fihrten ebenfalls zu einer erhéhten Morta-
litat bei den adulten Mlcken. Der stérkste Anstieg der Mortalitatsrate war nach 10 -
48 Stunden, etwa zum Zeitpunkt der Ookinetenwanderung durch die Darmepithelzel-
len, zu verzeichnen (9, 11, 12).

In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, welche Schaden die Entwicklungssta-
dien von Vavraia culicis und die Ookineten von Plasmodium yoelii nigeriensis an den
Darmepithelzellen hervorrufen und wie sich eine erhdhte Mortalitétsrate der adulten
Moskitos erkldren 1aBt.

Material und Methoden
Anopheles stephensi:
Die Anopheles stephensi-Kolonie wurde seit 1972 in unserem Labor geziichtet.

Die Larven wurden mit Tabimin (Fa. Tetra) und die Adulten mit 10% Glucose gefit-
tert. Die Gelege wurden nach Blutaufnahme an NMRI-Mausen gewonnen.
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Infektionsversuche wurden mit 4 - 6 Tage alten Mlicken durchgefiihrt. Einen Tag vor
der infektidosen Blutmahlzeit wurde das Zuckerwasser aus den Kéfigen entnommen.

Plasmodium yoelii nigeriensis:

Der verwendete Stamm wurde 1983 von D. WALLIKER, Edinburgh, bezogen. Es
handelt sich um den Clone N 67 aus einer einzelnen Oocyste.

Zur Infektion verwendete Mause:

Es wurden M&use vom Stamm NMRI/Hannover verwendet. lhr Kérpergewicht bei der
Infektion betrug ca. 20 g.

Plasmodium-Infektion:

Durch Dekapitieren einer infizierten Maus gewonnenes Blut wurde in 0,1 mi Liguemin
aufgefangen. Davon wurden 0,1 ml mit 0,2 ml physiologischer Kochsalzlésung
(0.85%) verdlnnt und einer Maus intraperitoneal injiziert. Nach 2 - 3 Tagen hatten
sich in der Maus infektidse Gametozyten bei einer Parasitdmie von 10 - 20% entwik-
kelt. Daraufhin wurden die Mause mit Nembutal betaubt und fir 15 min. auf die
Gazekafige gelegt, sodas die Micken durch die Gaze Blut saugen konnten.

Vavraia culicis:

Die Mikrosporidieninfektion trat im Jahr 1984 aus noch nicht geklarter Ursache in un-
serem Insektarium auf. Die Mikrosporidien wurden von J. WEISER, Prag, noch im
selben Jahr als Vavraia culicis bestimmt.

Zum Zeitpunkt der Praparation waren alle Micken mit den Mikrosporidien infiziert.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen:

Zur elektronenmikroskopischen Préaparation wurden zu verschiedenen Zeiten nach
Infektion mit Plasmodium yoelii nigeriensis Gruppen von Tieren entnommen, die Mit-
teldarme aus dem Abdomen herausprépariert und mit 3% Glutaraldehyd in Séren-
sen-Puffer pH 7,2 fixiert. AnschlieBend wurden sie mit 1% Osmiumtetroxid nachfi-
xiert, mit einer aufsteigenden Athanolreihe und Propylenoxid entwéssert und in Epon
812 eingebettet. Die Schnitte wurden mit Uranylazetat und Bleizitrat nachkontrastiert.
Mikroskopiert wurde mit einem Zeiss EM 9 S-2. im folgenden wird Uber die Darme,
die nach 10,5 Stunden entnommen worden waren, berichtet (insgesamt 9 Darme).
Zu diesem Zeitpunkt dringen die Ookineten in die Darmepithelzellen ein.

Ergebnisse

In Abb. 1 sind verschiedene Entwicklungsstadien von Vavraia culicis in einer Darme-
pithelzelle zu erkennen. Eindeutig zu identifizieren sind vor allem die Pansporobla-
sten mit reifen Sporen in der befallenen Zelle. Die Epithelzelle ist morphologisch
stark verandert. Sie ist aufgeblaht und in einzelnen Bereichen sind kaum mehr Zell-
organellen vorhanden. Daher ist sie stellenweise elektronenlicht. Die Mitochondrien
sind stark angeschwollen und die innere Mitochondrienmembran ist zerrissen. Wei-
tere Zellorganellen sind nicht zu erkennen. Direkt neben der nekrotischen Darmepi-
thelzelle liegt, hier nur teilweise angeschnitten, eine vollig intakte Zelle.

Im Darmlumen sind noch unverdaute Erythrocythen und einzelne Bakterien zu er-
kennen.

Die Abb. 2 dokumentiert, daB auch nach dem Eindringen eines Ookineten in die
Darmepithelzelle pathologische Veranderungen zu beobachten sind. Der Mikrovilli-
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Abb. 1:
Verschiedene Entwicklungsstadien vonVavraia culicis in einer nekrotischen Darmepithelzelle.
Direkt benachbart liegt eine noch intakte Darmepithelzelle. Die Blutmahlzeit ist noch nicht
vollstandig verdaut - (>) = Entwicklungsstadien von Vavraia culicis, B = Bakterien;

E = unverdaute Erythrocyten; iD = intakte Darmepithelzelle; nD = nekrotische
Darmepithelzelle; M = veranderte Mitochondrien

Abb. 2:
Ookinet in einer nekrotischen Darmepithelzelle. Der Ookinet weist keine pathologischen
Veranderungen auf - E = unverdaute Erythrocyten;
M = veranderte Mitochondrien; O = Ookinet; V = Vakuolen
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Abb. 3:
Vermehrungsstadien von Vavraria culicis, ein Ookinet und Bakterien in einer nekrotischen
Darmepithelzelle. Die Zelle hat sich von der basalen Lamina abgel6st + B = Bakterien;
BL = Basale Lamina; E = unverdaute Erythrocyten; O = Ookinet; (>) = Mikrosporidien

saum ist kaum zu erkennen, auch hier sind die Mitochondrien stark aufgebl&ht.
AuBerdem sind viele Vakuolen vorhanden. Im Darmlumen, direkt der Zelle anliegend,
erkennt man auch hier einen nicht verdauten Erythrocyten. Der Ookinet selbst weist
keine pathologischen Veranderungen auf.

In Abb. 3 befinden sich sowoh! Entwicklungsstadien von Vavraia culicis als auch ein
Ookinet in der Darmepithelzelle. Allgemein kann man feststellen, daB bei Doppelin-
fektionen die Schaden an den Zellen noch gréBer sind. Hier hat sich die gesamte Zel-
le von der basalen Lamina abgeldst und der Mikrovillisaum ist nicht mehr vorhanden.
Bei den anderen Zellorganellen sind die gleichen Verénderungen wie bereits be-
schrieben zu beobachten. Der eingedrungene Ookinet ist hier quer angeschnitten, so
dafB die typischen Organellen des Apikalkomplexes in diesem Anschnitt nicht zu er-
kennen sind. Auch hier sind am Ookineten keine Veranderungen zu beobachten. Im
Darmlumen fallen wiederum unverdaute Erythrocyten und Bakterien auf.

In nicht infizierten Kontrolltieren war, nach gleicher elektronenmikroskopischer Pra-
paration, die Anzahl der nekrotischen Zellen wesentlich geringer. Normalerweise ge-
hen namlich immer einzelne Darmepithelzellen zugrunde. Die verbrauchten Zellen
werden dann aus dem Zellverband ausgeschleust und die enstehende Liicke von
anderen Zellen eingenommen (3).

Diskussion

Sowohl die Wanderung der Ookineten von Plasmodium yoelii nigeriensis als auch die
Entwicklung von Vavraia culicis kann zu Zerstérungen der Darmepithelzellen fiihren.
Begleitinfektionen mit Bakterien der Art Serratia marcescens konnen die pathologi-
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schen Effekte noch verstarken (12). Bei sehr groBflachigen Zerstérungen sind die
Darmepithelzeilen nicht mehr in der Lage, Verdauungsenzyme zu sezernieren und
anschlieBend Nahrungsbestandteile zu resorbieren. Zum Zeitpunkt der Praparation
der Darme hatten ndmlich die peripher liegenden Blutkdrperchen bereits verdaut
sein mussen.

Neben den Darmepithelzellen befallen die Mikrosporidien auch alle anderen Organe
der Moskitos, wo sie ebenfalls Schadigungen hervorrufen kdnnen (4).

BANO (2) fand, daB auch die Plasmodium-Entwicklung durch Vavraia culicis ge-
hemmt wird. Auch auch eine andere moskitopathogene Mikrosporidienart Nosema
algerae zeigt neben einer schadigenden Wirkung auf die Micken einen EinfluB auf
die Entwicklung der Malariaerreger. FOX und WEISER (5) beobachteten, da3 in An-
opheles gambiae mit einer schweren Nosema stegomyiae (syn. Nosema algerae)-
Infektion keine Oocysten von Plasmodium falciparum mehr gebildet wurden. Nach
Infekten von Anopheles stephensi mit Nosema algerae wurden merklich weniger
Sporozoiten von Plasmodium berghei gebildet (8). Diese Beobachtungen wurden
von GAJANANA et al. (6) far Plasmodium gallinaceum und Plasmodium vivax besta-
tigt. AuBerdem verkiirzen diese Mikrosporidien die Uberlebensdauer von Anopheles
stephensi derart, daB keine reifen Sporozoiten von Plasmodium vivax mehr gebildet
werden koénnen (7). In unserem Labor konnte ebenfalls beobachtet werden, daB in
doppelinfizierten Mlicken die Sporozoitenproduktion von Plasmodium yoelii nigerien-
sis wesentlich verringert ist. In histologischen Praparaten war eine starke Vakuolisie-
rung des Qozystenplasmas zu erkennen (10).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daB der Grad der Zerstérung der Darmepithel-
zellen eine hinreichende Erklarung fir die erhéhte Mortalitatsrate liefert. Sie kdnnen
jedoch noch nicht kléren, auf welche Weise die Mikrosporidien die Entwicklung der
Plasmodien hemmen oder verhindern. Dieses ist weiteren Untersuchungen vorbe-
halten.

Zusammenfassung

Eine Infektion von Anopheles stephensi mit Plasmodium yoelii nigeriensis und der
Mikrosporidienart Vavraia culicis fihrte zu einer erhdhten Mortalitatsrate der Muk-
ken. Im elektronenmikroskopischen Bild erkennt man, daB sowohl die Vermehrung
der Mikrosporidien als auch die eingedrungenen Ookineten pathologische Verande-
rungen an den befallenen Darmepithelzellen hervorrufen. Der Doppelbefall einer
Darmepithelzelle verstarkt die Schadigungen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen,
daB der Grad der Zerstérung der Darmepithelzellen eine hinreichende Erklarung fir
die erhdhte Mortalitatsrate der doppelinfizierten Moskitos liefert.

Schliisselworter
Anopheles, Microsporida, Plasmodium, Ookinet, Doppelinfektion, Pathologie

Summary

Electronmicroscopical observations on the pathology of Anopheles
stephensi after double-infection with Vavraia culicis and Plasmodium
yoelii nigeriensis

The infection of Anopheles stephensiwith Plasmodium yoelii nigeriensis and Vavraia
culicis (Microsporida) leads to an increased mortality rate of the mosquitoes. In elec-
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