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Die Miicken

Dich freut die warme Sonne.
Du lebst im Monat Mai.

In deiner Regentonne,

Da riihrt sich allerlei.

Viel kleine Tierlein steigen
Bald auf-, bald niederwirts,
Und, was besonders eigen,
Sie atmen mit dem Sterz.

Noch sind sie ohne Tiicken,
Rein kindlich ist ihr Sinn.
Bald aber sind sie Miicken
Und fliegen frei dahin.

Sie fliegen auf und nieder
Im Abendsonnenglanz
Und singen feine Lieder
Bei ihrem Hochzeitstanz.

Du gehst zu Bett um zehne,
Du hast zu schlafen vor,
Dann horst du jene Tone
Ganz dicht an deinem Ohr.

Driickst du auch in die Kissen
Dein wertes Angesicht,

Dich wird zu finden wissen
Der Riissel, welcher sticht.

Merkst du, dass er dich impfe,
So reib mit Salmiak

Und dreh dich um und schimpfe
Auf dieses Miickenpack.

Wilhelm Busch



Unserem Sohn

Hagen Leonhard



Zusammenfassung

I Zusammenfassung

In der letzten Dekade wurden in Deutschland jéhrlich bis ca. 1000 allochthon erworbene
Malariafille registriert, von denen etwa 70 % durch Plasmodium falciparum hervorgerufen
wurden. Basierend auf der sich ausdehnenden Verbreitung von Anopheles plumbeus wurde
thre Bionomie sowie ihre Vektorkompetenz fiir Plasmodium falciparum, dem Erreger der
Malaria tropica, untersucht. Anopheles plumbeus - eine Fiebermiicke, die urspriinglich in
Baumhohlen briitet, besiedelt in zunehmendem MaBe nicht mehr intensiv genutzte
Giillegruben. Nach 3 bis 5 Jahren konnen Larvendichten bis zu 1.800 Individuen pro dm’
erreicht werden. Aufgrund ihres aggressiven Stechverhaltens kommt es dann zu erheblichen
Einschridnkungen in der Freizeitnutzung der Anwohner. Da die Miicke weder stenogam noch
autogen ist, kann sie nicht in geschlossenen Systemen iiberleben. So kann, vor dem
entwicklungsbedingten Ausfliegen der Miicken, durch ein simples VerschlieBen der Brutstétte
die darin lebende Population ausgeldscht werden. Auch die in Gruben vorkommenden
Populationen halten, wie die in Baumhohlen briitenden Miicken, strikt eine jahreszeitlich
gesteuerte Entwicklungsperiodik ein. Erstmalig konnte ihre Kélte- und Frostresistenz bis -20°
C gezeigt werden - eine Eigenschaft, die das Uberleben in den Wildern der Bergregionen erst
ermdglicht.

Die erfolgreiche Etablierung eines in vitro-Kultivierungssystems fiir P. falciparum, in
Verbindung mit dem Aufbau des Membran-Infektionsmodells, bildete die Grundlage fiir
Untersuchungen zur Vektorkompetenz von An. plumbeus. Im Vorfeld wurde mit Hilfe von
Infektionsversuchen an An. stephensi die Effektivitit beider Systeme stetig verbessert. Unter
Laborbedingungen konnten An. plumbeus-Weibchen sowohl aus Baumhohlenvorkommen wie
auch aus Grubenpopulationen erfolgreich mit dem P. falciparum-Stamm NF54 infiziert
werden. Erstmalig konnte dabei mit dem Nachweis von Sporozoiten in den Speicheldriisen
die Vollendung des Entwicklungszykluses von P. falciparum in An. plumbeus aus natiirlichen
wie auch aus anthropogenen Brutstitten bewiesen werden. Die Befunde dieser Studie zur
Bionomie, Verbreitung und Vektorkompetenz der einheimischen Stechmiicke stellen somit
eine wichtige Grundlage zur Bewertung des Malaria-Risikos durch Ubertragung autochthoner

Anophelinen in Zentraleuropa dar.



Summary

II Summary

Although endemic malaria has disappeared in Germany, travellers imported approximately
1000 registered cases of malaria every year in the last decade. 70 per cent of these cases were
caused by Plasmodium falciparum.

The mosquito is directly affected by its environment. Temperature, rainfall, presence of
breeding places and the availability of hosts for blood meal control the mosquito population.
Taking vector competence into account, we observed the occurrence and the expansion of
Anopheles plumbeus. Remarkably, within three to five years, larval densities reach up to
1,800 individuals per square decimeter.

Due to its aggressive biting behaviour, this mosquito has become a significant nuisance in the
areas affected, effectively limiting outdoor activities of the people living near its breeding
grounds. However, as this mosquito is neither stenogam nor autogenous, a sealing of the
breeding ground will eliminate the population within.

The mosquito populations that have their breeding grounds in tree cavities as well those that
breed in pits both maintain a strictly season-triggered developmental periodicity. For the first
time, it was possible to show the mosquito’s ability to withstand temperatures of down to
-20°C, a factor that permits its survival in forests at elevated altitudes.

The successful in vitro cultures of the gametocyte-producing P. falciparum strain NF54,
efficient gametocyte production, and infection of the Anopheles species through membrane
feeding were the prerequisites to study the transmission competence of An. plumbeus. The
system was optimized in infection experiments with laboratory populations of An. stephensi
under laboratory conditions field-collected An. plumbeus were successfully infected and
produced salivary gland sporozoites, the infectious transmission stage of the malaria parasite.
I could show that P. falciparum completes its mosquito life cycle in An. plumbeus,
independent of their origin, i.e. collected from tree holes or man-made manure pits.
Collectively, these findings provide the rationale for a risk evaluation of malaria transmission

by autochthonous Anopheles in Central Europe.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeiner Teil

Nach WHO-Angaben lebten im Jahre 2004, verteilt auf 107 Staaten und Regionen, 3,2
Milliarden Menschen mit dem unmittelbaren Risiko an einer Malaria zu erkranken. Die
Anzahl der daraus resultierenden klinischen Malariafdlle wurde weltweit mit 350 bis 500
Millionen beziffert. Der weitaus grofite Anteil wird dabei durch die Erreger Plasmodium
falciparum und P. vivax hervorgerufen. Pro Jahr sterben annidhernd 2 Millionen Menschen an
der durch P. falciparum verursachten Malaria tropica. Der Schwerpunkt dieser Erkrankungen
liegt dabei mit zirka 2/3 der weltweit registrierten Félle im zentralen Afrika. Das
Ubertragungsmuster variiert in den unterschiedlichen Regionen, bedingt durch den Grad der
Anpassung des Parasiten an seinen lokalen Vektor. Ergiinzend muss hierbei die Okologie der
Vektoren beriicksichtigt werden. Gute soziodkonomische Bedingungen bilden den Rahmen
fir eine effektive Malariabekdmpfung mit der Grundlage einer geeigneten
Gesundheitsvorsorge sowie einer effektiven Bekdmpfung der Krankheitsiibertrager (WHO,

2005).

Auch in Europa war in vergangener Zeit die Malaria, die hauptsidchlich durch P. vivax
hervorgerufen wurde, endemisch. In den vergangenen Jahrhunderten waren die Auswirkungen
der Malaria auf die politischen und sozialen Strukturen oft verheerender als grofe
Militaraktionen. Folgt man den Geschichtsschreibern aus dieser Zeit, so war es das Wechsel-
bzw. Sommerfieber, welches seinen Teil zum Entscheid so mancher Belagerungen und so
manches Feldzuges beitrug. So berichtete Guilelmi iiber die Belagerung Prescias durch Kaiser
Heinrich VII. im Jahre 1310: "Wegen der gro3en Hitze lagerten die Truppen unbekleidet im
Freien und setzten sich den Malariamiicken aus. Mit entfesselter Gewalt brach das Fieber iiber
die Heere hervor und nicht weniger als 70 Fiirsten, 7.000 Lanzenreiter und 20.000 Mann
wurden davon hinweggerafft. Der Kaiser selbst nahm den Todeskeim in sich auf, dem er 2
Jahre spiter erlag" (Ebner, 1947). Napoleon verlor auf dem Weg nach Russland in den
Niederungen des Oberrheins mehr Soldaten durch die Malaria als durch militdrische
Gefechte.

Bereits im letzten Drittel des 19. Jh. war in verschiedenen Regionen Zentraleuropas die

Anzahl an Malariaerkrankungen riickldufig. Ein maB3gebender Grund fiir den Riickgang war



Einleitung

die Trockenlegung des Bodens verbunden mit der damals noch unbewussten Beseitigung
vieler Miickenbrutstitten. So wurden Siimpfe sowie Wiesen entwdssert und Fliisse durch
Begradigungen in ihr Bett gezwungen. Dies erfolgte anfangs mit dem Ziel der Urbarmachung
und fiir den Bereich der Flusyteme, vor allem auch im Zuge des Ausbaus der Wasserstraflen.
Der direkte Zusammenhang zwischen Malaria und ihrem Vektor, der Anopheles-Miicken,
wurde erst 1897 durch Sir Ronald Ross entdeckt. Er erbrachte als erster den Nachweis
pigmentierter Korper, also den Oozysten, im Darm zweier Miicken-9 @, wahrscheinlich 4n.
stephensi.

Die verbesserte Wohnungshygiene, basierend auf einer zunehmenden Kanalisierung des
Abwassers, sowie der leitungsgebundene Transport von Trinkwasser, einhergehend mit der
Stilllegung vieler Brunnenanlagen, fiihrten zur Beseitigung von Wasseransammlungen, die
den Miicken in urbanen Bereichen als Brutstitten dienten.

Mit der Entfestigung, also der Trockenlegung von Schutzgriben rund um die Bauten der
traditionellen Militérstandorte, konnten in den als "Malaria Garnisonen" beriihmt gewordenen
Stddten, wie Germersheim, Landau in der Pfalz und Mainz, die Malariaerkrankungen
ebenfalls deutlich reduziert werden (Schuberg, 1927).

Da nicht jede Anopheles-Miicke mit Vorliebe den Menschen sticht und nicht jede Art den
Parasiten gleich gut iibertrigt, bedarf es schon einer sehr grolen Anzahl an Vektoren, um die
Malaria zu verbreiten. Weyer (1956) konnte am Erloschen der ostfriesischen Malaria, des
letzten endemischen deutschen Tertianavorkommens, einen Zusammenhang zwischen
Miickendichte und Anzahl der Erkrankungen aufzeigen. In dieser ldndlich strukturierten
Gegend wurden in den Jahren 1939 bis 1955 durchschnittlich 221 Individuen gefangen. Im
Vergleich zu der Erhebung zwischen 1931 bis 1938, mit durchschnittlich 1080 Miicken, war
dies ein Riickgang an Anopheles-Weibchen um etwa 80 %. Die Artzusammensetzung blieb
dabei mit 90 bis 96 % An. atroparvus zu 10 bis 4 % An. messeae weitestgehend konstant.
Passend zu dieser Erhebung ging die Zahl der registrierten Malariafdlle von 326 im Jahre
1938 kontinuierlich zuriick. Bereits 1941 waren es weniger als 10 Fille. Trotz der
Ausnahmesituation in den Nachkriegsjahren (s. unten) kam es im Gegensatz zu anderen
Gebieten zu keinem erneuten Anstieg der Infektionsraten.

In vielen Regionen kam es zur rdumlichen Trennung der Wohneinheit von Mensch und Tier.
Da Anopheles maculipennis s. . als zoophile Spezies GroBvieh als Blutspender bevorzugt,
zieht es sie wihrend ihrer Aktivitdtszeit in der Dammerung eher in die Stallungen als in die

Héauser der Menschen.
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Malgeblich fiir den Riickgang der Malariaerkrankungen trug auch die ab der letzten Dekade
des 19. Jh. kostengiinstigere industrielle Produktion des Chinins bei. Das gegen die
Plasmodien im Menschen gerichtete Medikament war nun leichter verfiigbar und konnte in
einem breiteren Spektrum angewandt werden. Als direkte Folge sank die Anzahl der
Parasitentrdger und somit die Zahl der Miicken, die sich beim Stich mit Plasmodien
infizieren.

Alle drei MaBnahmen trugen dazu bei, den Infektionsweg und damit den Entwicklungszyklus
der Malariaerreger zu durchbrechen, um letztendlich die Malaria in Deutschland langsam zu
bezwingen.

Wihrend der stiickweisen Entspannung der Malariasituation im deutschsprachigen Europa,
kam es lokal immer wieder zu Malariaausbriichen. Diese traten immer dann auf, wenn im
Zuge umfangreicher Erdarbeiten, wie unter anderem beim Hafenbau, Deichbau sowie bei
Eisenbahnprojekten der Fall, Menschen aus unterschiedlichen Regionen Deutschlands und
dem Ausland rekrutiert wurden. Bedingt durch die schlechten hygienischen Verhéltnisse und
damit der Schaffung von Brutstétten durch offene Wasser- bzw. Abwasserflichen im Umfeld
der Arbeiterunterkiinfte, vermehrten sich die Anopheles-Miicken. Da sich unter den gedréngt
lebenden und arbeitenden Menschen immer Parasitentrager befanden, konnten diese {iber den
Vektor auf engstem Raum verbreitet werden. Die schwere korperliche Arbeit und der

schlechte Erndhrungszustand beglinstigten dabei den Ausbruch der Malaria.

Ausgelost durch die Riickkehr infizierter Menschen nach Deutschland, kam es in den
Nachkriegswirren des Ersten und Zweiten Weltkrieges jeweils zu einem kurzzeitigen Anstieg
der gemeldeten Malariaerkrankungen.

Bereits im Verlauf des ersten Weltkrieges und der damit einhergehenden
Seuchenproblematik, in der auch die Malaria mit einbezogen wurde, leiteten die
Gesundheitsbehorden praventiv geeignet erscheinende MaBnahmen ein. Die zustdndigen
Ministerien der Linder Wiirttemberg, Mecklenburg-Schwerin sowie Mecklenburg-Strelitz
ordneten 1917 die Anzeigepflicht fiir Malaria an. Zudem regte das Reichsgesundheitsamt an,
eine Erhebung iiber die ortliche Verbreitung der Anopheles-Miicken zu veranlassen. Hieraus
sollten wertvolle Hinweise fiir hygienische MaBlnahmen zur Malariaprophylaxe (Beseitigung
von Brutstitten durch Drainierung oder Aufschiittung des Bodens), sowie Informationen fiir
die Errichtung von Krankenanstalten und Erholungsstitten in Anopheles-freien Gegenden
gewonnen werden. Die wissenschaftliche Meinung zeigte sich gespalten und diskutierte die

Gefahr eines erneuten Malariaausbruches durch eingeschleppte Erreger sehr kontrir. So
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machte die "Vereinigung zur Bekdmpfung der Schnakenplage" in Baden in Rundschreiben an
thre Mitglieder bereits in den Jahren 1914 und 1915 auf die von Verwundeten und
Gefangenen ausgehende Gefahr einer eingeschleppten Malaria aufmerksam. Miihlens (1916,
1919) betonte die Gefahr der Malariaausbreitung, die von den Parasitentrdgern in Anopheles-
reichen Gebieten ausgeht. Er fordert zur rechtzeitigen Vorbeugung strengste
VerhiitungsmaBnahmen.

Im Gegensatz dazu vertrat Martini (1920) eine moderatere Meinung. Er postulierte, dass von
einer eingeschleppten Malaria keine ldngerfristige Gefahr ausgehe. Nach seiner Meinung
kann sich dieser Erreger in malariafreien Regionen nicht auf Dauer manifestieren. In
bestehenden Malariaherden kann es kurzfristig zu einem Anstieg der Erkrankungen kommen,
aber, bedingt durch die inneren GesetzméBigkeiten, wird sich das urspriingliche
Gleichgewicht schnell wieder einstellen. Die Gefahren gingen eher von den schlechten
wirtschaftlichen und hygienischen Verhiltnissen der Nachkriegszeit aus. Halten diese
Zustinde ldnger an, konnte es, ausgehend von den durch Armut stirker betroffenen
Menschen, zu einem Anstieg der Malariaerkrankungen kommen. Erschwerend kommt in
Zeiten wirtschaftlicher und der daraus resultierenden finanziellen Not die fehlende Sorgfalt in
der Malariavorsorge in den Bereichen Vektorbekdmpfung sowie Medikation hinzu.

Die Stimmen, die eine erneute Ausbreitung der Malaria in Deutschland als Folge der Wirren
des Ersten Weltkrieges propagierten, verstummten, da ihre Befiirchtungen nicht eintraten.
Wie Schuberg (1927) als Ergebnis seiner Studien présentierte, kam es zu keiner
nennenswerten Ausbreitung der Malaria in Deutschland als Folge dieses Krieges.

Ein ungeklirtes Ereignis wurde 1922 aus Berlin bekannt: in 20 Fillen wurde autochthon
erworbene P. falciparum diagnostiziert. Im Jahr darauf wurden weitere vier Malaria tropica

Erkrankungen festgestellt. Die genaue Herkunft der Infektionen konnte nicht geklart werden.

Ein letztes kurzes Aufflackern der Malaria in Deutschland war eine Folge des Zweiten
Weltkrieges. Nach Erhebungen von Hormann (1949) wurden zwischen 1947 bis 1949 in
Deutschland 13.826 Malariainfektionen registriert. Von den 3561 autochtonen Féllen, die als
Ersterkrankungen erfasst wurden, entfielen 2335 auf das Jahr 1946. Im darauf folgenden Jahr
war die Anzahl mit 1226 Neuerkrankungen bereits riickldufig. Hormann verstand die
erhobenen Zahlen als Mindestwerte und ging von einer sehr groen Dunkelziffer aus. Ohne
Unterscheidung von allochthon oder autochthon erworbenen Féllen beziffert Neidel (1950)
die von amtlicher Seite im britischen Sektor von Berlin registrierten Malariafdlle mit 402 im

Jahre 1947, 230 im Jahre 1948 und 27 Erkrankungen 1949.
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Fiir den letzten bodenstéindigen Malariaherd in Deutschland, der ostfriesischen Malaria (s. 0.),
konnte als Folge der Nachkriegeswirren kein Anstieg verzeichnet werden. In Emden waren
1942 vier Fille aktenkundig und in den folgenden Jahren bis 1950 wurden nie mehr als vier
Erkrankungen registriert. Positiv wirkte sich hier die konstant niedrige Verbreitungsdichte der
Vektoren in den Nachkriegsjahren aus (s. oben). So kam es um Emden, nicht wie es in Berlin
der Fall war, zu keinem Anstieg in der Anopheles-Population. In und um Berlin war die
Anopheles-Dichte so grof3, dass in jeder noch so kleinen Wasseransammlung Larven
vorhanden waren. Diese massenhafte Vermehrung hatte ihren Ursprung in den durch
Kriegseinwirkungen zerstorten Flussldufen, Abwasserkanélen, Entwasserungsgriaben, Teichen
sowie Parkgewissern. Die neu geschaffenen Uberflutungsflichen stellten ideale Anopheles-
Brutstétten dar. Kurzfristig wurde das Problem durch die mangelnde Entwésserung sowie die
fehlende Pflege der Wasserkorper in den Jahren nach Kriegsende verschirft. Vergleichbar
war die Anopheles-Situation in Hamburg (Weyer, 1952).

Die letzten in Deutschland autochthon erworbenen Plasmodium-Infektionen wurden im Jahr
1950 gemeldet. In den folgenden Jahren wurden nur noch rezidive und vereinzelt allochthone
Félle beobachtet.

Alle vier humanpathogenen Formen der Malaria, ausgeldst durch die Erreger P. vivax, P.
falciparum, P. ovale sowie P. malariae, unterliegen in Deutschland weiterhin einer
Meldepflicht. Durchschnittlich wurden in den letzten Jahren anndhernd 1000 im Ausland
erworbene und importierte Malariaerkrankungen pro Jahr registriert. Mit 707 Féllen wurden
fiir das Jahr 2004 weniger Malaria-Félle gemeldet als in den Vorjahren (2003: 820 Fille;
2002: 859; 2001: 1.045; 2000: 836; 1999: 931; 1998: 1.008). Eine dhnlich geringe Anzahl
gemeldeter Malariaerkrankungen wie im Jahr 2004 wurde zuletzt 1993 mit 732 Fillen
beobachtet. Ein eindeutiger Trend ist damit in den zuriickliegenden Jahren aber nicht zu
beobachten (Robert Koch Institut, 2005). Die Rate der Malaria tropica, also der P. falciparum
Infektionen, lag dabei in der Vergangenheit zwischen 70 und 80 %. Das ist nicht allzu sehr
verwunderlich, da fast 90 % aller Malariaerkrankungen wéhrend Aufenthalten in Afrika
erworben wurden. In den letzten Jahren wurde kein Malaria-Fall bekannt, der zweifelsfrei in
Europa erworben wurde.

In den letzten 25 Jahren blieb die Dichte der deutschlandweiten An. maculipennis s. .-
Vorkommen in Abhédngigkeit von Hochwassern sowie regionaler Niederschlagsereignisse auf
einem konstant niedrigen Niveau. Neben wasserbaulichen und landespflegerischen
MaBnahmen trigt auch die biologische Stechmiickenbekdmpfung zu der Regulierung der

Anophelinen bei. In Anlehnung an die bereits 1910 konstituierte "Vereinigung zur
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Bekdmpfung der Schnakenplage" in Baden wurde 1976 die "Kommunale
Aktionsgemeinschaft zur Bekdmpfung der Schnakenplage" (KABS) gegriindet. Deren
Hauptaufgabe ist die Reduzierung der an temporiren Uberschwemmungsflichen angepassten
Stechmiicken der Gattungen Aedes und Ochlerotatus. Sie sind entlang der deutschen Fliisse
und Seen bei entsprechenden Pegelanstiegen die Hauptverursacher einer Miickenplage (s.

Kapitel 2.1.3).

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Seit einiger Zeit breitet sich bis dato die kaum beachtete Fiebermiicke An. plumbeus aus (s.
Kapitel 2.1.2). Auf der Basis ihrer sich ausdehnenden Verbreitung soll die Bionomie sowie
ihre Plasmodium falciparum-spezifische Vektorkompetenz, also die Ubertragung des Erregers
der Malaria tropica, untersucht werden. Mit P. falciparum wurde der Malariaerreger gewahlt,
der - wie oben beschrieben - die Ursache der schlimmsten Epidemien ist, und der bei bis zu
80 % aller allochthonen Wechselfieberfille in Deutschland diagnostiziert wurde. Aus
Griinden der iibersichtlicheren Darstellung werden die beiden Themenbereiche Bionomie und
Verbreitung von An. plumbeus sowie die P. falciparum-spezifische Vektorkompetenz
getrennt in Einleitung, Methoden, Ergebnissen sowie Diskussion bearbeitet. In einer
abschlieBenden {iibergreifenden Diskussion werden im Zusammenhang mit den neu
gewonnenen Vektordaten und der diskutierten globalen Erwdrmung eine mdgliche
Ausbreitung des Malaria tropica-Erregers unter besonderer Beriicksichtigung von An.

plumbeus erdrtert.
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2 Bionomie und Verbreitung von Anopheles

plumbeus

2.1 Einleitung

2.1.1 Anopheles plumbeus Stephens (1828)

Die Familie der Culicidae (Stechmiicken) ist systematisch der Ordnung der Diptera
zugeordnet. Durch ihre morphologischen Merkmale werden die Stechmiicken in die
Unterordnung Nematocera eingegliedert (Becker et al., 2003).

Der Gattung Anopheles Meigen (1818) gehoren in Deutschland sechs Arten an. Neben An.
plumbeus Stephens (1828) sind dies: An. claviger Meigen (1804), An. algeriensis Theobald
(1903) sowie die Miicken der Maculipennis-Gruppe: An. atroparvus Van Thiel (1927), An.
messeae Falleroni (1926) und An maculipennis s. str. Meigen (1818). Wie die meisten
Anophelinen bendtigen auch die Weibchen der oben genannten Spezies eine Blutmahlzeit zur
Produktion von Eiern. Diese mit Auftriebskorper versehenen Eier werden einzeln auf die
Wasseroberfliche gelegt. Nach Abschluss der Embrionalentwickung schliipft die Larve, die
sich nach dem vierten Stadium zur Puppe hiutet. Aus diesem Ruhestadium schliipft nach
Vollendung der Metamorphose die Miicke. Im Unterschied zu den anderen Vertretern der
Culiciden besitzen die Anopheles-Larven am VIII-Abdominalsegment kein Atemsyphon,
sondern eine Atemplatte (s. Abbildung 1). Dadurch bedingt und unterstiitzt durch die
Palmhaare des Abdomens, hdngen die Larven parallel unter der Wasseroberfliche. Zur
Nahrungsaufnahme drehen sie ihren Kopf um 180 ° nach oben. Mit ihren lateralen
Palatalbiirsten sind sie nicht nur in der Lage, kleine Staubpartikel als Nahrung von der
Wasseroberflache zu filtern, sie konnen auch Partikel von festen Strukturen l6sen, indem sie
diese abbiirsten ("brushen"). So weiden sie auch diinne Bakterien- und Pilzrasen ab. Mit der
aktiven Biirstbewegung ihrer Mundwerkzeuge konnen sie auch aus festen Oberfldchen
verwertbare Nahrungsbestandteile regelrecht herausschaben.

Die Taster (Palpen) der Anopheles-Miicken sind, im Gegensatz zu denen anderer
Stechmiickengattungen, dhnlich lang wie der Stechapparat (s. Abbildung 1 und 3). Wéhrend

des Fliegens liegen die Taster parallel zum Stechapparat und zeigen in Flugrichtung.
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Aufgrund dieser morphologischen Besonderheit, die wie ein Dreizack anmutet, bezeichnete
man die Anophelinen auch als Gabelmiicken (Martini, 1952). Sitzend sind die Weibchen
leicht von anderen Culiciden zu unterscheiden. In der Ruheposition bilden Abdomen, Thorax,
Caput sowie Stechapparat eine Linie, wihrend das Abdomenende aller anderen Stechmiicken

zur Unterlage zeigt (s. Abbildung 2).

Abb. 1: Bild A: Die Ubersichtskizze zeigt oben die fiir Anopheles-Larve charakteristische Atemplatte am
Abdominalsegment VIII (schwarzer Pfeil). Darunter ist als Beispiel aller anderen, an der Wasseroberfliche
atmenden Culiciden-Larven, der Atemsyphon (blauer Pfeil) einer Aedes-Larve abgebildet.

Bild B: links ist der Kopf eines Anopheles-Weibchens dargestellt. Charakteristisch fiir diese Gattung ist die
Léange der Taster (Palpen) (blauer Pfeil). Diese reichen bis an den Stechapparat (Proboscis) (schwarzer Pfeil)
heran. Im Gegensatz (rechte Abbildung) dazu sind bei allen anderen Stechmiickengattungen die Taster
wesentlich kiirzer als der Stechapparat. Die roten Pfeile markieren die Antennen. (Bild A aus Becker et al.,
2003, Bild B aus Kettle, 1995)

\ Abb. 2: Das linke Bild
zeigt  ein  Anopheles-
Weibchen in typischer
Ruheposition. Die rechte
Miicke zeigt die
Sitzposition aller anderen
Stechmiicken. (Mohrig,
1969)

Haliday beschrieb 1828 erstmalig die Merkmale eines Anopheles plumbeus-Weibchens, als er
die Ergebnisse seiner Exkursion in den Norden Irlands verdffentlichte. Trotz dieser
Kurzbeschreibung hegte er Zweifel an seinen Beobachtungen und damit an der

Verschiedenheit seines Exemplars zu An. bifurcatus (synonym fir An. claviger), was ihn
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davon abhielt, in seiner Publikation die Art neu zu benennen. Stephens erkannte diesen
Unterschied und reagierte im gleichen Journal in einer unmittelbar darauf folgenden
Veroffentlichung, indem er der Beschreibung Halidays den Artnamen "plumbeus" zuwies.
Staeger beschrieb 1839 ein in Dianemark gefangenes Anopheles-Weibchen als An. nigripes,
ohne dabei zu wissen, dass es sich bei den Exemplaren um die bereits von Stephens benannte
Art handelte. Die Ahnlichkeit zu An. claviger sowie ihre relative Seltenheit fiihrte bis zur
vollstdndigen Beschreibung aller Stadien und Lebensgewohnheiten immer wieder zu falschen
Zuordnungen der meist einzeln gefangenen Exemplare. Erst 1912 griff Edwards die
Benennung von Stephens erneut auf und verhalf dadurch der Wiederbelebung und Festigung
der Bezeichnung An. plumbeus sowie zur Revision der Art An. nigripes (Staeger).

Christopher (1916) ordnete nach dem Studium aller Stadien, der von James im Jahre 1911 aus
dem westlichen Himalaja stammenden Miicke und als 4An. barianensis (James) beschriebenen
Miicke, ebenfalls der europidischen Spezies An. plumbeus zu.

Das Vorkommen von An. plumbeus erstreckt sich iiber ganz Europa, das noérdliche Afrika bis
nach Indien. Angepasst an ihre natilirlichen Brutareale kommt sie in Regionen mit
Baumhohlen tragenden Altholzbestéinden (s. Abbildung 4 A) bis in alpine Regionen vor.
Bedingt durch die begrenzte Kapazitidt der Dendrothelmen als Larvenbrutstitte, waren bisher
keine starken Beléstigungen durch diese Anopheles-Miicke bekannt. Die Weibchen sind sehr
aggressiv in ihren Anfliigen, dabei schweben sie eher als dass sie fliegen. So lange der
potentielle Blutspender in ihrer Reichweite ist, versuchen sie ihn unbemerkt anzufliegen, um
zu stechen. Der Stich selbst ist dabei ohne Reiz und wird von seinem Opfer nicht bemerkt.
Umso heftiger ist die Hautreaktion des Opfers auf die in die Haut injizierten Fremdeiweil3e
des Miickenspeichels. Da der Kontakt mit dieser Miickenspezies, ausgehend von ihren
natiirlichen Brutarealen, eher selten ist, hat das Wirtsimmunsystem im Allgemeinen nicht die
Moglichkeit einer Desensibilisierung gegeniiber den Speicheleiweilen von An. plumbeus.

Das Wasser der Brutstitten ist bedingt durch einen hohen Gehalt an Gerbsdure dunkelbraun
gefdarbt und weist eine niedrige Sauerstoffkonzentration auf. In Zentraleuropa ist sie meist mit
der hédufiger vorkommenden Aedini Ochlerotatus geniculatus vergesellschaftet. In
Ausnahmen, meist in direkter Ndahe von Siedlungen, konnen auch Larven der Hausmiicke
Culex pipiens in den An. plumbeus-Brutstitten gefunden werden.

Die Eier besitzen einen weniger stark ausgeprdgten Schwimmgiirtel und werden nach Mohrig
(1969) iiber der Wasseroberfliche abgelegt. Der ablaufende Regen oder der steigende
Wasserspiegel benetzt die Eier und leitet so nach abgeschlossener Embryogenese den Schlupf

der Larven ein. Es konnte in Ablageversuchen gezeigt werden, dass die Eier auch auf der
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Wasseroberfldche abgelegt werden. An. plumbeus iiberwintert im Ei- oder Larven-Stadium.
Anhaltende Frostperioden, in denen die Baumhohlen durchfrieren, verringern nach Mohrig
(1969) das Uberleben der im Bodenmulm ausharrenden Larven.

Bereits 1940 konnte Vogel zweifelsfrei Anopheles-Larven aus den ausgedienten

Farbekammern einer alten Gerberei als An. plumbeus bestimmen. Neben unterirdischen

Brutstétten werden auch in der Néhe natiirlicher Larvenvorkommen gelagerte, wassergefiillte

Altreifen zur Eiablage genutzt (Karch, 1995) (s. Abbildung 4 B).

Abb.  3: An. plumbeus-
Weibchen im Flug.
Charakteristisch ~ sind  die
Palpen, die eng an dem
gleichlangen Stechriissel
liegen und mit ihm so eine
optische Einheit  bilden
(schwarzer Pfeil). Deutlich
sind die in der Funktion eines
StoBfangers weit abgespreiz-
ten drei Beinpaare. Der rote
Pfeil markiert die Antennen.
Zu sehen sind der mit
Zuckerwasser gefiillte Kropf
(griiner Pfeil), sowie die als
Folge einer Blutmahlzeit
gebildeten Eier (gelber Pfeil).
Das abgebildete Weibchen
war nicht inseminiert. (Kuhn)

s

£y
> ﬁ <f|'
2"l ax L

Abb. 4: Bild A: Baumhohle als natiirliche Brutstétte von An. Plumbeus in einer Rosskastanie (Aesculus hippocastanum);
der Standort liegt in einem kleinen Park mitten in einem Wohngebiet. Bild B: Wasser gefiillter Autoreifen, der als Ersatz
fiir Baumhohlen als Brutstitte akzeptiert wird.
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2.1.2 Das Stechverhalten

Die meisten Anophelinen saugen an homodothermen Blutspendern, iiberwiegend werden
Saugetiere bevorzugt (Mohrig, 1969; Becker et al., 2003). Stechmiicken, die hauptséchlich
den Menschen anfliegen, werden in ihrem Verhalten als antropophil bezeichnet. Als zoophil
werden diejenigen charakterisiert, die vornehmlich Tiere stechen. Anophelinen, die
iiberwiegend im Freien stechen, werden als exophag bezeichnet. Im Gegensatz dazu werden
Miicken, die mit Vorliebe in Gebéduden stechen, als endophag bezeichnet. Unterscheiden lédsst
sich ebenfalls das Verhalten vor und nach der Blutaufnahme. Sucht eine Miicke Ruheplitze
auBerhalb von Gebduden, z. B. in der Vegetation, in Erd- oder Baumhohlen auf, wird sie als
exophil bezeichnet. Mit dem Pendant endophil werden all die Stechmiicken bezeichnet, die in
oder an Gebéduden ihre Ruheplitze aufsuchen. Diese Verhaltensmuster sind in den meisten
Féllen sehr variabel und richten sich nach den ortlichen Gegebenheiten.

Im Gegensatz dazu wird das Zeitfenster, innerhalb dessen eine Art ihren Blutspender anfliegt
und sticht, durch die innere Uhr, den circardianen Rhythmus, festgelegt. Die Ausfiihrung
wiederum ist abhidngig von dueren Faktoren wie Temperatur, Wind oder Niederschlag. Die
tiberwiegende Anzahl der Anophelinen sticht zwischen der Abend- und Morgendimmerung
sowie im Dammerlicht des Waldes. So sticht An. albimanus in den frithen Abendstunden, 4n.
darlingi sticht wihrend der ganzen Nacht, gehduft in der Ddmmerungsphase (Tadei, 2000).
Eine Ausnahme stellt An. plumbeus dar, sie sticht iiberwiegend wihrend des Tages (s. Kapitel
2.1.1).

Vom Blutspender ausgehende Kohlendioxidemissionen, die Zusammensetzung des
Schweilles, sowie Korpertemperatur und Feuchtigkeit bilden die Hauptattractantien fiir die
Anopheles-Weibchen. Die unterschiedliche Attraktivitit wird dabei mit der individuellen
Zusammensetzung des Schweilles begriindet (Ciba, 1996).

Zu Beginn des Stiches und wihrend des Blutsaugens sezerniert die Miicke ihren Speichel in
den Stichkanal. Die Bestandteile des Speichels hemmen die Blutgerinnung, erweitern die
Gefdlle und desensibilisieren den unmittelbaren Bereich um den Einstich (Stark, James,
1996). Durch den Saugkanal des Labrums wird das Blut aufgesaugt (Abbildung 6) und
gelangt iiber den Schlund in den Mitteldarm (Abbildung 7). Die nach dem Stich auftretende
lokale Schwellung, in Verbindung mit Roétung und Juckreiz, ist eine Immunantwort des
Wirtes auf die korperfremden EiweiBe des Miickenspeichels. Uber den Miickenspeichel
konnen auch Krankheitserreger auf den Blutspender tlibertragen werden, wie dies am Beispiel

der Malaria in Kapitel 3.1.1 erlautert wird.

11
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Die aufgenommene Blutmenge liegt, in Abhédngigkeit von der Miickengrof3e, zwischen 1 und
2,5 pl. Wihrend des Saugens sind die Anophelinen in der Lage, Teile des Blutserums als
durchscheinende Tropfen iiber den Darm auszuscheiden (s. Abbildung 5). Dadurch erhoht
sich die Menge an effektiv aufgenommenen Blutkorperchen. Die mit der Blutnahrung
aufgenommenen Proteine und Aminosduren werden fiir die Produktion der Eier benétigt.
Stechmiicken, die fiir ihre Eiproduktion essentiell eine Blutmahlzeit bendtigen, werden als
anautogen bezeichnet. Demgegeniiber stehen wenige Stechmiickenarten, die als autogen
bezeichnet werden, sie bendtigen fiir ihr erstes Eigelege keine Blutmahlzeit. Die fiir die
Eibildung eingesetzten Reservestoffe wurden wihrend der Larvenentwicklung aufgenommen.
Die Eizahlen der Gelege fallen dabei geringer aus. Fiir jede weitere Eiproduktion ist auch hier
eine Blutmahlzeit zwingend notwendig.

Wihrend eines Gonotrophen-Zykluses kdnnen die Anopheles-Weibchen mehrere Blutmahle
aufnehmen. So konnten Klowden und Briegel (1994) zeigen, dass Aedes aegypti und Ae.
albopictus innerhalb eines Gonotrophen-Zyklusses nicht aktiv einen erneuten Blutspender
suchen. Im Gegensatz dazu zeigten An. gambiae, An. albimanus sowie An. freeborni auch
wihrend der Eientwicklung ein unveréndertes Suchverhalten. Bei An. gambiae, An. stephensi
und An. albimanus konnten bis zu fiinf Blutmahlen pro Zyklus beobachtet werden (Briegel,
1993). Dieses Verhalten begiinstigt zum einen die Ubertragungsrate eines Erregers auf den

Blutspender sowie zum anderen die Reinfektion des Vektors.

Abb. 5: Anopheles stephensi-Weibchen, das wihrend der Blutmahlzeit Serum ausscheidet,
um dadurch ein groferes Volumen an Blutkérperchen aufnehmen zu kénnen.

12
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Abb. 6: Die einzelnen Teile des Stechapparates liegen eng beieinander und sind in das
Labium eingebettet, die in zwei behaarte, als Sinnesorgane dienende Léppchen, die Labellen, auslauft. Das
Labium umschlieft das Nadelbiindel. Es besteht aus dem scharf zugespitzten Labrum (Oberlippe), in dem
das Blut nach oben gesaugt wird. Die zwei skalpellformigen Mandibeln (Kiefer) sitzen an den Seiten. Die
Maxillen (Kinnbacken) haben scharfe, sdgezahnartige Spitzen, mit denen sie sich in die Haut einschneiden.
Der flache, spitz zulaufende Hypopharynx (Unterschlund) bildet den Boden des Nadelbiindels und enthalt
den Speichelkanal. (Jones, 1979)
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Abb. 7: Anatomie des Stechapparates sowie des Verdauungstraktes einer weiblichen Stechmiicke. Mit
seinen Antennen kann das Tier Geruchstoffe wahrnehmen. Auf diese Weise erkennt es seine potentiellen
Blutspender aus der Entfernung. Mit dem Stechriissel, der hier in seine Bestandteile aufgebléttert ist, saugt
es zuckerhaltige Fliissigkeiten oder Blut. Blut gelangt dabei am Kropf vorbei direkt in den
Mitteldarm. (Jones, 1979)
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2.1.3 Biologische Stechmiickenbekampfung mit Bacillus

thuringiensis var. israelensis (Serotyp H-14)

Bei Bacillus thuringiensis var. israelensis handelt sich um ein grampositives, peritrich
begeilleltes, stibchenformiges Bakterium mit einer GroBe von ca. 2 x 1um. Dieser Bacillus
thuringiensis—Stamm wurde 1976 von Goldberg und Margalit aus toten Culex pipiens—Larven
isoliert, die einem Brutplatz in der Wiiste Negev entstammten. De Barajac beschrieb diesen
als Bacillus thuringiensis var. israelensis. Im Gegensatz zu dem im Jahr 1911 von Berliner
aus toten Mehlmottenraupen isolierten Bacillus thuringiensis var. thuringiensis, konnte bei
Bti keine Wirkung auf Lepidopteren nachgewiesen werden. Goldberg und Margalit (1977)
entdeckten seine Larvizitit gegeniiber Culiciden. Eine Bti-Empfindlichkeit konnte bis dato
nur bei Nematoceren (Diptera) sicher nachgewiesen werden. Dies 1dBt sich noch weiter
eingrenzen: Vertreter der Culicidae reagieren hochst sensibel auf Bti. Simuliidae und
Chironomidae werden durch Bti-Konzentrationen getétet, die um das Zehnfache {iber den fiir
die Culiciden toxischen Konzentrationen liegen. Andere Nematoceren—Familien reagieren
noch unempfindlicher oder zeigen iiberhaupt keine Reaktion auf Bti. (Weiser, Vankova, 1978;
Ali, 1980; Morawcsik, 1983; Becker, Margalit, 1993).

Bacillus thuringiensis kann unter ungiinstigen Bedingungen Dauerstadien (Sporen) bilden.
Gegen Ende der Sporulation wird in der Bakterienhiille ein Proteinkristallkomplex
(Parasporalkorper) ausgebildet (s. Abbildung 8). Weder die lebenden Bazillen noch die
Sporen sind fiir Culiciden—Larven toxisch. Die larvizide Eigenschaft ist allein auf den
Parasporalkorper (Delta-Endotoxin, Protoxin) beschrinkt. Nach oraler Aufnahme wird dieser
im alkalischen Darmmilieu durch die Darmproteasen in vier Untereinheiten (Toxine), CryA
(125 kDa), Cry4B (135 kDa), Cryl0A (58 kDa) zerlegt. Eine fiinfte, das CytA-Protein (27
kDa) bindet an Lipide und zeigt nicht den Cry-Protein spezifischen Bindungsmechanismus
(Priest 1992). Die aktivierten Cry-Proteine oder auch Endotoxine binden synergistisch an die
Glycoproteinrezeptoren des Mitteldarmepithels. Ionenkanile des angrenzenden Darmepithels
werden gedffnet und Ionen strémen unkontrolliert in die Zellen. Das jetzt erhdhte osmotische
Potential im Zellinneren bedingt einen Wasserzustrom. Der Zellinnendruck steigt iiber einen
kritischen Wert und die Zelle platzt. Durch die perforierte Darmwand vermischt sich dessen
Inhalt mit dem Hadmocoel, die Larve stirbt ab. Jede der vier Untereinheiten des Protoxins ist

fir Stechmiickenlarven toxisch, ihre Effizienz liegt allerdings unter der des
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Gesamtkomplexes. Dieser Mechanismus erschwert die Ausbildung von Resistenzen

(Entwistle et al., 1993).

Abb. 8: Bacillus thuringiensis var. israelensis (Serotyp H-14) nach der Sporulation. 1-Spore;
2-Proteinkristall (Delta—Endotoxin); 3-Bakterienhiille. (KABS)

Durch seine Wirkungsweise ist Bti ein selektives Larvizid. Nur unter der Voraussetzung, dass
das Protoxin (Parasporalkorper) durch den pH-Wert im Darm in Verbindung mit den
geeigneten Proteasen aktiviert wird und zusitzlich die geeigneten Glycoproteinrezeptoren
vorhanden sind, entfaltet es die gewiinschte Wirkung. Die als Vektoren und Listlinge
unerwiinschten Culiciden und Simuliiden erfiillen diese drei Bedingungen und konnen
aufgrund dieser Eigenschaften erfolgreich mit Bti bekdmpft werden. Die Predatoren der
Larven werden nicht beeintrachtigt und koénnen so ihren natiirlichen Beitrag zur

Stechmiickenbekdmpfung leisten.
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Zur Durchfiihrung der Bti—Methode ist der Bekdmpfungszeitpunkt fiir den Erfolg der
MalBnahme ausschlaggebend. Die Empfindlichkeit gegeniiber Bti sinkt etwa um einen Faktor
fiinf vom ersten bis zum vierten Larvenstadium (Becker, Rettich, 1994). Zu beachten ist
ebenfalls, dass Bti als FraBstoff Individuen, die sich in der Puppenruhe befinden, nicht
beeinflusst. Abhingig von der aufgenommenen Bti-Menge sterben die Larven innerhalb 1 bis
24 Stunden nach der Applikation. Wirkstoff, der nicht aufgenommen wird, sedimentiert. Er
unterliegt als Protein den natiirlichen Abbauprozessen, die durch Temperatur und Trophiegrad
des Gewissers beeinflusst werden.

Fiir die groBflichige Stechmiickenbekimpfung in Okosystemen wird Bti — als einziger fiir
diesen Zweck in Deutschland zugelassener Wirkstoff — am Oberrhein seit 20 Jahren
eingesetzt. Resistenzen gegeniiber Bti sind nicht bekannt. Vermeintliche Unempfindlichkeiten
von Culiciden—Larven gegeniiber Bti, die wihrend der Bekdmpfungsperiode 1997 auftraten,
konnten auf eine zu niedrige Aktivitdit des Produktes zuriickgefiihrt werden. Da das
Ausbringen lebender Bakterien sowie keimfahiger Sporen in Deutschland verboten ist,
werden die Bti—Pridparate, die keimfdhige Sporen enthalten, durch eine 24-stiindige

Gammabestrahlung mit 28 kGy sterilisiert.
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2.2 Methoden

2.2.1 Brutstitten von Anopheles plumbeus

Als Brutstitten der Anopheles plumbeus-Larven kommen zwei verschiedene Typen in
Betracht. Zum einen das urspriingliche Vorkommen in Baumhohlen und zum anderen
unterirdische Brutstitten, meist ehemalige Giillegruben. Diese Brutstitten gilt es zu
lokalisieren.

Ein Teil der untersuchten Dendrothelmen werden im Zuge des priventiven Monitorings
eingeschleppter Stechmiicken durch Flugzeuge und Altreifen kartiert. Geleitet wird diese
Erhebung von Herrn Dr. Roland Kuhn, Universitdt Mainz, der das Projekt 1997 initialisierte.
Ergidnzend zu den im Rahmen diese Projektes gefundenen Brutstétten konnten in den Jahren
von 1989 bis 2004 im Bereich des Frankfurter Flughafens (Abbildung 9), in der Umgebung
des Zementwerkes in Mainz-Amdneburg, Stadtwald Wiesbaden im Bereich Goldgrund sowie
im Wald der Gemeinde Bohl/Iggelheim weitere Baumhdhlen kartiert werden.

Zusitzlich wurden kiinstliche Baumhohlen in Form von schwarzen Eimern mit 1,5 Liter
Volumen in der Funktion als Eifallen (Ovitraps) in Bereichen rund um den Flughafen sowie
um das Reifenlager der Zementfabrik aufgehéngt (Abbildung 10). Mit einem Sisalstrick, der
am Baumstamm ablaufendes Wasser in die kiinstliche Hohle leitet, wurden die Eimer in einer
Hohe von drei bis vier Meter befestigt. Pappellaub sowie ein Stiick Pappelborke oder ein
gefurchtes Buchenholzbrettchen dienten als Substrat und als Oberfliche zur Eiablage (s.
Abbildung 11 links). Eine kleine Offnung unterhalb des Eimerrandes leitete bei starken
Niederschlagsereignissen kontrolliert iiberschiissiges Wasser ab. Aufgefiillt wurden die

Ovitraps mit 1,0 Liter demineralisiertem Wasser.

Die unterirdischen Brutstitten werden zum einen im Rahmen der Stechmiickenbekdmpfung
der KABS (Kommunale Aktionsgemeinschaft zur Bekdampfung der Schnakenplage e.V.), die
routineméfig Befragungen in den Mitgliedsgemeinden nach alten Sicker- oder Giillegruben
durchfiihrt, kartiert. Desweitern werden durch Stechmiicken hervorgerufene Beldstigungen
auBBerhalb des KABS-Gebietes an die Organisation herangetragen. In zunehmendem Malle
handelt es sich bei der Plage erregenden Stechmiickenart um die Spezies Anopheles plumbeus.
Hier gilt es, moglichst umfangreiche Daten im Biotop der Miicken zu erheben. Nach

sorgfaltiger Recherche und Begutachtung vor Ort werden in den Jahren 1998 bis 2004 An.
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plumbeus-Vorkommen in der Innerschweiz, in der Ostschweiz, in den Kreisen Freiburg,
Freudenstadt, Schwibisch Hall sowie im Rems-Murr-Kreis, nach Norden im Rhein-Taunus-
Kreis und im Rhein-Lahn-Kreis sowie im Westen in den Kreisen Germersheim und
Birkenfeld in die Studie mit einbezogen.

In den Larven-Brutstitten werden abiotische Parameter wie Temperatur, pH-Wert und
Sichttiefe gemessen. Neben der Besatzdichte der Larven wird die Brutstétte auf sympatrische
Culiciden-Arten untersucht. Ist eine Brutstitte lokalisiert, wird im ndheren und weiteren
Umfeld des Vorkommens nach weiteren Gruben gesucht und von diesen ebenfalls detaillierte
Daten erhoben. Die Brutstitte der Larven ist nur ein Teil des Biotops von An. plumbeus.
Ergédnzend dazu wird der miickenspezifische Teil des Lebensraumes auf potentielle
Blutspender, Aufenthaltsplitze der Miicken - inklusive deren Mikroklima - sowie der
Aktionsradius der Miicken untersucht. Um eine Aussage iiber den Besiedelungszeitpunkt der
betroffenen Grube und damit iliber die Bestandsentwicklung machen zu kénnen, werden die
Anwohner nach dem Zeitpunkt der Beldstigungen und deren Verlauf befragt.

Schwieriger zu lokalisieren sind Baumhdhlen, in denen die Spezies Anopheles plumbeus
briitet. Sie basieren meist auf Zufallsfunden oder auf gezielter Suche in besonders fiir
Baumhohlen préadestinierten alten Buchenbestinden. Auch hier werden abiotische und
biotische Daten erhoben.

Aus den Brutstitten werden Larven abgesammelt und im Labor aufgezogen. Es soll dabei
versucht werden, eine An. plumbeus-Kolonie unter Laborbedingungen zu etablieren. Des
Weiteren werden die Entwicklung der Larven, ihr Fressverhalten sowie die

Uberwinterungsstrategien der Miickenart untersucht.
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2.2.2 Versuche zur Etablierung einer Laborkolonie von Anopheles

plumbeus

2.2.2.1 Larvenaufzucht

Die Larven werden aus ihren Brutbiotopen entnommen und im Labor bei 18° C
Wassertemperatur aufgezogen. Als Aufzuchtmedium wird, wie bei der Aufzucht der
Anophelinen  iiblich, demineralisiertes Wasser verwendet. In einer zweiten
Versuchsanordnung werden dem demineralisiertem Wasser 10 Gramm Meersalz pro Liter (10
%) zugegeben. Zum anderen werden die Larven im Nihrmedium ihres Ursprungsbiotopes
aufgezogen. Dieses wurde zu Beginn mit maximal fiinf Teilen demineralisiertem Wasser
verdiinnt. Wahrend der Larvenaufzucht verdunstende Fliissigkeit wird mit demineralisiertem
Wasser ersetzt.

Aufgezogen werden je 100 Larven in 21x18x10 cm (LxBxH) groen Schalen mit 2 Litern
Fliissigkeit. Die Fiitterung erfolgt wahlweise mit Katzentrockenfutter (Brekkis®™) oder mit

Staubfischfutter (MicroMin® Baby).

2.2.2.2 Reproduktion von An. plumbeus

Um eine zuverldssige Ressource fiir die Infektionsversuche zu haben, werden Versuche zur
Etablierung einer Anopheles plumbeus-Kolonie im Labor durchgefiihrt. Als Basis fiir diese
Versuchsrethen werden in Baumhohlen und in Gruben briitende Populationen aus
unterschiedlichen Standorten verwendet. In einem ersten Versuchsansatz werden Viertlarven
und Puppen in einen 40 x 50 x 60 cm (LxBxH) groBen Kéfig verbracht. Aus den fiinf
Grubenpopulationen werden je 1.000 Individuen bereitgestellt. Da das Larvenpotential der
drei Baumhohlenpopulationen weitaus geringer als das der Grubenbiotope ist, werden, ohne
das natiirliche Vorkommen zu schwichen, aus den drei Verbreitungsgebieten 300 Larven
verwendet. Die Versuche werden mehrmals wiederholt.

In einer zweiten Versuchsreihe werden in drei Ansidtzen jeweils 10.000 Viertlarven und
Puppen aus drei Grubenpopulationen in ein Netz mit 3 Meter Durchmesser und einer Linge
von 6 Metern iiberflihrt. Die Stadien kdnnen sich in der im Netz aufgestellten Miniatur-Grube

in Form einer zylindrischen Kunststofftonne (Durchmesser 80 cm), die mit minimalen Ein-
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und Ausflugéffnungen ausgestattet ist, zu Imagines entwickeln (siche Abbildung 17). Das
Néahrmedium mit einem Volumen von 30 Litern ist eine Mischung aus zwei Teilen
demineralisiertem Wasser und einem Teil Giille aus der Ursprungsgrube.

Den Anopheles-Miicken wird Watte, getrdnkt mit demineralisiertem Wasser und einer 10
prozentigen Saccharoselosung, die beide tiglich erneuert werden, angeboten. Ergidnzend
werden die Miicken mit Honig, der auf kleinen Schwammen aufgetragen ist, ernéhrt. Die erste
Blutfiitterung findet 10 Tage nach Schlupf der Miicken statt und wird am darauf folgenden
Tag wiederholt. Die néchste Blutfiitterung erfolgt jeweils 3 Tage nach dem letzten Blutmahl
an 2 aufeinander folgenden Tagen. In den Kéfigen stehen nach der letzten Blutfiitterung zur
Eiablage ein Zentimeter hoch gefiillte, innen mit Filterpapier ausgeschlagene dunkle Becher
(Durchmesser 80 mm) bereit. In den Freilandversuchen werden schwarze 1,5 Liter-Eimer
verwendet, die mit 5 cm Wasser gefiillt und ebenfalls mit Filterpapier ausgeschlagen sind.

Diese werden auch drei Tage nach der letzten Blutmahlzeit aufgestellt.
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2.2.3 Untersuchung zur Entwicklungs- und Lebensdauer von

Anopheles plumbeus

2.2.3.1 Temperaturabhingige Entwicklung der An. plumbeus-Larven

Fiir die Infektionsversuche mit P. falciparum miissen die benétigten An. plumbeus-Weibchen
zuverldssig verfligbar sein. Wie in Kapitel 2.3.1.4 gezeigt wird, konnte aus keiner der
untersuchten Populationen eine Kolonie im Labor etabliert werden. Die Lebensdauer der
Imagines ist nur auf wenige Wochen begrenzt. Larven entwickeln sich in Abhingigkeit von
der Temperatur, wobei niedere Temperaturen das Larvenwachstum verzdgern. In einer
Versuchsreihe soll der Einfluss niederer Temperaturen auf die Dauer der Larvenentwicklung
untersucht werden.

Je 200 Drittlarven aus Gruben der zwei Vorkommen Freudenstadt und Germersheim, sowie
je 50 Drittlarven aus den Baumhohlenvorkommen Wiesbaden Goldgrund und Mainz-
Amoneburg werden bei 11° C (+/- 1° C) auf ihre Entwicklungsgeschwindigkeit hin
untersucht. Die Larven aus den Grubenpopulationen werden in einen Liter unverdiinnter
Nahrlosung aus threm Ursprungsbiotop gesetzt. Aus den Baumhdohlen kénnen, um die Zénose
nicht zu gefdahrden, nur geringe Volumina entnommen werden. Aus diesem Grund werden fiir
die Versuche 250 ml Baumhohleninhalt mit 750 ml demineralisiertem Wasser gemischt. Um
die Verdunstung zu verhindern, werden die 21x18x10 cm (LxBxH) groBen Schiisseln mit
einem Deckel verschlossen. In wochentlichen Intervallen werden diese auf vorhandene
Puppen untersucht. Die Fiitterung der Larven erfolgt in 14-tdgigem Rhythmus mit 27 mg
Brekkis® pro Zehn Larven. Die Versuchsreihe endet, nach dem alle Larven verpuppt sind.

In einer zweiten Testrethe mit gleichem Versuchsaufbau wird die Dauer der
Larvenentwicklung bei 4° C (+/- 1° C) untersucht. Allerdings werden, im Unterschied zu dem
oben beschriebenen Versuch, die lebenden Larven in Intervallen von 14 Tagen gezéhlt.

Die verwendeten Larven wurden Ende Juli gesammelt und stammen somit aus der

Sommergeneration der Populationen.
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2.2.3.2 Untersuchungen zur Lebensdauer der weiblichen Imagines

Die Lebensdauer der Miickenweibchen soll in zwei unterschiedlichen Temperaturgefiigen
untersucht werden. Dabei wird ein dem natiirlichen An. plumbeus-Vorkommen &hnliches
Temperaturgefiige nachgestellt. Dazu wird eine Tagestemperatur von 21° C (+/- 1° C) und
einer Nachtabsenkung von 3° C auf 18° C (+/- 1° C) in einem Tag-Nacht-Rhythmus von 14
zu 10 Stunden aufrechterhalten. Erginzend zu den idealisierten natiirlichen
Temperaturbedingungen der Anophelinen wird die Lebensdauer der Miicken bei 26° C (+/- 1°
C), einer fiir die P. falciparum-Entwicklung idealen Temperatur, untersucht. Die vorgegebene
Temperatur bleibt dabei ohne Beriicksichtigung des Tag-Nacht-Rhythmus konstant.

Gehalten werden die Miicken in 50x60x60 cm (LxBxH) groen Gazekéfigen und mit einer
10 prozentigen Saccharoselosung sowie auf einem Schwadmmchen aufgetragenem Honig
erndhrt. Das fiir die Miicken essentielle Trinkwasser und die Zuckerldsung werden jeden
zweiten Tag, der Honig im Abstand von 7 Tagen erneuert. Die Beleuchtung wird in einem
Langtagesrhythmus 14 zu 10 Stunden gesteuert. Die relative Luftfeuchte liegt bei 70 % (+/- 5
%).

Unabhéngig voneinander werden die Versuche mit 30 weiblichen Miicken aus Baumhdhlen-

sowie je 100 Weibchen aus Grubenpopulationen durchgefiihrt.
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2.2.4 Frostresistenz bei Anopheles plumbeus-Larven

Fiir die Versuche standen Larven aus den Grubenvorkommen Germersheim und Freudenstadt
zur Verfligung. Die Larven im dritten Stadium wurden mit 2 Liter Giille aus ihrem
Ursprungsbiotop in eine verschlieBbare Schale tiberfithrt und an einer meist schattigen Stelle
im Freien platziert. Mit einem Deckel wurde die Verdunstung des Schaleninhaltes vermindert.
Die Anzahl der Larven aus dem Grubenbrutplatz betrug 200 je Schiissel.

Aus den Baumhohlenpopulationen Bohl/Iggelheimer Wald und Flughafen Frankfurt wurde
jeweils eine Schiissel mit je 30 Larven besetzt. Wahrend des Beobachtungszeitraumes werden
die Schalen jeden zweiten Tag gedffnet und iiberpriift. Einmal alle 14 Tage werden die
Larven der Baumhdhlenpopulation mit einem Pellet (270 mg) Katzentrockenfutter gefiittert.
Die groflere Anzahl an Larven aus den Gruben werden mit einem Pellet (270 mg) pro
Schiissel alle 7 Tage gefiittert. Die Tages- und Nachttemperaturen werden mit einem
Minimum-Maximum-Thermometer gemessen. Nach Ende der Frostperiode werden die
iiberlebenden Larven ausgezéhlt.

Ergédnzend zu den Versuchen unter natiirlichen Witterungsbedingungen soll eine
Dauerfrostperiode bei -20° C (+/- 1° C) iiber eine Dauer von 14 Tagen simuliert werden. Dazu
werden insgesamt sechs Kunststoffdosen mit je 20 Larven in 200 ml Wasser 2 Tage bei +4° C
(+/- 1° C) kiihl gestellt und anschlieBend in einem Gefrierschrank bei -20° C (+/- 1° C)
eingefroren. Damit die Priparate wéahrend der Frostzeit nicht austrocknen, werden die Dosen
mit einem Deckel verschlossen. Nach Ende des Versuchszeitraumes werden die Dosen iiber
einen Zeitraum von 24 Stunden vorsichtig bei 0 bis 4° C (+/- 1° C) aufgetaut und die lebenden

Larven gezahlt.
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2.2.5 Bio-Assays mit Bti

2.2.5.1 Allgemein

Die Empfindlichkeit von Anopheles plumbeus gegeniiber Bacillus thuringiensis serotyp H14
(Bti) ist noch nicht bekannt. Mit einer Reihe von Untersuchungen soll die Sensibilitdt der
Anopheline gegen den Bti-Standard IPS 82 (strain 1884) bestimmt werden. Seine Aktivitét ist
mit 15.000 ITU/mg gegen Aedes aegypti festgelegt, dieser Wert dient als Vergleichsmafstab
fiir alle produzierten Bti-Produkte.

Die Bio-Assays werden in Anlehnung an die Richtlinien der WHO (1996) durchgefiihrt.

2.2.5.2 Herstellung der Bti-Stammlosung

In einer 20 ml Schraubdeckelglasflasche werden 50 mg des Bti-Standards eingewogen. Dieser
wird mit 10 ml deionisiertem Wasser unter Zuhilfenahme von 15 Glasperlen (Durchmesser 6
mm) fir 10 Minuten auf einem Vortex-Schiittler bei 700 Umdrehungen pro Minute
durchmischt. Dieses Homogenat kann, ohne seine Aktivitit zu verlieren, bei 4° C mehrere
Monate aufbewahrt werden. Von dieser Ausgangslosung wird eine Verdiinnung 1:100 mit
deionisiertem Wasser in einem Gesamtvolumen von 10 ml hergestellt. Vor ihrer Verwendung
muss diese Stammsuspension zwei Minuten auf einem Vortex-Schiittler bei maximaler

Geschwindigkeit suspendiert werden.

2.2.5.3 Versuchsaufbau der Bio-Assays

Plastikbecher mit einem Eichvolumen von 200 ml werden mit 148 ml deionisiertem Wasser
gefiillt. In jeden Becher werden 15 An. plumbeus-Larven im dritten Stadium mit 2 ml
deionisiertem Wasser pipettiert. Dem Gesamtvolumen von 150 ml werden nun zur
Einstellung der gewlinschten Bti-Konzentrationen die in Tabelle 1 aufgefiihrten Mengen der

Stammsuspension hinzupipettiert.
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Fiir jede Konzentration sowie fiir die Kontrolle werden vier Ansétze vorbereitet. Die Assays
werden an den zwei aufeinander folgenden Tagen wiederholt, so dass fiir jede Konzentration
insgesamt 12 Becher mit Larven ausgewertet werden.

Die tliberlebenden Larven werden 24 und 48 Stunden nach der Bti-Exposition ausgezédhlt. Mit

Hilfe einer Log-Probit-Analyse werden die LC-Werte errechnet.

Bti-Konzentration 0,008 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 | 0,075 0,1

mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1
Volumen der 24 ul 30 pl 60 pl 90 pl 120 ul | 150 ul | 225 ul | 300 pl
Stammsuspension

Tabelle 1: Die Tabelle gibt die zur Einstellung der Konzentrationen (in mg/l = ppm) bendtigten Volumen
Stammsuspensionen in pl an. Die Werte beziehen sich auf ein Endvolumen 150 ml.
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2.3 Ergebnisse

2.3.1 Biologie von Anopheles plumbeus

2.3.1.1 Wald- oder parkgebundenes Vorkommen

2.3.1.1.1 Dendrothelmen als Brutareale

Die natiirlichen Brutbiotope der Anopheles plumbeus-Miicke sind Baumhohlen. Die
Biozonose der Dendrothelmen wurde unter besonderer Beriicksichtigung der Culicide
Anopheles  plumbeus untersucht. Insgesamt konnten 154 Baumhoéhlen in dem
Erhebungszeitraum Zeitraum gefunden und in die Auswertung mit einbezogen werden.
Exemplarisch ist in Abbildung 10 ein Teil der potentiellen Brutstitten in der Umgebung des
Flughafen Frankfurt dargestellt.

oy

Abb.9: Linkes Bild: Absaugen des Baumhohleninhalts mittels Unterdruck in einen Schraubbehélter. Nach
ausgiebiger Auswertung (rechts oben) wurde eine An. plumbeus-Larve im II. Stadium (blauer Pfeil) sowie zwei
durch schwarze Pfeile gekennzeichnete Prionocyphon -Larven (Helodidae, Coleoptera) entdeckt.
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Abb. 10: Die Abbildung zeigt die um das Untersuchungsgeldnde kartierten Baumhohlen

(griine Punkte), die aufgehdngten Ovitraps (rote Punkte) sowie Reifen (orangefarbene Punkte),
Tiimpel (blaue Punkte) und sonstige Container (gelbe Punkte).
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Der Baumhohleninhalt wurde durch einen Schlauch per Unterdruck in einen Schraubbehilter
gesaugt (Abbildung 9) und iiber ein Edelstahlsieb mit einer Maschenweite von 0,1 mm
gefiltert. Der Riickstand im Sieb wurde zur Auswertung in demineralisiertem Wasser
aufgeschwemmt. Um einen moglichst groen Teil der Culiciden zu registrieren, wurde die
Baumhohle mit demineralisiertem Wasser aufgefiillt und erneut abgesaugt. Nach der
Auswertung wurde der entnommene Baumhohleninhalt wieder in diese zuriick geschiittet.

Mit 129 befand sich der iiberwiegende Anteil an Baumhdhlen in Buchen (Fagus sylvatica), 18
wurden in Hainbuchen (Carpinus betulus), 2 in Rosskastanien (4esculus hippocastanum), 2 in
Roteichen (Quercus rubra) und 2 in Stieleichen (Quercus robur) sowie 1 in Schwarzerlen
(Alnus glutinosa) gefunden. Von den insgesamt 154 routineméBig kontrollierten Baumhdhlen
konnten in 22 keine Culiciden nachgewiesen werden. In 55 der Baumhdhlen wurden Larven
von Ochlerotatus geniculatus gefunden. In weiteren fiinf Hohlen waren diese mit Larven der
Gattung Culex vergesellschaftet. Larven der Zielart An. plumbeus wurden in 72 Baumhohlen
gefunden. Diese waren in allen Brutpldtzen mit den Larven der Art Ochlerotatus geniculatus
vergesellschaftet, in zwei Baumhohlen konnten zusétzlich wihrend eines Sommers Larven
von Culex pipiens gefunden werden. Auffallend war, dass in vier Bereichen die An.
plumbeus-Populationen so stark waren, dass dort liber den gesamten Beobachtungszeitraum
Larven in allen Baumhohlen nachgewiesen werden konnten. Die Besatzdichten der An.
plumbeus-Larven konnten dabei sehr stark schwanken. In Baumhohlen, die isoliert von
anderen An. plumbeus-Brutstitten und damit nicht im Hauptverbreitungsgebiet lagen, konnten
iiber Wochen keine Larven gefunden werden. So wurden in einer Baumhohle iiber einen
Zeitraum von 28 Monaten keine dieser Anopheles-Larven nachgewiesen. Oc. geniculatus-
Larven waren in dieser Brutstitte immer nachzuweisen. Die Hohenverteilung der
untersuchten Dendrothelmen erstreckte sich vom Fulle der Baume bis in eine Hohe von ca. 4
Metern. Es konnte dabei keine hohenspezifische Bevorzugung der Brutstitten festgestellt
werden.

Die gemessenen pH-Werte lagen im Bereich zwischen 7,4 und 8,5. Damit zeigten An.
plumbeus sowie Oc. geniculatus eine hohe Toleranz gegeniiber alkalischen pH-Werten. Aus
den gemessenen pH-Werten konnten keine baumhohlenspezifische Priaferenz von An.
plumbeus abgeleitet werden.

Die Baumhdohlen waren im Winter bei Temperaturen unterhalb von -5° C durchgefroren. Mit
beginnendem Friihjahr wurden in den Baumhdhlen An. plumbeus-Larven der Stadien eins bis
drei nachgewiesen. Dies zeigte deutlich, dass diese Larven den Dauerfrost im Eis {iberlebten

(s. auch Kapitel 2.3.1.5).
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In niederschlagsarmen Zeiten trockneten viele Baumhohlen, bedingt durch ihr geringes
Volumen, aus und wurden erst bei einsetzendem Regen mit Wasser, das {liber die Rinde des
Baumes abliuft, gefiillt. In Baumhdhlen, die komplett austrockneten, ohne dass
Restfeuchtigkeit im Mulm oder an der Wand verblieb, wurden auch sieben Tage nach
erneuter Uberschwemmung keine Larven gefunden. Bei den Brutstitten, bei denen iiber einen
Zeitraum bis zu 4 Wochen kein Wasser, sondern nur feuchter Mulm am Grund der Hohle war,
konnten bis sieben Tage nach kiinstlicher Flutung keine Larven nachgewiesen werden. Wenn
hingegen der freie Wasserkorper in der Hohle verdunstet und der Mulm am Grund noch mit
Wasser durchsetzt war, wurden iberlebende Larven nach Auffiilllen mit Wasser
nachgewiesen. Aber auch hier konnte kein Nachweis auf Erstlarven, die aus Eiern, welche
vorher an der Hohlenwand abgelegt wurden und erst nach Uberflutung dieser Eier schliipften,
erbracht werden; wihrend in Hohlen, die bedingt durch ihre Struktur und Lage das ganze Jahr
tiber mit Wasser gefiillt waren, frisch geschliipfte Erstlarven nachgewiesen wurden. Dieser
Befund zeigte, dass es wie bei allen Vertretern der Gattung Anopheles, auch bei An. plumbeus
keine Trockenresistenz der Eier gibt. Ganz im Gegensatz zu Oc. geniculatus: bei Flutung
trocken gefallener Baumhohlen konnten in einigen Féllen bereits 24 Stunden danach
Erstlarven nachgewiesen werden.

Das Volumen der Baumhdhlen variierte zwischen wenigen Dezilitern bis zu 13 Litern. Die
Larvendichte war abhdngig vom Volumen der Baumhohle sowie der Oberfliche des
Wasserkorpers. Wahrend einer Bestandserhebung konnten in einer Baumhohle mit 12,5 Liter
Inhalt und einer Fliche von ca. 700 cm” bei den Erhebungen der Larvenanzahl maximal 493
An. plumbeus-Larven der Stadien eins bis drei gezédhlt werden. In dieser Hohle, die auch
wihrend langer Trockenperioden ausreichend Wasser fiihrte, waren immer Larven vorhanden.
Ohne Beriicksichtigung des Hochstwertes wurden in dieser Baumhdohle iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum gesehen zwischen 50 und 353 Larven gezihlt. Eine der kleineren
Hohlen war, bei einem Volumen von ca. 0,2 1 und einer Oberfliche von ca. 12 cmz, mit

maximal 23 An. plumbeus-Larven besetzt.

2.3.1.1.2 Kiinstliche Baumhohlen als Brutstitten

Die entlang des Flughafens und der Reifenlagerstitte (s. Abbildung 11) zum Nachweis
eingeschleppter ~ Stechmiicken  aufgestellten  kiinstlichen 163  Eiablage- bzw.
Brutmoglichkeiten (Ovitraps) besalen eine grofle Attraktivitit fiir die in Baumhohlen
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briitenden Culiciden An. plumbeus und Oc. geniculatus. In 44 der 121 Ovitraps wurden
Larven von An. plumbeus vergesellschaftet mit Oc. geniculatus gefunden. Zusétzlich konnten
in drei dieser 44 kiinstlichen Brutstitten Larven von Cx. pipiens bestimmt werden. Lediglich
in zwei der Ovitraps wurden ausschlieBlich Larven von An. plumbeus gefunden und das,
obwohl sich in unmittelbarer Ndhe eine Baumhohle befand, in der die Larven von beiden
Arten, An. plumbeus und Oc. genicualtus, vorkamen. Oc. geniculatus briitete in 63 der
kiinstlichen Baumhohlen ohne An. plumbeus, dafiir aber in acht Fillen zusammen mit Cx.
pipiens. In 12 Ovitraps wurden zu keinem Zeitpunkt Culiciden nachgewiesen. Ahnlich wie im
Falle der Baumhohlen, konnten auch bei den Ovitraps keine detaillierten Erkenntnisse iiber

die Bevorzugung bestimmter Brutstitten gewonnen werden.

Abb. 11: Das Bild links zeigt eine kiinstliche Baumhohle. Bestehend aus einem Eimer, gefiillt mit Wasser
und  Blittern. Als Anflug- und Eiablagehilfe diente hier ein auf der Unterseite gefurchtes
Buchenholzbrettchen (s. Pfeil). Rechts ist die Falle an einer Rosskastanien (Aesculus hippocastanum)
befestigt. Im Hintergrund ist ein Bruchteil der Reifen der Zementfabrik sichtbar.

2.3.1.1.3 Autoreifen und Tiimpel als Brutstitten

Ergéinzend zu den baumgebundenen Brutstitten wurden Tiimpel und Reifen auf An.
plumbeus-Larven untersucht. In den Tiimpeln, die meist nur tempordr Wasser fiihrten, konnte

kein Nachweis auf Larven erbracht werden. Die Untersuchungen der Altreifen waren
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hingegen erfolgreich. So konnten in zwei von sieben einzelnen im Wald liegenden Reifen
sowie bei einer einmaligen, vom Betreiber des Zementwerkes zugelassenen Begutachtung der
dortigen Reifenberge (s. Abbildung 11 rechtes Bild) An. plumbeus-Larven gefunden werden.

Vergesellschaftet waren diese mit Larven von Cx. pipiens oder Oc. geniculatus.

2.3.1.1.4 Larvenentwicklung und Flugaktivitit

Die Altersstruktur der An. plumbeus-Larven in ihrem Biotop, und damit die nachgewiesenen
Entwicklungsstadien, sind jahreszeitenabhingig. So wurden, je nach Temperaturen der
Vormonate von Februar bis April, vermehrt Puppen und Viertlarven gefunden. Eine
vergleichbare Entwicklungsstadienstruktur innerhalb der Zonose wurde in den Monaten
August bis Oktober beobachtet. In den Sommer- und Wintermonaten setzten sich die
Larvenpopulationen hauptsidchlich aus Erst- bis Drittlarven zusammen. Diese Beobachtung
lasst darauf schlieen, dass die Hauptflugzeit der An. plumbeus-Imagines im Frithjahr und
Herbst liegt (s. auch Kapitel 2.3.1.1.1).

Innerhalb des fiinfjdhrigen Untersuchungszeitraumes konnten lediglich 11 An. plumbeus-
Weibchen bei Stechversuchen gezdhlt werden. Neun Anfliige wurden im Friihjahr, also
wihrend der ersten Aktivitdtsphase der Miicken, und zwei wihrend der Herbstaktivitétsphase
registriert. In den Wald- und Parkbereichen waren wéhrend des Sommers, bedingt durch die
hohen Temperaturen sowie der geringen Luftfeuchte, keine adulten An. plumbeus-Miicken
aktiv.

Im Gegensatz dazu kam es in der Ndhe von Oc. geniculatus-Brutbiotopen wihrend der
gesamten Vegetationsperiode zu sehr aggressiven Stechversuchen dieser Culiciden-

Weibchen.

2.3.1.2 An. plumbeus in der Nihe menschlicher Behausungen

2.3.1.2.1 Brutstitten

Die Suche nach den Brutbiotopen der An. plumbeus-Miicke nahm in allen Fillen ihren
Anfang bei Hinweisen miickengeplagter =~ Anwohner. Nach  Auswertung von
Umgebungspldnen und Begehung der betroffenen Gebiete wurden Jauche- und

Abwassergruben kartiert und auf ihren Culiciden-Besatz hin untersucht.
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In den zehn voneinander unabhingigen Gebieten konnte An. plumbeus in 28 von 54 Gruben
zweifelsfrei nachgewiesen werden. 15 dieser Gruben beinhalteten nur Larven von An.
plumbeus. In 13 Gruben war An. plumbeus mit Culex-Larven vergesellschaftet; zwei von
diesen enthielten zusétzlich Culiseta-Larven. Zusitzlich wurden in einer Grube Larven von
Oc. geniculatus gefunden.

Das untersuchte grubengebundene Verbreitungsgebiet von An. plumbeus erstreckte sich bis
auf eine Hohe von 920 Meter.

Im Gegensatz zur Entwicklung der Hausschnaken (Culex und Culisteta) verlief im
Jahresverlauf die Entwicklung des iiberwiegenden Teils der An. plumbeus-Larven einer
Brutstitte synchron. Uber den Winter entwickelten sich die Larven, die aus den im Herbst
abgelegten FEiern zeitnah schliipften. Die Mehrzahl der Larven verpuppten sich in
Abhingigkeit der Temperatur von Anfang April bis Mitte Mai. Nach dem Schlupf der Puppen
schwammen, relativ zur Anzahl derer, die ihre Entwicklung abgeschlossen hatten, wenige
Zweit- und Drittlarven im Brutbiotop. Diese schlossen ihre Entwicklung mit mehrwochiger
Verzogerung ab. Etwa 3 bis 4 Wochen nach dem Ausschwérmen der ersten Generation des
Jahres war die zweite Generation aus ihren Eiern geschliipft. Die Larven entwickelten sich bis
zum Spatsommer und verpuppten sich mit zurlickgehenden Tagesdurchschnittstemperaturen
Ende August bis Anfang Oktober. Auch hier konnten nach der Hauptschlupfphase wenige
Larven gezéhlt werden, die ihre Entwicklung noch nicht vollendet hatten. Es konnte nicht
beobachtet werden, dass diese Larven vor Einbruch des Winters ihre Entwicklung vollendeten
und sich verpuppten.

Die Gruben boten wihrend des gesamten Jahres ideale Entwicklungsbedingungen fiir die 4n.
plumbeus-Larven. In den Gruben herrschten immer optimale Temperaturen. Bis auf eine
Grube, die aufgrund ihrer ungiinstigen besonnten Lage und Bauart 20,5° C aufwies, lag die
Temperatur aller anderen Gruben im Sommer zwischen 11 und 18° C. Auch bei
Temperaturen von -21° C im Winter sank die Temperatur in den Gruben, bedingt durch die
biologische Aktivitéit des Inhalts sowie durch ihre Lage im Erdreich, nicht unter 6° C. Zudem
lie3 das kontinuierliche Wachstum der Larven auch in sehr hohen Besatzdichten (siche unten)
tiber mehrere Jahre auf eine optimale Nahrungsversorgung schliefen.

An. plumbeus-Larven zeigten eine grof3e Akzeptanz fiir alkalische
Hydroniumionenkonzentrationen. Mit gemessenen pH-Werten von 9,2 im Biotop dieser
Anopheles-Larven (s. Abbildung 12) lagen diese weit iiber der Akzeptanz (pH-Wert 8,5) der
Culex-Larven. In keiner der iiberpriiften Gruben, auch nicht in denen, die keinerlei Culiciden-

Larven beinhalteten, wurde ein hoherer pH-Wert als in den mit An.plumbeus-Larven besetzten
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Gruben gemessen. Solche hohen pH-Werte wurden in Gruben gemessen, deren

angeschlossene Stallungen nicht mehr zur Groftierhaltung genutzt wurden.

74 75 76 78 79 80 81 82 83 84 85 86 89 90 91 92
pH-Werte

B Culex spec. @ Anopheles plumbeus
Abb. 12: Die Graphik zeigt die Akzeptanz basischer Hydroxoniumkonzentrationen. Das Vorkommen von

Culex-Larven (rote Balken) konnte bis zu einem pH-Wert von 8,5 nachgewiesen werden, wéhrend Larven
von An. plumbeus (blaue Balken) einen pH-Wert von 9,2 tolerierten.

Diese Gruben waren entweder iiberdacht oder soweit abgedeckt, dass Regenwasser nicht in
groBeren Mengen zustromen konnte. Zudem wurden die Gruben seit Jahren nicht mehr
geleert. Der Fliissigkeitskorper in der Grube reduzierte sich tiiber die Jahre durch
Verdunstung. Alle diese Gruben zeichneten sich durch eine dicke Schlammschicht am Grund
aus. Die verbliebene Fliissigkeit war in allen Féllen sehr dunkel und die Sichttiefe sehr gering.
Auffallend bei all diesen Gruben war die hohe Viskositit des fliissigen Inhaltes; diese lag weit
tiber der des Wassers. Sie konnte am ehesten mit der FlieBeigenschaft eines qualitativ
hochwertigen, kalt gepressten Olivendls verglichen werden. In den so zu beschreibenden
Gruben, in denen ausschlieBlich An. plumbeus-Larven lebten, kamen diese in sehr groBer
Dichte vor. Eine helle Kunststoffplatte wurde wenige Zentimeter unter der Wasseroberfldche
positioniert. So konnten die dicht gedridngten Larven fotografiert und ausgezdhlt werden.
Abbildung 13 zeigt eine Larvendichte bis zu 1800 Individuen pro 1 dm”.

Viele der Gruben waren zusétzlich zu den Brettern und Balken mit organischen Materialien
dicht abgedeckt oder komplett aus Beton gefertigt. In diesen Féllen waren die von den
Miicken als Ein- bzw. Ausflugmdglichkeiten genutzten Offnungen sehr klein. Meist waren
dies die Ablaufrinnen des angeschlossenen Stalls oder sehr diinne Spaltéffnungen zwischen

den die Gruben abdeckenden Brettern und Balken. Ein besonderer Fall zeigte die defekte
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Muffe eines 100 mm Abwasserrohres, das durch einen neben der Grube liegenden Kellerraum
verlief. Durch ein etwa 2 cm” kleines Loch flogen die Miicken ca. 3,5 m im Rohr bis in die
Grube.

Alle Vorkommen lagen in der Néhe von Baumbestinden, die aufgrund ihres Alters
fliissigkeitsgefiillte Hohlen tragen konnten. Der absolute Beweis konnte allerdings nur in
einem Fall erbracht werden. Angrenzend an die mit An. plumbeus-Larven besetzte Grube
erstreckte sich auf eine Léinge von ca. 90 Metern eine Weidefliche des betroffenen
Reitbetriebes, die an einem Mischwald mit alten Buchenbestinden endete. In einem ehemals
ausgebrochenen Ast konnten im Wasserkorper der entstandenen Baumhohle Larven von Oc.

geniculatus sowie zwei Zweitlarven von An. plumbeus nachgewiesen werden. Legt man die in

Kapitel 2.3.1.1.1 aufgefiihrten Beobachtungen zu Grunde, konnte in dem weitldufigen

Abb. 13: Ausschnitt aus einer Grube, in der nur An. plumbeus-Larven vorkamen. Um die Larvendichte zu
zdhlen, wurde eine helle Kunststoffplatte wenige Zentimeter unter der Wasseroberfldche positioniert und dann
fotografiert. Das Auszihlen der Bilder ergab eine Larvendichte von bis zu 1800 Individuen pro 10 cm®.

Waldgeldnde von der Existenz einer bestdndigen An. plumbeus-Population ausgegangen
werden. Der Ursprung einer Grubenbesiedlung kann durchaus als Zufallsereignis angesehen

werden. In dem oben beschriebenen Fall konnte eine mit Hilfe des Windes verdriftete Miicke
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der Ursprung einer neuen Population gewesen sein. Mit stetigem Anwachsen der Population
erschlossen die Miicken neue Brutmdglichkeiten, auch wenn diese nicht ideal waren. So
wurden, bedingt durch die stark angewachsene Population, bei drei Vorkommen Larven in
mit klarem Wasser gefiillten Regentonnen gefunden. In unmittelbarer Ndhe des in Abbildung
14 dargestellten Vorkommens liegt eine Jauchegrube (rotes Grubensymbol) ohne An.
plumbeus-Besatz, obwohl diese Grube ein idealeres Brutbiotop darstellte (s. auch Kapitel
2.3.1.2.3). Im Gegensatz dazu wurde eine Regentonne im nordlichen Hauptaktivititsgebiet als
Brutstitte angenommen (rotblaues Regentonnensymbol), in ihr konnten nach griindlicher
Filterung des Wassers 253 Larven nachgewiesen werden. Eine weitere Regentonne (rotes
Regentonnensymbol), die sich im siidlichen Hauptverbreitungsgebiet befand, beinhaltete nur
Culex-Larven. Dies war das Ergebnis einer turnusmifiigen Totalleerung dieser Tonne. So
wurden die sich langsam, aber innerhalb der Population annéhernd synchron entwickelnden
Anopheles-Larven ausgeschiittet. Daher wurde die Regentonne nur durch die stindig

eierlegenden Hausmiicken besiedelt.

2.3.1.2.2 Populationsdynamik von An. plumbeus in geschlossenen Systemen

Inwieweit einzelne Individuen innerhalb einer An. plumbeus-Population stenogam in
Verbindung mit einer ausgeprigten Autogenie waren, wurde erginzend zu den in Kapitel
3.1.3 dargestellten Versuchen im natiirlichen Brutbiotop untersucht. Aus unabhingigen
Verbreitungsgebieten wurden fiinf Gruben ausgewihlt. In zwei der Gruben entwickelten sich
zusitzlich Larven der Gattung Culex, in den drei weiteren Gruben lebten nur An. plumbeus-
Larven. Die Gruben hatten eine Grundfliche zwischen 10 und 15 m* und waren zwischen 1,5
und 2,5 Meter tief. Die Individuendichte lag ca. zwischen 800 und 1800 Anopheles-Larven je
1 dm?, also 80.000 bis 180.000 Individuen pro m?. In der Hoffnung, dass in der sehr groBen
Anzahl an Versuchstieren Individuen vorhanden waren, bei denen beide Merkmale ausgeprégt
waren, wurden die Gruben miickendicht verschlossen. In den folgenden Wochen und
Monaten verkleinerten sich die Populationen von An. plumbeus bis keine Larven sowie
Imagines mehr gefunden wurden. Im Gegensatz dazu waren in den beiden Culex-
Populationen keine signifikanten Schwankungen zu erkennen. Da alle untersuchten An.
plumbeus-Populationen erloschen waren, ist davon auszugehen, dass kein stenogames

Verhalten kombiniert mit Autogenie vorhanden war.
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2.3.1.2.3 Stechmiickenaktivitit

Im Jahresverlauf waren in den Beobachtungsgebieten zwei Hauptaktivititsphasen der An.
plumbeus-Miicken zu erkennen (s. Kapitel 2.3.1.2.2). Zwischen der ersten, der
Friihjahrsgeneration, und der zweiten, der Herbstgeneration, wurden nur vereinzelt fliegende
Anopheles-Miicken gefunden. Die massive Beldstigung der Anwohner in der Nihe einer
unterirdischen An. plumbeus-Brutstitte war in allen Untersuchungsgebieten auf ein
Kerngebiet mit einem Radius von maximal 50 Meter um die Grube beschriankt. Mit
zunehmender Distanz nahm die Stechaktivitéit spiirbar ab. Bereits in einer Entfernung von
100 Meter zur Brutstitte wurden in keinem Fall adulte Miicken festgestellt. Der
Aktivititsradius war in allen Fillen abhidngig von der Windrichtung. Ausgehend von der
Brutstitte war die Verbreitung gegen die Windrichtung stark eingeschriankt. Wahrend der
zwei Hauptflugphasen der Miicken wurden im Umfeld derjenigen Brutstitten, die eine
Larvendichte von mehr als 800 Larven pro 1 dm” aufwiesen, zwischen 30 und 117 Anfliige
pro Minute gezédhlt. Die Aktivititszeit der Miicken reichte von Sonnenaufgang bis nach
Einbruch der Dunkelheit. Bei kiinstlicher Beleuchtung waren die Miicken auch wihrend der
Nacht aktiv. Nur wihrend volliger Dunkelheit wurden keine Stechaktivititen registriert. Eine
signifikante tagesperiodische Stechaktivitét konnte in der Ndhe der Miicken-Ruheplétze nicht
nachgewiesen werden, dagegen waren die Zahl der Anfliige auf einen sonnenexponierten
Blutspender geringer. Gezeigt werden konnte, dass die Miicken keine weiten Flieger waren.
Die Stechmiicken ruhen windgeschiitzt an schattigen bis dunklen Pldtzen in oder an Gebduden
sowie in hohen, aber dichten Vegetationsstrukturen. Potentielle Blutspender werden nur im
unmittelbaren Bereich der Miickenruheplédtze von diesen beléstigt. Der Aufenthalt auf freien,
nicht beschatteten Flichen, die zudem eine geringe Luftfeuchte aufweisen, mit der Wahrung
eines Abstandes von mindestens 10 Metern zum néchsten Ruheplatz schiitzte vor Stichen.
Nach Aussagen der Anwohner traten die massiven Beldstigungen in allen untersuchten
Vorkommen vor 3 bis 5 Jahren mit zunehmender Aggressivitit der Stechmiicken auf. Diese
beschriebene zunehmende Aggressivitdt liel sich mit dem exponentiellen Anwachsen der
Stechmiickenpopulation und damit auch der zunehmenden Zahl stechwiitiger Weibchen
erkléren.

Auf der in Abbildung 14 dargestellten Karte ist exemplarisch eines der untersuchten
Anopheles plumbeus-Vorkommen in einer Hohe von 850 Meter dargestellt. Die Abbildung 15
zeigt die fotografische Darstellung des Verbreitungsgebietes in der Blickrichtung von Nord

nach Siid. Die dunklere der unterlegten Fliachen auf der Karte zeigt das Kerngebiet der
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Stechaktivitdt mit Anflugraten von 5 bis 92 Weibchen pro Minute. Die meisten Anfliige
wurden im Stall, der iiber ein Entwisserungsrohr direkt an die Brutstitte (blaues
Grubensymbol) angeschlossen war, gezihlt. Die etwa 9 cm? groBie Restoffnung des Zulaufes
war die einzige Mdglichkeit der Miicken, die Grube zu verlassen bzw. diese zur Eiablage
erneut aufzusuchen. Vom Stall aus breiteten sich die Miicken, begiinstigt durch den meist aus
stidwestlicher Richtung wehenden Wind, entlang der Holzstapel hauptsdchlich nach Norden
aus. Das unmittelbar siidlich gelegene Wohnhaus lag mit maximal 38 in unmittelbarer
Hauswandnihe anfliegenden Weibchen pro Minute ebenfalls im Kerngebiet. Der heller
unterlegte Bereich, der das Kerngebiet umgibt, wurde als Randgebiet der Stechaktivitit
bezeichnet. In diesem Bereich wurden bis zu fiinf Anfliige gezdhlt. AuBerhalb dieses
Bereiches konnten nur vereinzelt Weibchen von An. plumbeus gefunden werden. An den
westlich der Brutstitte liegenden Hausern konnten nur an der dem Vorkommen zugewandten
Seite weniger als fiinf anfliegende Weibchen in einer Minute gezéhlt werden. Ganz und gar
uniiberwindbar fiir die Miicken war die direkt an die Brutstitte angrenzende und sich nach
Osten ausdehnende Wiese, auf der keinerlei horizontale Strukturen vorhanden waren. Hinter
der Wiese lag in einer Entfernung von ca. 60 Metern eine weitere Grube (rotes
Grubensymbol), die das iiber einen Pferdemisthaufen ablaufende Wasser sammelte. In der
Grube konnten keine An. plumbeus-Larven gefunden werden. Auch der Nachweis adulter An.
plumbeus-Weibchen konnte nicht erbracht werden, obwohl in direkter Nachbarschaft
GroBvieh, welches sehr attraktive Blutspender darstellt, gehalten wurde. Ahnliche

Beobachtungen wurden bei allen untersuchten Vorkommen gemacht.
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Legende:
W An.plumbeus-Larven , Kerngebiet der An. plumbeus

& Culex pipiens-Larven Stechaktivitiit.

3 Gruben Randgebiet der An. plumbeus
O Regenfisser Stechaktivitit.
=== Hainbuchenhecke
&= Brennholzstapcl —_—
20m N

Abb. 14: An. plumbeus-Vorkommen. Eingezeichnet sind die Brutstitten sowie die Aktivitdtszonen der
Miicken. Erklarung siehe Legende.
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Abb. 15:Bild des An. plumbeus-Vorkommen in Abb. 14. Eingezeichnet ist die Kernzone der
Stechaktivitit. Der Blick von Nord nach Siid ist entgegengesetzt zur Ausrichtung der Karte in Abb. 14.

2.3.1.3 Aufzucht der Larven von An. plumbeus

Die anfingliche Aufzucht in demineralisiertem Wasser fiihrte zu starken Bestandsausfillen
bis hin zum Totalausfall. Augenscheinlich schidigten die an Nahrungsresten und auf den
GefiBwinden wachsenden Keime die Larven. Gefiittert wurden die Larven wahlweise mit
beiden Futtermethoden. Katzentrockenfutter (Brekkis®) sowie Staubfischfutter (MicroMin®
Baby), fithrten zu dem gleichen Ergebnis. Auch durch die Zugabe von 10 g Meersalz pro
Liter ins Aufzuchtwasser konnte keine Verbesserung bei der Larvenaufzucht erzielt werden.
Basierend auf diesen Erfahrungen wurden die Larven in ihrem Nahrmedium aus ihren
Ursprungsbiotopen, welches maximal mit fiinf Teilen demineralisiertem Wasser verdiinnt
wurde, aufgezogen. Bei dieser Fiitterungsmethode gingen die Ausfille auf ein Minimum
zuriick. Ebenfalls konnte ein ibermiBiges Wachstum der unerwiinschten Mikroorganismen an
den Winden der Schalen sowie an den Futterresten nicht mehr festgestellt werden.

Ebenso wie dies bei An. stephensi der Fall war, akzeptierten auch die Larven von An.

plumbeus feines Staubfutter, das sie von der Wasseroberfliche aufnahmen, sowie groflere
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Futterpartikel, deren Oberfliche sie aktiv abbiirsteten, um so die abgeldsten Partikel
aufzunehmen. Ein Beispiel fiir die zuletzt genannte Art der Nahrungsaufnahme war eine in
der Giille ertrunkene Maus. Diese wurde mit den Larven aus der Grube abgefischt und von

diesen in der Aufzuchtschale im Laufe der Larvenentwicklung skelettiert (s. Abbildung 16).

Abb. 16: Eine Spitzmaus, die von Larven der Spezies An. plumbeus teilweise
skelettiert wurde.

2.3.1.4 Versuche zur Etablierung einer An. plumbeus-Kolonie im Labor

Zuerst wurde untersucht, ob diese Anopheles-Miicken in den Kéfigen reproduzieren. Obwohl
eine GroBzahl der Miicken iiber die Membran das Blut saugte, kam es zu nur spérlichen
Eiablagen. So konnten in den bereitgestellten Eiablagebehéltern {iber eine Dauer von 7 Tagen
maximal 39 Eier bei den Miicken der Baumhohlenpopulation gezihlt werden. Die Ausbeute
der Grubenpopulationen lag bei maximal 82 Eiern (s. Tabelle 2). Nach 2 bis 5 Tagen
verpilzten die Eier oder fingen an einzufallen. Eine Begutachtung unter dem Mikroskop
zeigte, dass sich in den Eiern kein Embryo entwickelte, die Eier also nicht befruchtet waren.
Aus allen Chargen wurden die nun 21 bis 30 Tage alten Miickenweibchen seziert und die
Spermatophoren herausprépariert. Dabei konnte bei keinem der Weibchen, auch nicht bei

denen, die Eier trugen, Spermien nachgewiesen werden.
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Ergebnisse

Nr. | Anzahl Larven | Anzahl Weibchen Anzahl Eier
1 300 121 15
2 | 300 115 18
3 1300 176 39
4 1000 669 73
5 1000 429 45
6 1000 736 82
7 1000 729 56
8 1000 589 61

Tab. 2: Die aufgelistete Larvenanzahl von An. plumbeus wurde in
Kifigen zur Untersuchung der Reproduktionsfahigkeit der sich daraus
entwickelnden Imagines iiberfiihrt. Ebenfalls sind die Anzahl der

geschliipften Weibchen so wie die Zahl der gelegten Eier angegeben.

Die aus den Reproduktionsversuchen in der groen Voliere (s. Abbildung 17) resultierenden

Ergebnisse waren vergleichbar mit denen aus den kleinen Kéfigen. Es kam ebenfalls nur zu

sparlichen Eiablagen. Auch hier waren die Eier nicht befruchtet. Die Spermatheken der

sezierten Weibchen waren ebenfalls nicht mit Speramtophoren besetzt.

Im Verlauf von fiinf Jahren gelang es nicht mit verschiedenen Methoden eine Kolonie, die

sich durch natiirliche Kopulation vermehrt, im Labor zu etablieren. Als fiir die

Infektionsversuche essentielles Ergebnis bleibt festzuhalten, dass die Weibchen von An.

plumbeus sehr aggressiv Blut saugten, obwohl sie noch nicht inseminiert waren.
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Abb. 17: links: Netz zur Verpaarung eurygamer Stechmiicken. Maximale Hohe 6 m,

Durchmesser 3 m. rechts: Verfasser beim Absaugen von An. plumbeus-Weibchen.

2.3.1.5 Frostresistenz von An. plumbeus

Die bestehende Meinung, dass Larven nur unter dem Eis oder im nicht gefrorenen Mulm den
Winter iiberleben konnen, wurde mit nachfolgenden Testreihen untersucht.

Zur Uberpriifung der Toleranz von Temperaturen unter dem Gefrierpunkt wurden in einem
ersten Schritt Larven zweier Baumhdhlenpopulationen aus dem Vorkommen Bohl/Iggelheim
und Flughafen Frankfurt sowie zweier Grubenpopulationen aus Germersheim und
Freudenstadt den natiirlichen Temperaturschwankungen des Winters ausgesetzt. Die mit
einem Minimum-Maximum-Thermometer gemessenen Temperaturen im Zeitraum September
2004 bis Mérz 2005 sind in Ausziigen in Abbildung 18 dargestellt. Zusétzlich sind die

Zeitrdume, in denen der Schaleninhalt komplett durchgefroren war, markiert.
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Abb. 18: Die Grafik zeigt den Verlauf der minimalen und maximalen Temperatur wihrend des
Untersuchungszeitraumes. Die blauen Pfeile markieren die Frostperiode, in der die Schalen ganz
durchgefroren waren.

In einer ersten Dauerfrostperiode, die sich durch leicht sinkende Temperaturen ankiindigte,
waren die Schiisseln 10 Tage komplett durchgefroren. Eine zweite Frostperiode kiindigte sich
3 Wochen spiter an und schloss die Larven fiir 28 Tage im Eis ein. Mit dem Ende der
Frostperiode Anfang Mérz wurden die tiberlebenden Larven gezdhlt (s. Tabelle 3). Von den
400 den Witterungsverhiltnissen ausgesetzten Larven der Grubenpopulationen {iberlebten 281
und damit 70 %. Mit 48 von 60 Individuen lebten zu Beginn der Vegetationsperiode noch 80
% der Larven aus den Baumhdhlenpopulationen. Zwischen den Uberlebensraten der Larven
aus den einzelnen Vorkommen gab es keine signifikanten Unterschiede. Dies zeigte, dass An.

plumbeus-Larven eine Frostperiode vollig im Eis eingeschlossen iiberleben.
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. Tabelle 3: Den Winter iiberlebende Larven
Uberlebende Larven von An. plumbeus. Schalen 1 und 2 waren
Anzahl in % zu Beginn mit je 200 Drittlarven aus der
Grubenpopulation ~ Germersheim  und
Schale 1 118/200 59,0 Freudenstadt besetzt, die Schalen 3 und 4
Schale 2 163/200 81,5 waren mit je 30 Drittlarven des
Baumhohlenvorkommens  Bohl/Iggelheim
Schale 3 23/30 76,7 und  Flughafen  Frankfurt  bestiickt.
Schale 4 25/30 83,3 Angegeben ist die absolute Anzahl der
tiberlebenden Larven sowie der prozentuale

Gesamt 329/460 71,5 Anteil.

In einem weiteren Versuchsaufbau wurden die Larven in demineralisiertem Wasser fiir 14
Tage bei -20°C (+/- 1° C) eingefroren (s. Abbildung 19). Diese Abbildung zeigt einen aus
seiner Dose gelosten Block mit den im Eis eingefrorenen An.plumbeus-Larven. In der
Detailvergrolerung markiert der blaue Pfeil eine abgestorbene Larve. Sie ist an ihrem
durchscheinenden und bereits durch die Verdauungsenzyme zersetzten Abdomen zu
erkennen. Der schwarze Pfeil zeigt auf eine dunkle, noch lebende Larve. Sobald das Eis um
die einzelne Larve geschmolzen war, begann diese sich in typischer Art zu bewegen. Der
linke Abschnitt der Abbildung 20 zeigt eine noch im Eis eingeschlossene Larve. Im Bild
rechts daneben ist das Eis um die Larve bereits geschmolzen. Die Wasserschicht iiber dem Eis
ist noch so diinn, dass die normal nach unten gerichteten langen Ruderhaare der Larve auf
dem Eis zur Seite gleiten und sich dadurch das letzte Abdominalsegment, an dem sie ihren
Ursprung haben, zur Seite biegt (weiller Pfeil). Zu sehen sind die bereits zur
Nahrungsaufnahme geodffneten lateralen Palatalbiirsten (roter Pfeil).

Nach dem das Eis geschmolzen war, wurden die iiberlebenden Larven ausgezihlt. In den fiinf
Schalen mit insgesamt 120 Drittlarven {iberlebten 82 Individuen und damit 68,3 % die 14
Tage im Eisblock bei -20° C (+/- 1° C) (s. Tabelle 4). Auch durch dieses Experiment wurde
gezeigt, dass die Larven von Anopheles plumbeus die Fahigkeit besitzen, eine anhaltend
starke Frostperiode im Eis zu iiberleben.

Die Larven entwickelten sich bei einer Umgebungstemperatur von 21° C (+/- 1° C) bis zum
Puppenstadium, aus dem die Imagines schliipften. Wihrend dieser Phase traten weder

Anomalien in ihrer Entwicklung noch signifikant hohere Sterberaten auf.
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Abb. 19.: Bei - 20° C eingefrorene An. plumbeus-Larven. Die Detailansicht zeigt eine abgestorbene Larve
(blauer Pfeil) und eine lebende Larve (schwarzer Pfeil).

Abb. 20: Abgebildet ist eine An. plumbeus-Larve. Im linken Abschnitt ist sie noch im Eis
eingefroren. Im rechten Bild ist das sie umgebende Eis aufgetaut. Der auf dem Eis stehende
Wasserfilm ist nur so tief, dass sie sich gerade frei bewegen kann. Die langen Ruderhaare des X.-
Abdominalsegments haben keinen Platz zur Ausbreitung nach unten und stehen auf dem Eis auf,
wodurch das Segment zur Seite kippt. Am Kopf sind die ausgefahrenen lateralen Palatalbiirsten
(roter Pfeil) zu erkennen.
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Uberlebende Larven Tabelle 4: Die Larven von An. plumbeus

<0 im dritten Stadium wurden in sechs

Anzahl in % Chargen a 20 Tiere 14 Tage bei -20° C (+/-

Schale 1 12/20 60,0 1° C) eingefroren. Angegeben ist die

Schale 2 9/20 45,0 absolute Anzahl der iiberlebenden Larven

sowie der prozentuale Anteil. Die Larven

Schale 3 15/20 75,0 der Schalen 1 und 2 sind aus der

Schale 4 16/20 80,0 Grubenpopulation Germersheim, Nr. 3 und

4 aus dem Vorkommen Freudenstadt.

Schale 5 15/20 75,0 Schale 5 aus dem Baumhd&hlenvorkommen

Schale 6 14/20 70,0 Bohl/Iggelheim und Nr. 6 aus der
gesamt 82/120 68.3 Population Flughafen Frankfurt

2.3.1.6 Temperaturabhingige Entwicklung der An. plumbeus-Larven

Fir die Infektionsversuche werden kontinuierlich An. plumbeus-Weibchen in gleicher
Altersstruktur und gleicher Qualitit benétigt. Da es nicht gelang, eine Laborkolonie dieser Art
zu etablieren (s. Kapitel 2.3.1.4), wurde nach einer anderen Moglichkeit gesucht An.
plumbeus zuverldssig zur Verfligung zu haben. Die Wachstumsgeschwindigkeit der
Culiciden-Larven wird maBgeblich von der Umgebungstemperatur beeinflusst. Vor diesem
Hintergrund wurde der Einfluss niedriger Temperaturen auf die Larvenentwicklung von An.

plumbeus untersucht.

In der ersten Versuchsreihe wurde die Entwicklungsgeschwindigkeit bei einer Temperatur
von 11° C (+/- 1° C) untersucht. Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse liber den relevanten Teil des
Beobachtungszeitraumes von 32 Wochen. Einmal pro Woche wurden die Schiisseln tiberpriift
und vorhandene Puppen abgesammelt. Die ersten Ruhestadien traten 22 Wochen nach
Versuchsbeginn auf. In beiden Chargen verpuppte sich das Gros der Larven zwischen der 23.
und der 27. Woche, wobei sich die méinnlichen Individuen etwas frither zwischen der 23. und
26. Woche und - verzogert - die weiblichen hauptsidchlich zwischen der 24. und 27. Woche
verpuppten. Die Sterblichkeit der Puppen lag in Charge 1 mit 16 bei 8,6 %, bezogen auf 187
der gesamt verpuppten Individuen. In der Charge 2 starben 10 (5,7 %) von 189 Puppen. In
Charge 1 tiberlebten somit 187 (93,5 %) und 189 (94,5 %) von 200 in Charge 2 bis zur

Verpuppung.
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Woche 15 123 24 |25 |26 [27 |28 |29 |30 |31 |32 | ges.
Charge

T 1 4 15111133181 51101010 88

1 O | 1] 0] 8 | 10|28 218 | 1 5] 0] 1] 8

+ 1110 02213 4] 211110 16

T 11 21181111168 42121091 9

2 O | 0|8 1035|153 ]9 |5 0] 1|0 8

10 | 1 011 3|5 11]0]0 1] 10

Tab. 5: Entwicklungsdauer der An. plumbeus-Larven, ausgehend vom dritten Stadium bis zur Puppe bei
einer Temperatur von 11° C (+/- 1° C). In der Woche, in der sie abgesammelt wurden, wurden die
Puppen bei 21° C Umgebungstemperatur zum Schlupf gebracht. Unterschieden wurde zwischen
ménnlichen (J) und weiblichen Miicken (). Die gestorbenen und nicht geschliipften Puppen sind
ebenfalls aufgefiihrt (7). Die Larven der Charge 1 stammen aus der Freudenstadt-Population, die Larven
der Charge 2 aus der Germersheimer-Population.

Ahnlich wie die oben beschrieben Larven aus den Grubenpopulationen entwickelten sich die
Larven aus den Baumhohlen (s. Tabelle 6). In Charge 3 verpuppten sich die ménnlichen
Individuen schwerpunktméBig in der 24. und 25. Woche. Die Weibchen hingegen verpuppten
sich schwerpunktmédfig erst zwischen der 26. und 28. Woche. In Charge 4 begann die
Verpuppung der Ménnchen in der 22. Woche und dauerte mit einem Peak in der 23.Woche
bis zur 24 Woche. Zwei Individuen verpuppten sich erst in der 27. Woche. Die weiblichen
Individuen verpuppten sich hauptsdchlich in der 23. und 24. Woche. Die Sterberate lag mit
6,4 % bei 3 von 47 verpuppten Larven in Charge 3 und in Charge 4 bei 2 Ausfillen von 46
Puppen bei 4,3 %. In Charge 3 entwickelten sich 92 % (47 von 50) der bereitgestellten Larven
bis zur Puppe. Ohne signifikante Abweichungen waren dies in Charge 4 mit 46 von 50

Entwicklungsstadien 94%.

Woche
Chareg 22 123 |24 |25 |26 |27 |28 |29 |ges.
4 0 2 8 8 1 1 1 0 21
3 Q 0 0 3 3 9 3 5 0 23
+ 0 0 0 0 2 0 0 1 3
4 4 13 7 0 0 2 0 0 26
4 Q 0 6 8 2 1 1 0 0 18
il 0 0 1 0 0 1 0 0 2

Tab. 6: Entwicklungsdauer der An. plumbeus-Larven, ausgehend vom dritten Stadium bis zur Puppe bei
einer Temperatur von 11° C (+/- 1° C). In der Woche, in der sie abgesammelt wurden, wurden die
Puppen bei 21° C Umgebungstemperatur zum Schlupf gebracht. Unterschieden wurde zwischen
ménnlichen (J) und weiblichen Miicken (). Die gestorbenen und nicht geschliipften Puppen sind
ebenfalls aufgefiihrt (). Die Larven der Charge 3 entstammen der Baumhdohlenpopulation aus
Wiesbaden, die Larven der Charge 4 sind aus Mainz-Amoneburg.
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Ein weiteres Versuchsdesign brachte Aufschluss iiber die Entwicklungsdauer bei 4° C (+/- 1°
C) (s. Tabelle 7 und 8). Es konnte gezeigt werden, dass nach 56 Wochen, also einem Jahr bei
der niedrigen Temperatur die durchschnittliche Uberlebensrate iiber 75 % (Charge 1: 87 %,
Charge 2: 86 %, Charge 4: 86 %, Charge 4: 74 %) lag. Die Larvenentwicklung stoppte im
vierten Stadium, Verpuppungen wurden bei dieser Temperatur nicht beobachtet. Nach der 56.
Woche wurden aus jeder Charge 20 Viertlarven entnommen und zur Untersuchung der
Weiterentwicklung bei 21° C (+/- 1° C) Umgebungstemperatur aufgezogen. Aus den Puppen
schliipften nach einer Ruhezeit von durchschnittlich 8 Tagen und einer durchschnittlichen
Gesamtzeit nach Temperarturerh6hung von 18 Tagen die Imagines. Geflittert wurden die
Larven mit Brekkis® nach Bedarf. Die Mortalititsrate der Puppen lag mit 8,8 % (Charge 1: 15
%, Charge 2: 5 %, Charge 4: 5 %, Charge 4: 10 %) in normalen Grenzen. Auch war keine

abnorme Signifikanz bei der Geschlechtsverteilung der geschliipften Miicken zu erkennen.

Woche | ) 156 132 |36 |40 |44 |48 |52 |56 |60 |64 | 68
Charge
] 187 | 187 | 186 | 185 | 184 | 175 | 174 | 174 | 174 | 149 | 125 | 124
2 200 [ 200 | 192 | 191 | 188 | 188 | 173 | 172 | 172 | 150 | 150 | 138

Tab. 7: Entwicklungsgeschwindigkeit der An. plumbeus-Larven, ausgehend vom dritten Stadium bei
einer Temperatur von 4° C (+/- 1° C). Aufgefiihrt sind die Anzahl der Larven in Intervallen von 4
Wochen. Die Larven der Charge 1 stammen aus der Freudenstadt-Population, die Larven der Charge 2
aus der Germersheimer-Population. Nach Ablauf der 56. Woche wurden 20 Larven aus jeder Charge
entnommen und bei einer Temperatur von 21° C aufgezogen (s. Tabelle 9).

Woche | ) 15¢ 132 |36 |40 |44 |48 |52 |56 |60 |64 | 68
Charge
3 48 | 48 | 48 | 48 | 48 | 48 | 43 | 43 | 43 | 22 | 22 | 22
4 50 | 50 |50 | 46 | 46 | 39 |39 | 38 |37 |17 |17 ]| 17

Tab. 8: Temperatur von 4° C (+/- 1° C). Aufgefiihrt sind die Anzahl der Larven in Intervallen von 4
Wochen. Die Larven der Charge 3 entstammen der Baumhdhlenpopulation aus Wiesbaden, die Larven
der Charge 4 sind aus Mainz-Amoéneburg. Nach Ablauf der 56. Woche wurden 20 Larven aus jeder
Charge entnommen und bei einer Temperatur von 21° C aufgezogen (s. Tabelle 9).
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Das Experiment endete nach einer Laufzeit von 68 Wochen. Abziiglich der entnommenen 20
Larven erlebten das Ende der Versuchsreihe in der Charge 1: 68,9 %, Charge 2: 76,7 %,
Charge 4: 73,3 %, Charge 4: 56,7 %. Es wurde wihrend der Uberpriifungen mehrmals
karnivores Verhalten der Larven beobachtet. Die als Nahrung dienenden Larven waren
natiirlich  gefarbt und =zeigten auch keinerlei fir Kadaver charakteristische
Auflosungserscheinungen. Dies liel den Schluss zu, dass die Larven erst unmittelbar zuvor
durch die Uberwiltigung des Artgenossen starben.

Nach der 68. Woche wurden abermals aus den Chargen 1 bis 3 je 20 Larven sowie aus der
Charge die verbleibenden 17 Larven bei 21° C (+/- 1° C) aufgezogen (s. Tabelle 9). Die
Mortalitét der Puppen lag mit Charge 1: 30 %, Charge 2: 15 %, Charge 4: 30 %, Charge 4:
23,5 % hoher als in der 56. Woche. Die Verteilung der Geschlechter war normal. Die
Entwicklung zur Puppe war synchron und betrug 9 Tage. Nach weiteren 8 bis 10 Tagen

schliipften die Imagines. Gefiittert wurde ebenfalls nach Bedarf mit Brekkis®.

Charge
Woche I 2 3 4
4 10 9 8 7
56 Q 7 10 | 11 | 11
T 3 1 1 2
d 5,18 88
68 Q 9 7 6 5
T 6 5 6 4

Tab. 9: Die Larven aus den Langzeitversuchen zur Larvenentwicklung bei 4° C wurden in der 56. und
68. Woche entnommen und bei 21° C (+/- 1° C) aufgezogen. Aus den Chargen 1 bis 3 wurden je 20
Larven und aus der Charge 4 17 Larven untersucht. Individuen der Charge 1 stammen aus der
Freudenstadt-Grubenpopulation, die Larven der Charge 2 aus der Germersheimer-Grubenpopulation. Die
Charge 3 entstammt der Baumhohlenpopulation aus Wiesbaden, die Larven der Charge 4 sind aus
Mainz-Amoneburg.
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2.3.1.7 Lebenserwartung der An. plumbeus-Weibchen

Untersucht wurde die Lebensdauer der Weibchen bei einem Temperaturgefiige von 21° C (+/-
1° C) am Tage und 18° C (+/- 1° C) in der Nacht. In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der
tiberlebenden Miicken in einer Zwei-Wochenperiodik zusammengefasst dargestellt. In der
Charge 1 begann ab der 7. Woche ein kontinuierlicher Bestandsriickgang. Nach 26 Wochen
starb das letzte Weibchen. In Charge 2 ging ab der 9. Woche der Miickenbestand im Kifig
signifikant zuriick. Die letzten 2 Weibchen starben zwischen der 23. und 24. Woche.

In beiden Baumhohlen-Chargen waren die Uberlebensraten bis zur 10. Woche konstant.
Gegen Ende der 11. Woche kam es zu den ersten groBeren Ausfillen. Ein Weibchen lebte 23
Wochen und damit 6 Wochen lidnger als die ilibrigen Miicken aus der Charge 3. Die
Ergebnisse der 4. Charge sind mit denen der 3. Charge vergleichbar. Hier iiberlebten 2
Weibchen 24 Wochen.

Woche |+ /s 15 19 |11 |13 |15 |17 |19 |21 |23 | 25 | 27
Charge
] o8 |91 |8 |68 |41 16| 7 | 3| 3| 1|1 ]1]o0
2 100 9290|7961 3718 9| 7|51 21010
4 30 1302029241814 5| 11| 1 0
5 2012012027126 11| 8| 8|33 |21]101]0

Tab. 10: Untersuchung der Lebensdauer von An. pulmbeus-Weibchen bei eine Tagestemperatur von 21° C
(+/- 1° C) und einer um 3° C abgesenkten Nachttemperatur. Angegeben sind die am Ende der jeweiligen
Woche iiberlebenden Miicken. Die Chargen entstammen aus unterschiedlichen Vorkommen, wobei Nr.1
(Rhein-Taunus-Kreis) sowie Nr. 2 (Schwibisch Hall) aus Gruben entnommen wurden, wahrend Nr. 3 und
Nr. 4 aus Baumhohlen rund um den Flughafen stammen.

Weitaus geringer war die Lebensdauer der Miickenweibchen in der folgenden Versuchsreihe
(s. Tabelle 11). Bei einer iiber den Versuchszeitraum konstanten Temperatur von 26° C (+/-
1° C) zeigen bereits in Charge 1 nach Ablauf der 4. Woche sowie in Charge 2 ab der 5.
Woche einen erheblichen Riickgang der Individuendichte. Nach maximal 11 Wochen waren

alle Weibchen gestorben.
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Die Baumhohlenmiicken der Chargen 3 und 4 zeigte sich eine Reduktion der Individuen auf
75 % iberlebender Weibchen ab Anfang der 7. Woche. Mitte der 12. Woche verstarb das
letzte Weibchen.

In beiden Versuchsreihen konnten in den Kéfigen mit den Individuen aus den Baumhdhlen,
welche mit nur 30 Weibchen besetzt waren, weniger Flugaktivitidten beobachtet werden als in

den Kéfigen mit den 100 Weibchen der Grubenpopulationen.

Woche |\ {1y 15 14 |5 |6 [7 |s |9 |10 |11 |12
Charge
1 100199 199 195 7659271591100
2 o4 | 93 o1 |89 242|156 |al2]2]0
4 30130201291 270200 922121110
5 30130303028 2143310l o0]lo0

Tab. 11: Untersuchung der Lebensdauer von An. plumbeus-Weibchen bei einer konstanten
Temperatur von 26° C (+/- 1° C). Angegeben sind die am Ende der jeweiligen Woche iiberlebenden
Miicken. Die Chargen entstammen aus unterschiedlichen Vorkommen, wobei Nr.1 (Rhein-Taunus-
Kreis) sowie Nr. 2 (Schwibisch Hall) aus Gruben entnommen wurden, wiahrend Nr. 3 und Nr. 4 aus
Baumhdhlen rund um den Flughafen stammen.
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2.3.2 Empfindlichkeit der Anopheles plumbeus-Larven gegeniiber

Bacillus thuringiensis israelensis

Die Mortalititsraten der Anopheles plumbeus-Larven errechnen sich als Mittelwert aus den
zwoOlf mit einer Bti-Konzentration durchgefiihrten Versuchen. Die Mortalitdtsrate wird als
absolute GroBBe dem Ablesezeitpunkt (T) gegeniibergestellt. T wird numerisch von 0 bis X
angegeben, wobei 0 fiir den Zeitpunkt der Applikation steht, und X den Zeitpunkt der letzten
Auswertung wiedergibt. Die Zeitintervalle werden in Stunden (h) angegeben. Die Tabelle
informiert liber die Gesamtzahl (n) der Versuchstiere pro Konzentration. Den Mortalitétsraten
sind in der Tabelle 12 die aus den 12 Versuchsansitzen errechneten Standardabweichungen
gegeniibergestellt. Auf die Ubertragung der Standardabweichung in das Diagramm der
Abbildung 21 wurde der Ubersichtlichkeit wegen verzichtet.

Die Mortalititsrate der Kontrolle lag deutlich niedriger als die der Bti-Konzentrationen und
stieg signifikant mit zunehmender Wirkstoffkonzentration an. Bei der hochsten Dosis von 0,1
mg/l lag sie nach Ablauf von 48 Stunden bei 96,11 %. Die hohen Werte der
Standardabweichung spiegelten die heterogenen Einzelergebnisse der Versuchsreihen wieder,
welche im Anhang Kapitel 6.3 aufgefiihrt sind. Der kontinuierliche Anstieg der Mortalitéten

der Bti-Konzentrationen, abhéngig von der Versuchsdauer, ist anschaulich in Abbildung 21

zu sehen.

Konzentration Mortalitétsrate in % nach

in ppm (mg/1) 24 h 48 h
Kontrolle 1,7 (£3,0) 94 (£6,6)
0,008 13,3 (+£10,6) 31,7 (£16,4)
0,01 28,9 (£11,1) 51,7 (£19,5)
0,02 31,1 (£13,1) 58,3 (+12,8)
0,03 43,9 (£16,7) 64,4 (+£16,9)
0,04 37,2 (£17)9) 66,7 (+18,2)
0,05 55,0 (+18,0) 82,2 (£15,9)
0,075 70,0 (£17,4) 93,3 (£9.4)
0,1 84,4 (+14,0) 96,1 (£6,0)

n=180

Tab. 12: Bti-Assay mit Anopheles plumbeus. Aufgefiihrt sind die Mortalitdtsraten nach 24 und
48 Stunden (h). Den Werten sind die Standardabweichungen errechnet aus 12 Wiederholungen
mit je 15 Larven pro Konzentration gegeniibergestellt; n gibt die Gesamtzahl der Larven pro
Konzentration an.
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=
Kontrolle 0,008 mg/l 0,01 ng/l 0,02negl 0,03mgl 0,04ngl 0,05ngl 0,075 mgl 0,1 ngl
Konzentrationen

B Mortalitit nach24h 0O Mortalitit nach 48 h

Abb. 21: Bti-Assay mit Anopheles plumbeus. Aufgefithrt sind die Mortalititsraten nach 24 und
48 Stunden (h) aus Tabelle 12.

Mittels einer Log-Probit-Analyse wurden die LC-Werte fiir den Zeitpunkt t = 24 h sowie t =
48 h berechnet. Grundlage dieser Berechnung sind die statistisch aufgearbeiteten
Mortalititsraten. Diese Sterberaten unterscheiden sich von den errechneten Mittelwerts-
Mortalitétsraten, da hier die Ausfille in den Kontrollen mit in die Berechnung einflossen (s.
Tabelle 12). Des Weiteren wurde die Anzahl der je Bti-Dosis tatsdchlich gestorbenen Larven
mit der statistisch errechneten Todesrate verglichen. Mit einer CHI-Quadrat-Analyse wurden
die  tatsdchlichen mit den erwarteten  Mortalititen  verglichen. Bei den
Wirkstoftkonzentrationen von 0,01 mg/l sowie bei 0,04 mg/l lag durch den Unterschied
beider Mortalititen der CHI>-Wert iiber zehn. Nach weiteren statistischen Analysen, die kein
anderes Ergebnis zeigten, wurde der Unterschied beider Werte als Besonderheit des
biologischen Testsystems gewertet (s. Tabelle 13).

In der Tabelle 14 sind die wichtigsten LC-Werte gekoppelt an eine Zuverldssigkeit von 0.95
angegeben. Bei der angegebenen Konzentration sterben rechnerisch die dem LC-Wert
entsprechende prozentuale Anzahl der Versuchstiere. Dies bedeutet, dass bei dem LC 50 die
Hilfte aller Versuchstiere bei einer Dosis von 0.01719 mg/l Bti IPS 82 sterben, und das mit
einer Wahrscheinlichkeit von 95 %. Die LC 50-Dosis liegt mit einer Wahrscheinlichkeit von
0 bis 1 im Bereich von 0,01226 mg/I1 bis 0,02399 mg/l. Die in der Tabelle aufgelisteten Werte
resultierten aus der Auswertung nach 48 Stunden. Das komplette Auswertungsprotokoll ist im

Anhang 8.2 eingefiigt.
53




Bionomie und Verbreitung

Ergebnisse

Mortalitét Anzahl
Dosis korrigiert Larven  gestorben gestorben CHI*-
in % gesamt  tatsdchlich  erwartet  Verteilung
0,008 24,0 180 57 62,41 0,8182
0,010 46,3 180 93 72,33 10,6504
0,020 53,7 180 105 106,69 0,0644
0,030 60,5 180 116 126,42 2,7234
0,040 63,0 180 120 138,95 10,5434
0,050 80,2 180 148 147,49 0,009
0,075 92,6 180 168 160,00 3,2856
0,100 95,7 180 173 166,52 3,0555
Tatsdchliche Mortalitét in der Kontrolle: 9,44%
Geschatzte natiirliche Mortalitét: 10,00%

Anzahl der Iterationen:

Tab. 13: Bti-Assay mit Anopheles plumbeus. Die Tabelle zeigt die unter Einbeziehung der Sterberate
in der Kontrolle errechneten Mortalititen. Die tatsdchlich gestorbenen Individuen werden mit der

statistisch erwarteten Anzahl unter zu Hilfenahme einer CHI’-Analyse verglichen.

LC Dosis  Zuverléssigkeit Berechnete Streubreite
mg/l
10 0,00336 0,95 0,00147 <LC< 0,00754
50  0,01719 0,95 0,01226 <LC< 0,02399
90  0,08783 0,95 0,05341 <LC< 0,14603
99  0,33206 0,95 0,33206 <LC< 0,85896
t=48h

Tab. 14: Bti-Assay mit Anopheles plumbeus.

Angegeben sind die mit einer

Zuverldssigkeit von 95% berechneten LC-Werte zum Zeitpunkt t=48 h. Die berechnete
Streubreite gibt das Intervall des LC-Wertes iiber die ganze Zuverlassigkeitsskala wieder.
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2.4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmalig wesentliche Aspekte der Bionomie von An.
plumbeus nachgewiesen werden: Die urspriinglich als Baunhohlenbriiter lebende Art kann
anthropogen entstandene Habitate massiv bevolkern. An. plumbeus-Larven besitzten eine
bisher nicht beschriebene Kélteresistenz und koénnen lédngere Frostperioden unbeschadet
iiberstehen Aufgrund. der Befunde konnte die Dynamik der An. plumbeus-Population klar
dargestellt werden.

In den vier untersuchten Baumhohlenvorkommen Frankfurter Flughafen, Mainz-Amoneburg,
Stadtwald Wiesbaden im Bereich Goldgrund sowie im Wald der Gemeinde Bohl/Iggelheim
konnte An .plumbeus flichendeckend nachgewiesen werden. Dabei war keine Bevorzugung
von Dendrothelmen in bestimmten Badumen zu erkennen. Dies wird durch Blacklock (1920c¢)
bestitigt, der ebenfalls von keiner Bevorzugung der Baumhdhlen einzelner Baumarten als
Eiablageplédtze berichtete. Die Tatsache, dass die Larven hauptsdchlich in Buchen (Fagus
sylvatica) nachgewiesen wurden, korreliert bedingt durch ihre wachstumsspezifischen
Besonderheiten mit der hohen Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Baumhohlen bei dieser
Baumart. Ebenfalls spiegelt sich in der Besiedlung kiinstlicher Brutstitten die Akzeptanz
eines breiten Spektrum potentieller Eiablageplidtze wider. Bereits Martini (1920), Schuberg
(1927) und Mohrig (1969) listeten vereinzelt gemeldete Vorkommen quer durch Deutschland
auf. Ergiinzt mit den gewonnenen Erkenntnissen zur Verbreitung ist zu erwarten, dass An.
plumbeus flaichendeckend in Altholzbestdnden vorkommt. Diese Wilder weisen préadestiniert
durch ihre Alterstruktur eine hohe Dichte an wasserfiihrenden Baumhdhlen auf. Unterstiitzt
wird die Annahme der flaichendeckenden Verbreitung von An. plumbeus durch spontan
entdeckte Baumhohlen in anderen Waldbereichen, wie z.B. im Bereich Kyffhiuser sowie
entlang der Unstrut, bei Homburg an der Saar sowie im Vinchgau (Italien), die meist mit An.
plumbeus-Larven besetzt waren.

Da Baumhohlen héufig nur tempordr Wasser fiihren, ist neben ihrer Verfligbarkeit ein
ausreichender Niederschlag der Faktor, welcher den Bestand darin briitender Miicken
reguliert. Dies wirkt sich besonders auf An. plumbeus aus, deren Eier eine anhaltende
Trockenperiode nicht liberstehen. Nach Angaben von Blacklock (1920) und Mohrig (1969)
bleiben die Eier mehrere Wochen in sehr feuchter, nicht iiberfluteter Umgebung schlupffahig;
dafiir konnten in dieser Studie keine Anhaltspunkte gefunden werden. Die im gleichen Biotop
vorkommende Waldmiicke Oc. geniculatus ist dagegen in der Lage, auch léngere

Trockenperioden im Eistadium zu iiberdauern, sofern die Feuchtigkeit einen kritischen Wert
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nicht unterschreitet (Yates, 1979). Wie alle Culiciden ist auch An. plumbeus ein
Expansionsorganismus. Wurden in der Ndhe bestindig wasserfithrender Brutstétten, also dort,
wo eine stabile Population vorkam, in einer Hohe von 3 bis 5 Metern kiinstliche
Brutmdglichkeiten angebracht, waren diese wihrend der Flugperiode der Imagines binnen 10
Tagen mit Larven besetzt. Eine Spontanbesiedlung dieser auch als Ovitraps bezeichneten
Eiablagepldtze fand auch dann statt, wenn vegetationsbedingt im ndheren Umfeld keine
Larvenvorkommen zu erwarten waren. Eine groe Akzeptanz von neuen Brutstitten zeigt
auch die Besiedelung von Altreifen (Karch, 1995). Neben einzeln im Wald liegenden
Exemplaren wurden Reifen, die bis zu ihrer thermischen Verwertung zu Millionen lagerten,
von An. plumbeus als Eiablagepldtze angenommen. Durch ihre typische Form verbleibt nach
Niederschldgen immer Wasser im Reifen. In Verbindung mit eingetragenen Blittern und
mineralischen Bestandteilen entstehen so geeignete Bedingungen fiir eine Brutstitte.

Wihrend die Larven von Oc. geniculatus in allen Stadien das Jahr iliber vorhanden sind, zeigt
sich bei An. plumbeus eine deutliche dem Jahreszyklus unterworfene Periodik. Dabei
entwickeln sich die Larven weitgehend synchron. Ausgelost von den steigenden
Temperaturen schliipft die erste Miickengeneration aus den sich nun schnell verpuppenden
Viertlarven. Die aus den abgelegten Eiern dieser Imagines resultierende néchste
Larvengeneration entwickelt sich bis zum Spdtsommer zur zweiten Miickengeneration. Mit
dieser Jahresperiodik ist die Stechmiickenart an die niederschlagsarme Zeit wéhrend des
Sommers angepasst. Im Frithjahr werden unterschiedlichste Baumhohlen zur FEiablage
genutzt. Bedingt durch die niederschlagsarmen Sommermonate trocknen viele Brutstétten
wihrend dieser Zeit aus. Die Larven konnen zwar kurzfristig im nassen Mulm iiberleben,
sterben aber bei fehlender Flutung ihrer Brutstitte ab. Zudem schwindet das Angebot an
geeigneten Larvenhabitaten deutlich. In dieser Zeit ist es wenig effektiv eine grole Anzahl
von Imagines, also Verbreitungsstadien, hervorzubringen, um neue Baumhdhlen als
Brutstitten zu besetzen. Ergédnzend kommt hinzu, dass in den baumhohlentragenden
Altholzbestinden das Klima im Verlauf des Sommers auch fiir austrocknungsgefahrdete
Miicken immer ungiinstiger wird. Die Luftfeuchtigkeit sinkt bei zunehmender Austrocknung
des durch die Hallenstruktur spdrlich bewachsenen Bodens. Mit dieser Strategie, bei
allgemein ungiinstigen Umweltbedingungen ihre Population iiber das Larvenstadium am
Leben zu halten, gleichen die Anopheles-Miicken ihre fehlende Trockenresistenz der
Eistadien wieder aus. Im Gegensatz dazu ist bei Oc. geniculatus das Uberdauern von
Trockenperioden im Eistadium (s. oben) (Yates, 1979) sowie das aperiodische

Larvenwachstum innerhalb einer Vegetationsperiode und damit das stdndige Vorhandensein
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von Flugstadien die Grundlage fiir die stirkere Verbreitung. Sie sind damit in der Lage
kurzfristig neue Brutstétten zu besiedeln. Geeignete, aber trocken gefallene, Larvenhabitate
werden zur Eiablage genutzt. Aus diesen kénnen unmittelbar nach einer Uberschwemmung
die Larven schliipfen und sich umgehend zur Miicke entwickeln.

In den letzten Jahren kam es mit steigender Tendenz zu Beschwerden iiber aggressiv
stechende Miicken in Ortschaften sowie einzelnen Gehoften. Der Plageerreger konnte jeweils
wihrend einer Ortsbegehung sehr schnell bestimmt werden. Wichtig war es, die Ursache der
rdumlich begrenzten Stechaktivitidten von An. plumbeus zu ermitteln. Anfliige von mehr als
100 Weibchen pro Minute konnten nur aus einem enormen Larvenvorkommen resultieren.
Giillegruben, die zum Auffangen des mit Stickstoffverbindungen angereicherten Wassers,
unterhalb von Misthaufen angelegt wurden, dienten den Miicken als Brutstitten. Auch
ausgediente Jauchegruben, die ehemals mit den Abwéssern aus der Schweine- oder
Rindermast gespeist wurden, beherbergten An. plumbeus-Larven. Die Frage war, warum
massive Belédstigungen durch diese Stechmiicke erst in letzter Zeit auftraten. Die Entdeckung,
dass An. plumbeus auch andere Brutstitten als Baumhohlen nutzt, war nicht ganz so neu.
Bereits Vogel (1940) erwdhnte in seiner Abhandlung iiber die Stechmiicken Wiirttembergs
eine Beldstigung durch diese Anopheline. Thre Brutstitte wurde nach langem Suchen in
ausgedienten Farbgruben einer nahen Firberei entdeckt. Auch die Beschreibung von
Blacklock und Carter (1920c), die von mehreren Imagines in der Ndhe eine Bauernhauses
berichteten, ohne dabei Baumhohlen gefunden zu haben, ldsst auf die mit hoher
Wahrscheinlichkeit vorhandene Grube als Brutstitte schlieBen. Warum die Beschwerden sich
in den letzten Jahren hiuften, hat zwei wesentliche Griinde. Der erste ist die tatsdchliche
Expansion der Miicke und eine daraus resultierende Belédstigung, ausgehend von der
Besiedlung neuer Brutstitten die durch ihre Grofe die Grundlage fiir eine Massenvermehrung
darstellen. Zweitens ist die Stdrke einer Beldstigung immer dem subjektiven Empfinden
unterworfen. In den meisten Fillen beschwerten sich neu hinzugezogene Menschen iiber die
penetrant stechenden Miicken. Nach Befragung der Nachbarn der Beschwerdefiihrer traten die
Beléstigungen zwar zuvor schon auf, wurden von den bodenstindigen Anwohnern auch
bemerkt, aber nicht als unabwendbare Plage angesehen. Miickendichte Gaze an Fenstern und
Tiiren schiitzte das Innere der Wohnungen vor dem unliebsamen Geziefer und Repellentien
ermdglichten den stichfreien Aufenthalt im Freien. Waren die Stechaktivititen zu
unangenehm, wich man mit der Freizeitnutzung in miickenfreie Gebiete aus.

Die unterirdisch gelegenen Gruben bieten ideale Bedingungen fiir die Entwicklung der

Larven. Meist wird nach ihrer Stilllegung der fliissige Inhalt ausgefahren und die Gruben
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dadurch geleert, zuriick bleibt eine nihrstofthaltige Schlammschicht. Nach erneutem,
allmdhlichem Auffiillen durch Regenwasser oder Abwasser aus den Stallungen, entstehen so
geeignete Bedingungen fiir die Larven. Auch Gruben, deren dariiberliegender Misthaufen mit
einem hohen Anteil an Stroh oder Holzspianen, wie das bei der Pferde-, Hasen- oder Schaf-
bzw. Ziegenhaltung der Fall ist, bestiickt sind, werden als Brutstitten angenommen. Der
frische Mist von Schweinen und Rindern ist ohne Einstreu von wenig fester Konsistenz und
schwimmt flachendeckend auf der Jauche. Miickenlarven, die obligat atmosphérische Luft
benétigen, kdnnen unter diesen Bedingungen nicht iiberleben und ersticken bzw. das
Weibchen findet hier keine offene Wasserfliche, um seine Eier abzulegen. Diese
Jauchegruben eignen sich erst als Brutstitten, wenn diese Schwimmschicht nach einer
Stilllegung oder weniger intensiven Nutzung nicht mehr vorhanden ist. Auch Fékaliengruben,
die im Zuge einer Kanalisierung bestehen bleiben, aber nicht mehr mit Abwéssern gefiillt
werden, sind ebenfalls ideale Culiciden-Brutstitten. Unter diesen Bedingungen findet An.
plumbeus gute Voraussetzungen fiir eine optimale Larvenentwicklung vor und kann sich so in
grofler Zahl vermehren.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass Larven von An. plumbeus hohere pH-Werte tolerieren
als die sympatrisch vorkommenden Culiciden. Wahrend bei den in den Baumhohlen
gemessenen pH-Werten bis 8,5 auch Culex pipiens und Oc. geniculatus vorkamen, lebten in
den Gruben bei Werten ab 8,5 bis maximal 9,2 nur Larven der Fiebermiicke. Besatzdichten
bis 180.000 Individuen pro Quadratmeter sind ein Beweis fiir eine gute Anpassung an die
extremen Bedingungen. Dabei handelt es sich nicht um eine Fahigkeit, die nur zufillig in
einem Verbreitungsgebiet ausgepragt ist. Das Phdnomen der Akzeptanz hoher pH-Werte trat
in allen beobachteten Grubenvorkommen auf. Diese Toleranz verschaftt An. plumbeus einen
entscheidenden Vorteil gegeniiber anderen Culiciden, die in einem gemeinsam genutzten
Larvenbiotop direkte Nahrungskonkurrenten sind.

Ein weiterer Vorteil einer Grube als Brutstitte sind ihre konstanten klimatischen
Bedingungen. Wéhrend eine Baumhohle aufgrund ihres kleinen Volumens bei geringen
Niederschldgen im Sommer schnell austrocknen kann (s. oben), besteht diese Gefahr bei einer
Grube nicht. Auch wenn ihr Inhalt abgesaugt wird, verbleibt ausreichend Ndahrmedium in der
Grube, um einen Fortbestand der Art zu gewéhrleisten. Forderlich fiir das Anwachsen der
Population sind die in den Gruben bestehenden Temperaturen. Das umgebende Erdreich und
die Grubendecke, die meist zusitzlich durch Humus, Mist oder Stroh abgedeckt ist, stellen

eine hervorragende Isolierung dar. Zusitzlich produzieren die Mikroorganismen bei ihren Ab-
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und Umbauprozessen im Ndhrmedium Wairme. So wurden im Winter bei extremen
Aullentemperaturen von -21° C in der Giillegrube keine Werte unter 6° C gemessen.

Unter diesen konstanten Lebensbedingungen entwickeln sich die Larven in den Gruben
ebenso synchron wie die der Baumhohlenvorkommen und bringen zwei Miickengenerationen
pro Jahr hervor. Dies mit dem Unterschied zum naturnahen Larvenhabitat, dass die Massen an
synchron schliipfenden Miicken der Gruben zu einer starken Beldstigung fiihren. Fiir
Baumhohlen briitende Vorkommen ist dieses extreme Phdnomen nicht bekannt.

Die Hauptaktivititszeit der Miicken lag auch hier im Friihjahr und im Spitsommer.
Ausgehend von einer dicht besiedelten Grube erschlossen die Miicken entlang ihren
schattigen Ruhepldtzen neue Brutbiotope. Dabei wurden auch in weniger giinstigen
Brutstitten wie Regenwassertonnen und sonstige mit klarem Wasser gefiillte kleine
Behiltnisse Larven nachgewiesen. Da An. pumbeus-Miicken bei ldngerem Aufenthalt in der
Sonne auszutrocknen drohen und auch sonst scheinbar keine weiten Strecken auf einmal
zuriicklegen, nutzen sie beschattete Ruheplitze als Trittsteinbiotope zur aktiven ErschlieBung
neuer Lebensrdume. Ideale Lebensrdume, die sich durch vorhandene Brutstitten und
Blutspender anboten, aber durch eine Brache ohne horizontale Strukturen von einem An.
plumbeus-Vorkommen getrennt waren, konnen nur durch Windverdriftung erobert werden.
War dies aufgrund ungiinstiger Windrichtungen nicht moglich, wurden dort auch keine
Larven oder Miicken nachgewiesen (Kapitel 2.3.1.2.3).

Fiir die zwei, im Jahre 1997 in Duisburg aufgetretenen autochthonen Malariafélle (Kriiger et
al., 2001), wurde basierend auf dem Nachweis einer Baumhohle mit Larven, auch An.
plumbeus als mdglicher Ubertriger diskutiert. In dem Krankenhaus wurde zur gleichen Zeit
ein Midchen aus Angola an einem Kieferabszess behandelt. Wie sich spiter herausstellte, war
sie symptomlos P. falciparum-positiv. Die Ubertragung von Patient zu Patient wurde formal
ebenso ausgeschlossen wie die Infektion iiber eine P. falciparum tragende tropische Miicke.
Jain S. et al. (2005) konnten am Beispiel eines aktuellen Falles belegen, dass eine
unbemerkte Ubertragung der Malariaerreger von Patient zu Patient sehr wohl mdglich
ist. Als Ergebnis seiner Studie fordert er die Abschaffung aller Multiinfusionssysteme
aus den Krankenhdusern und Arztpraxen.

Es ist allerdings auch sehr unwahrscheinlich, dass An. plumbeus, eine Miicke die leicht
auszutrocknen droht, eine Distanz von 700 Metern iiber Beton und Asphalt von ihrem
Brutareal im Park in das Krankenhaus zuriicklegt, zudem der Sommer trocken und heil3 war
und potentielle Blutspender jeglicher Art in einem Stadtpark nicht selten sind. Die

Entwicklungszeit von P. falciparum dauert bei einer durchschnittlichen Temperatur von 26° C
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immerhin 14 Tage (Warrell und Gilles, 2002). Eine Zeitspanne, die in klimatisierten Rdumen
fiir eine Stechmiicke ohne ausreichende Fliissigkeitsversorgung nicht zu iiberleben ist. Zudem
ist diese tagaktive, schwarze Miicke, die langsam aber direkt den potentiellen Blutspender
anfliegt, nur schwer zu iibersehen. Die aufgefiihrten Tatsachen unterstiitzen in diesem Fall
nicht den Verdacht, dass es sich bei dem Ubertriiger um ein aus dem Park stammendes A4n.

plumbeus-Weibchen gehandelt hat.

Die Frage nach der Uberwinterung von An. plumbeus aus Baumhohlenpopulationen wird von
allen Autoren (Blacklock, Carter, 1920c; Martini, 1952; Mohrig, 1969; Becker et al., 2003)
dhnlich beantwortet. Prinzipiell gehen die Autoren davon aus, dass die Art im Larvenstadium
liberwintert. Dabei verbringen die Larven die kalte Jahreszeit im Mulm ihres Habitats und
konnen dort auch lédngere Zeit bei zugefrorener Oberflache {iberstehen. Anhaltende
Frostperioden, in denen die Baumhohlen ganz durchfrieren, fiihren zu groen Ausfillen bis
hin zum Erléschen des Larvenvorkommens.

Dieser Annahme steht die Hohenverbreitung der Miicke, die bis zu einer Hohe von 2000
Meter angegeben wird, gegeniiber (Blacklock, Carter, 1920c; Mohrig, 1969; Becker et al.,
2003; Schaffner et al., 2001). Unter Beriicksichtigung der Tiefsttemperaturen, die im Winter
in den Hochwildern Mittel- und Osteuropas iiber einer Hohe von 1000 Metern erreicht
werden, scheint in diesen Regionen ein Uberleben von An. plumbeus ohne ausgeprigte
Frostresistenz nicht moglich. Bereits in den Mittelgebirgen bis zu einer Hohe von 1000
Metern sind anhaltende Dauerfrostperioden keine Seltenheit. Die Ergebnisse in den Kapiteln
2.3.1.5 bzw. 2.3.1.6 zur Frost- und Kdéltevertraglichkeit zeigen, wider allen bisherigen
Annahmen, eine sehr gute Adaption von An. plumbeus an extrem niedere Temperaturen.
Immerhin iiberlebten 68 % der Larven eingeschlossen im Eis eine 14-tigige Frostperiode bei
-20° C. Dabei war kein signifikanter Unterschied der Sterberate zwischen Baumhohlen- und
Grubenpopulationen zu erkennen. So haben auch die Vorkommen von An. plumbeus aus den
frostfreien Gruben ihre Fahigkeit der Kélteadaption nicht verloren. Ein weiterer Hinweis der
Anpassung an niedere Temperaturen zeigte die Verzogerung der Larvenentwicklung bei einer
Temperatur von 4° C. Wihrend des Versuchsintervalls von 68 Wochen stoppte die
Entwicklung der Larven im vierten Stadium. Das Ende der Untersuchungen erlebten dabei 68
% der Versuchsindividuen. Die lange Entwicklungspause beeinflusste nur in geringem Malle
die Weiterentwicklung der Larve iiber das Ruhestadium zur Miicke. So entwickelten sich
nach 54 Wochen Kiélteruhe 91 % der bereitgestellten Larven bei 21° C Umgebungstemperatur

zu Imagines. Nach weiteren 14 Wochen Kéltestagnation entwickelten sich 73 % der Larven
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zu Micken. Beide Testreihen zeigten keine Auffalligkeiten beziiglich der
Geschlechtsverteilung der geschliipften Miicken. Auch gab es keine signifikanten
Unterschiede in den Mortalititsraten der Versuchsorganismen aus Gruben- sowie
Baumhohlenvorkommen.

An. plumbeus gilt als eurygam. Um erfolgreich zu kopulieren, formieren sich die
Miickenmédnnchen iiber markanten Strukturen zu zylindrischen Hochzeitsschwiarmen. Die
Weibchen werden beim vertikalen Durchfliegen dieser Schwirme von den ménnlichen
Individuen angeflogen und im Idealfall auch begattet. Ein stenogames Verhalten, welches fiir
die Gruben briitende Anopheline von Vorteil wire, konnte weder in den Freilandversuchen
noch unter Laborbedingungen nachgewiesen werden. Ebenfalls konnte kein Nachweis einer
Autogenie erbracht werden wie dies Schaffner e al. (2001) fiir An. plumbeus angibt. Dagegen
konnte gezeigt werden, dass Weibchen auch ohne Insemination aktiv nach Blutspendern
suchen und diese aggressiv stechen. Nach erfolgter Blutmahlzeit bilden diese Weibchen Eier
aus. Es konnte kein Beweis erbracht werden, dass die Weibchen ohne vorherige Blutmahlzeit
Eier produzierten. Stenogames Verhalten in Verbindung mit einer ausgepriagten Autogamie ist
fiir eine Spezies, die partiell geschlossene Brutstitten besiedelt, ein Uberlebensvorteil
(Aslamkhan, Laven, 1970). Beide Eigenschaften sind bei Culex pipiens pipiens Biotyp
molestus vereint (Becker et al., 2003). Thr daraus resultierender Expansionserfolg zeigt sich in
der Besiedelung von 98 % der wihrend der Projektdauer untersuchten 256 unterirdischen
Brutstitten. Eine grubenbriitende Miickenspezies, die weder in begrenzten Riumen
erfolgreich kopuliert, noch die Féhigkeit besitzt ohne eine Blutmahlzeit ein Eigelege zu
produzieren, kann durch hermetisches Abriegeln ihrer Brutstitte zuverldssig bekampft
werden. Essentiell ist dabei, neben der Kartierung aller Brutstitten eines An. plumbeus-
Vorkommens, die genaue Begutachtung der Gruben, um jede noch so kleinen Offnungen zu
erkennen. Den Miicken dienen bereits Durchlisse von einem cm?im weitldufigen verzweigten
Zuleitungssystem der Grube als Ein- bzw. Ausgang. Ist ein hermetisches Verschlieen der
Grube nicht mdglich, kann ergdnzend ein geeignetes Larvizid eingesetzt werden. Da der
Grubeninhalt weiterhin zu Diingezwecken in Agrarkulturen ausgebracht werden kann, sollte
hier ein fiir Culiciden selektiver Wirkstoff verwendet werden. Mit Hilfe von Bioassays konnte
die Empfindlichkeit der Larven gegeniiber Bacillus thuringiensis var. israelensis (Serotyp
H14) bestimmt werden. Unter Laborbedingungen totete eine Dosis von 0,1 ppm des
hochaktiven Stammes IPS 82 nach 48 Stunden 96 % der An. plumbeus-Larven. Im Einsatz in
den Gruben zeigten sich Konzentrationen von 1 bis 5 ppm des handelsiiblichen Bti-Préparates

Vectobac 12 AS® (ValentbioSciences) als effektiv fiir eine Larvenbekimpfung. Die

61



Bionomie und Verbreitung Diskussion

Berechnung der volumenbezogenen Dosis erfolgt auf der grundlegenden Beobachtung, dass
sich die Larven hauptsdchlich in den ersten 10 cm ihres Biotops aufthalten. Nur bei massiven
Storungen tauchen sie weiter ab. Die Effektivitit des Wirkstoffes ist indirekt abhédngig von
der Temperatur. Bei niederen Temperaturen ist der Energiebedarf geringer, es wird also
weniger Nahrung aufgenommen. Auch ist der Aktionsradius der Larven eingeschrinkt. Bei
Temperaturen des Larvenhabitats unter 12° C empfiehlt es sich, eine Dosis von 5 ppm
anzuwenden. Bei Temperaturen dariiber kann diese bis auf 1 ppm gesenkt werden. Der Erfolg
der Mallnahme muss nach 48 Stunden iiberpriift werden. Damit Bti wirkt, muss es von seinem
Zielorganismus oral aufgenommen werden, daher werden Eier und Puppen von ihm nicht
beeinflusst. Um eine Brutstitte dauerhaft erfolgreich zu bekdmpfen muss nach der
Erstapplikation routineméBig kontrolliert werden, ob weitere Larven aus noch vorhandenen
Eiern geschliipft sind. Einem positiven Befund muss bis zum Erreichen der Puppenruhe mit

einer erneuten Bti-Behandlung begegnet werden.
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3 Vektorkompetenz von Anopheles plumbeus unter
besonderer Berucksichtigung von Plasmodium

falciparum

3.1 Einleitung

3.1.1 Plasmodium falciparum

Wie alle Malariaerreger benétigt auch P. falciparum zwei Wirte, um seinen Lebenszyklus zu
vollenden (s. Abbildung 22). Der Endwirt, in dem per Definition die Reduktionsteilung des
Parasiten erfolgt, ist die Anopheles-Miicke. Der Mensch gilt demnach in der Entwicklung der
Malariaerreger als Zwischenwirt. Die Anopheles-Miicke nimmt mit der Blutmahlzeit an
einem mit Plasmodium falciparum infizierten Menschen den Parasiten auf. Mit diesem
Wirtswechsel werden, mit Ausnahme der reifen Gametozyten, alle anderen parasitiren
Stadien verdaut. Streng genommen findet so eine Auslese statt, es wird nur das genetische
Material erfolgreich die Vektorpassage absolvieren, welches in der Lage ist, fertile
Gametozyten auszubilden. In der in vitro-Kultivierung von P. falciparum ist die Selektion
durch den Vektor nicht gegeben. Die Parasiten werden rein asexuell vermehrt und verlieren
mit der Zeit ihre Fahigkeit zur Bildung ausreichend fertiler Gametozyten.

Durch die spezifischen Bedingungen im Miickendarm und dem daraus resultierenden Anstieg
des pH-Wertes, in Verbindung mit dem Absinken der Temperatur, vollenden die haploiden
Gametozyten ihre Entwicklung. Sichtbar wird dies durch die Abrundung der zu Anfang
bananenférmigen Mikro- und Makrogametozyten. Dabei nimmt die Xanthurensdure eine
Schlisselfunktion ein (Sinden, Croll, 1975). Zwischen 10 bis 15 Minuten nach der
Blutaufnahme nimmt ein optisch eindrucksvolles Ereignis der Parasitenentwicklung seinen
Lauf. Wiéhrend der Exflagellation bildet der Mikrogametozyt befruchtungsfihige
Mikrogameten. Dabei werden aus den Mikrogametozyten 4 - 6 so genannte
Plasmaprotuberanzen ausgestiilpt, in welche die neu gebildeten Kerne einwandern. Die so
gebildeten fadenférmigen Mikrogameten 16sen sich mit wild schléngelnden Bewegungen vom

Restkorper und bewegen sich angelockt durch chemische Reize auf die Makrogameten zu, um
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diese zu befruchten. Der weibliche Gamet reift weitaus unspektakuldrer aus seinem
Gametozyten. Das Verschmelzungsprodukt beider Gameten, die diploide Zygote, entwickelt
sich nach 16 bis 24 Stunden zu einem Ookineten. Bis einschlieBlich zu diesem
Entwicklungsstadium im Vektor kann die Parasitenentwicklung auch in anderen, nicht
anophelinen Culiciden, nachgewiesen werden. Der Ookinet wandert durch die peritrophe
Membran zum Mitteldarmepithel, wo er sich zwischen Basallamina und Epithel zur Oozyste
differenziert. Dem neuen Entwicklungsabschnitt, der Sporogonie, geht eine Reduktionsteilung
voraus. Wihrend der Wachstumsphase der Oozyste durch mitotische Teilungen wachsen
einkernige Sporoplasten, in denen sich die Kerne weiter teilen. Diese Kerne wandern in die
Plasmaauswolbungen der Sporoplasten ein und bilden die Sporozoiten, die radidr in der
Oozyste angeordnet sind. Diese Mitteldarmsporozoiten werden in das Hdmocoel der Miicke
freigesetzt. Mit dem Hémolymphestrom werden sie zur Speicheldriise transportiert und

dringen durch das Epithel der Loben in diese ein.

Mensch

Speicheldriise

Sporozoiten .
poroz Himocoel

Sporozoiten
Schizonten

Merozoiten

Mitteldarmepithel

Ookineten

—_—
Merozoiten

Zygoten

Gameten
Mitteldarm

Gametozyten

Anopheles
-Miicke

Abb. 22: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Plasmodium falciparum. Der blaue
Bereich stellt die Entwicklung im Anopheles-Weibchen das. Der rote Pfeil zeigt die
Entwicklungsrichtung im Menschen.
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Die Entwicklungsgeschwindigkeit des Malariaerregers in der Anopheles-Miicke ist
temperaturabhédngig. Unterhalb einer Temperaturschwelle von 20° C im Durchschnitt
entwickelt sich P. falciparum nicht weiter. Bei einer Durchschnittstemperatur von 26° C
konnen bereits 12 bis 14 Tage nach der Infektion der Miicke mit dem Erreger der Malaria
tropica Sporozoiten in den Speicheldriisen nachgewiesen werden. Aus den Speichelgdngen
wandern sie bei einem erneuten Stich der Miicke iliber den Stichkanal in die Haut des
Blutspenders. Die Infektion ist dabei sehr effektiv, da in Abhingigkeit von der Zeitdauer des
Stiches nur zwischen 15 und 200 Speicheldriisen-Sporozoiten injiziert werden (Vanderberg,
1977; Rosenberg et al., 1990).

Um der Phagozytose durch das Immunsystem des Wirtes zu entgehen, ist die Verweildauer in
der Haut nur kurz. Bereits nach 10 bis 20 Minuten befinden sich die Sporozoiten im Blut, von
wo aus sie die Leber infizieren und ihre Entwicklung fortsetzen. Uber die Kupferchenzellen
dringen sie in das Endothel ein und durchwandern mehrere Hepatozyten. Sie setzen sich in
einer Hepatozyte fest und durchlaufen dort innerhalb von 47 bis 52 Stunden die
ungeschlechtliche Vermehrung, auch exo-erythrozytire Schizogonie genannt (Frevert,
Nardin, 2005). Das Eindringen der Sporozoiten in die Hepatozyten wird durch die
Einstlilpung der Wirtszell-Plasmamembran hervorgerufen. Es entsteht die parasitophore
Vakuole, welche den eindringenden Parasiten schiitzend umgibt (Meis et al., 1983). Die
Sporozoiten differenzieren sich innerhalb von 47 bis 52 Stunden hinweg {iiber das
Trophozoiten-Stadium zu reifen Leberschizonten, diese enthalten etwa 1500 bis 8000
Merozoiten, wobei die Anzahl der Merozoiten pro reifem Schizonten stark in den
unterschiedlichen Wirten variieren kann. Durch Aufplatzen der infizierten Hepatozyten wird
die erste Generation von haploiden Merozoiten freigesetzt, sie gelangen in den Blutstrom und
dringen in die Erythrozyten ein. Bei der zweiten ungeschlechtlichen Vermehrung innerhalb
des Erythrozyten (intra-erythrozytire Schizogenie) entwickeln sich die Merozoiten innerhalb
der parasitophoren Vakuole (Lingelbach, Joiner, 1998) iiber Ring- und Trophozoiten-Stadium
zum reifen Schizonten (s. Abbildung 23). Wihrend des Trophozoiten-Stadiums metabolisiert
der Parasit in seiner Nahrungsvakuole hauptsichlich das Himoglobin des Erythrozyten. Der
Globinanteil wird verwertet und das dabei freiwerdende Him, welches nicht abgebaut werden
kann, polymerisiert zu dem unldslichen Malaria-Pigment, dem Hamozoin, welches in der
Nahrungsvakuole akkumuliert wird. Die vielkernigen Schizonten zerfallen in mehrere
Merozoiten, die durch Platzen der Zelle freigesetzt werden und somit im Blutstrom erneut
Erythrozyten infizieren konnen, welches sich auch in einem Anstieg der Parasitimie im Blut

(Prozentsatz der infizierten roten Blutkérperchen) bemerkbar macht. Die ungeschlechtliche
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Differenzierung der Blutstadien bei P. falciparum verlduft anfanglich synchron, bei steigender
Parasitendichte zunehmend asynchron, so dass Ring-Stadien, Trophozoiten und Schizonten
gleichzeitig im peripheren Blut vorhanden sind. Die Dauer eines vegetativen
Entwicklungszyklusses ist abhingig vom Parasitenstamm und kann zwischen 18 bis 30
Stunden betragen. Nach Erreichen einer kritischen Parasitendichte differenziert ein Teil der
Ringe zu generativen Stadien, den Makro- oder Mikrogametozyten (s. Abbildung 23). Nach
einer Entwicklungsdauer von 12 bis 14 Tagen sind diese ausgereift und bleiben fiir maximal
weitere 5 Tage fertil. Durch den Stich und die Blutaufnahme einer Anopheles-Miicke konnen

die Gametozyten ihre Entwicklung, wie oben beschrieben im Zwischenwirt fortsetzen.

RINGS TROPHOZOITES Abb. 23: Dargestellt sind die Blutstadien
von Plasmodium falciparum. Die Ziffern 1
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3.1.2 Sicherheitslabor

Die Infektion von Anopheles-Miicken mit humanpathogenen Plasmodien sowie die
Handhabung der Vektor-Parasiten-Einheit sind {iber die TRBA 105 (Technischen Regeln fiir
Biologische Arbeitsstoffe) geregelt. Beim Arbeiten mit infizierten Vektoren ist ein
Entweichen der Stechmiicken zu verhindern. Grundsitzlich darf die Infektion der Miicken
sowie ihre Haltung und nicht zuletzt die Kontrolle der Parasitenentwicklung im Zwischenwirt
nur in den zugelassenen, ausbruchsicheren Raumen durchgefiihrt werden. Das
Sicherheitslabor ist nur iiber eine Schleuse, deren zwei Tiiren sich unabhingig voneinander
nur einzeln Offnen lassen, zu betreten bzw. zu verlassen. Um eventuell entwichene
Stechmiicken besser erkennen zu konnen sind, wie in den Abbildungen 24 und 25 zu
erkennen, die Wéinde im Labor und in der Schleuse wei3 gestrichen. Beim Betreten des
Sicherheitsbereichs ist ein miickenstichdichter Schutzanzug anzulegen (s. Abbildung 24). Die
Zu- und Abluftschichte sind mit miickenundurchlissiger Gaze versehen (s. Abbildung 24).
Uber einen Notausschalter besteht die Moglichkeit, die Liiftung im Sicherheitsbereich
abzustellen. Dies ist im Falle des unkontrollierten Entweichens von infizierten Stechmiicken
notwendig, damit das bereitstehende Insektizid nach seiner Freisetzung seine Wirkung
ungehindert entfalten kann. Beim Verlassen des Sicherheitsbereiches startet in der Schleuse
ein Zyklon, der am Schutzanzug festsitzende Miicken innerhalb seiner zweiminiitigen
Laufzeit abblést. Die Tiir zum Verlassen der Schleuse wird nach weiteren zwei Minuten
entsperrt und kann dann gedftnet werden. In dieser Zeit muss die Schleuse nach frei gesetzten
Miicken abgesucht werden. Einzelne Miicken konnen manuell gettet werden. Fiir den Fall
eines Massenausbruchs steht ebenfalls ein Insektizid bereit.

Die infizierten Miicken werden nach dem "Kéfig in Kéfig System" in bruchfesten,
ausbruchsicheren Dosen in hermetisch schlieBenden sowie abschlieBbaren Inkubatoren bis zu
ihrer Sektion untergebracht. Das Sicherheitslabor ist mit drei eingebauten Inkubatoren
ausgestattet (s. Abbildung 25), so konnen gleichzeitig unterschiedliche klimatische

Bedingungen simuliert werden.
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Abb. 24: Die Abbildung A zeigt das Betreten der Schleuse mit Schutzanzug in Richtung Sicherheitslabor. An der
Decke sind die Diisen der Luftdusche zu erkennen (schwarzer Pfeil). Beim Verlassen des Sicherheitsbereiches

sollen dadurch am Anzug sitzende Miicken abgeweht werden. In Bild B ist das mit Miickengaze verschlossene
Liiftungssystem dargestellt.

Abb. 25: Abbildung A zeigt das Arbeiten in Schutzkleidung. Links ist einer von drei eingebauten Inkubatoren zu sehen.
Alle Oberflachen sind weil3 gehalten, um ausgebrochene Miicken besser zu erkennen. Teil B zeigt das Absaugen
infizierter Miicken mit einer Membran-Saugpumpe. Die Miicken werden gezahlt und einzeln entnommen.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zucht von Anopheles spec.

3.2.1.1 Verwendete Anophelinen

Fiir die Etablierung des in vitro-Infektionsmodells von An. plumbeus mit P. falciparum
werden im Vorfeld tropische Anophelinen bendtigt. Die Infektionsraten dieser permanent
verfiigbaren Anophelinen aus Laborkulturen zeigen die Einfliisse der Miickenaufzucht sowie
die Effektivitdt unterschiedlicher Methoden der P. falciparum-Kultivierung auf. An. gambiae
s. str. (Giles) Stamm LAGO und An. albimanus (Weidemann) Stamm ELSA wurden von
Prof. Briegel (Zoologisches Institut der Universitdt Ziirich, Schweiz) zur Verfiigung gestellt.
Der speziell auf eine P. falciparum-Sensibilitit selektionierte Stamm von An. stephensi
(Liston) stammt aus dem Medizinisch Parasitologischen Institut in Nijmegen, Holland. Die
spéter bendtigten An. plumbeus-Miicken werden als Larven aus ihren Biotopen entnommen

und im Labor aufgezogen.

3.2.1.2 Blutmahlzeit

3.2.1.2.1 Lebende Tiere als Blutspender

Je nach Anzahl der Miicken im Kéfig werden ein bis drei Méause (NMRI-Auszucht-Méuse)
mit Ketamin/Xylazinhydrochlorid narkotisiert. Damit die Blutspender nach 10 Minuten
einschlafen und entsprechend lange ruhig gestellt sind, werden pro Maus 100ul
Narkoseldsung injiziert. Bis zum Einsetzen der Narkose verbleiben die Tiere in ihren Kéifigen.
Sind sie vollig eingeschlafen, werden sie fiir 15 bis 20 Minuten auf einen Kifig mit Miicken
gelegt. Nachdem die Versuchstiere erste Regungen zeigen, werden sie zuriick in ihren Kéfig
gebracht und bendtigen etwa eine Stunde, bis sie sich wieder vollends von der Narkose erholt
haben. Falls das gleiche Tier abermals als Blutspender verwendet werden soll, sollte die
Regenerationszeit von einer Stunde eingehalten werden. Wahrend der Schlafphase sinkt die

Korpertemperatur des blutspendenden Tieres unter die normale Korpertemperatur, daher
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sollte wihrend der Fiitterungen die Umgebungstemperatur einen Wert von 27° C nicht

unterschreiten.

3.2.1.2.2 Membranfiitterung

Fiir diese Art der Fiitterung wird den Stechmiicken schlachtfrisches Schweineblut {iber eine
Membran zum Saugen angeboten. Zur Verhinderung der Gerinnung wird das Blut nach der
Entnahme verquirlt. Vorbereitend fiir die spéteren Infektionsversuche wird die Akzeptanz
dreier unterschiedlicher Membrantypen durch die Stechmiicken untersucht. Dabei wird das
Blut in eine speziell angefertigte Schale aus HDD PE mit einem Volumen von 60 ml gefiillt,
mit der jeweiligen Membran abgedeckt und unter zu Hilfenahme eines Gummibandes um den
Rand fixiert. Als Testmembranen werden Parafilm®, frischer, gereinigter Schweinediinndarm
und Kollagenkunstdarm verwendet. Sowohl der Kollagenkunstdarm wie auch der
Schweinedarm werden in Quadrate von je 10 cm Kantenlédnge geschnitten. Bei der dritten
Membran, dem Parafilm®, geniigt eine Kantenlinge von 3 cm, die vor Gebrauch in jede
Richtung maximal gedehnt wird. Die gefiillten und verschlossenen Blutschidlchen werden in
einem Wasserbad auf 37° C vorgewdrmt und mit der Membran nach unten auf einen Kéfig
mit 100 Miickenweibchen gelegt. Mit Hilfe einer auf das Blutschdlchen gelegten "Mini
Mouse", einer nach Kuhn (1998) so benannten Wérmeplatte, wird die Temperatur des Blutes
konstant gehalten. Nach Ablauf von 15 Minuten wird das Blutmahl entfernt und die
vollgesaugten Miicken gezéhlt.

3.2.1.3 Eiablage

Bei einer Umgebungstemperatur zwischen 27° C und 30° C ist die Eientwicklung bei
Anopheles stephensi nach zwei Tagen abgeschlossen. Am dritten Tag nach der Blutfiitterung
wird ein befeuchtetes Filterpapier in einem Schélchen als Eiablagemdglichkeit tiber Nacht in
den Kifig gestellt. Am darauf folgenden Morgen wird das mit den Anopheles-Eiern besetzte
Filterpapier aus dem Kaéfig genommen und mit einer Pinzette die toten Stechmiicken
abgesammelt. Um die Infektionsrate der nidchsten Miickengeneration mit Endoparasiten der
Gattung Nosema weitestgehend zu minieren, werden die Miickeneier in 70 prozentigem

Ethanol gewaschen. Die Parasiten sitzen auf der Eioberfliche und infizieren die Larven beim
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Schlupf aus der Eihiille. Je stirker die Anfangsinfektion mit dem Parasit Nosema, desto hoher
sind die Sterberaten der Larven wihrend ihrer Entwicklung (Vavara, Undeen, 1970).

Fiir die Alkoholdesinfektion werden an eine Wasserstrahlpumpe eine Saugflasche mit einem
Filter bestiicktem 40 mm Nutschaufsatz verwendet. Die Miickeneier werden mit dem Ethanol
aus einer Spritzflasche in den Filteraufsatz gespiilt. Nach einer einminiitigen Wartezeit wird
iiber die Wasserstrahlpumpe der Alkohol abgesaugt und mit Wasser aus einer Spritzflasche
nachgespiilt. Das Filterpapier mit den Eiern wird in eine Schlupfschale mit einer Wassertiefe
von einem Zentimeter gegeben. Durch Wasserbewegungen konnen Eier an die Seitenwinde
gespiilt werden und dort kleben bleiben. Um ein Austrocknen dieser Eier zu verhindern,

werden diese mit Hilfe eines feinen Wasserstrahls zuriickgespiilt.

3.2.1.4 Larvenaufzucht

Bei einer Wassertemperatur von 23° C ist die Embryonalentwicklung zwei Tage nach der
Eiablage abgeschlossen, und die durchscheinenden, etwa 1,5 mm langen Larven schliipfen.
Die Aufzucht der Stechmiickenlarven erfolgt auf der Grundlage der Briegelschen Methode
(Timmermann, Briegel, 1993). Die Larven werden in einer Schale mit 1,5 Liter
demineralisiertem Wasser aufgezogen (s. Abbildung 26). Um die Verdunstung und
Kontaminationen mit Anflugkeimen zu minimieren, sind die Wasserschalen mit einer
Plexiglasscheibe abgedeckt. Nach dem Schlupf der Larven aus ihren Eierhiillen werden je 400
Erstlarven aus der Schlupfschale in eine Aufzuchtschale gezdhlt. Am Tag drei nach dem
Schlupf wird das Wasser erstmalig gewechselt. Abweichend von der Methode nach Briegel
werden die Larven aus einer Schale zu je 100 Stiick auf neue Aufzuchtschalen verteilt. Jeden
zweiten Tag werden die Larven iiber ein Netz abgesiebt und in eine Schiissel mit frischem
demineralisiertem Wasser iiberfiihrt. Ab Tag acht, gerechnet seit dem Schlupf aus den Eiern,
verpuppen sich die ersten Stechmiickenlarven. Mit Hilfe einer Pipette werden diese aus den
Schalen abgesammelt und in einen mit Wasser gefiillten Becher (10 cm Durchmesser) in
einen Kaéfig gestellt. Die Puppen eines Geleges werden bis einschlieBlich Tag 11

abgesammelt. Alle iibrigen noch nicht verpuppten Larven werden danach abgetotet.

Als Futter wird TetraMin®-Baby Staubfutter gegeben, welches sich durch die
Oberflichenspannung gleichmidfig auf dem Wasser verteilt. Wichtig hierbei ist eine
ausreichende Futterversorgung, ohne eine Uberdosierung, um somit die Bildung einer

Kahmhaut und damit eine Verschlechterung der Wasserqualitit zu vermeiden.
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Als weitere, weniger aufwendige Fiitterungsmethode, werden einem Teil der Larven Brekkis®
Katzentrockenfutter gegeben. Nach dem Schlupf werden zwei je 1/3 grofle Teile (ca. 90
mg/Drittel) eines Brekkis® pro Schiissel und ab dem dritten Tag zwei halbe Teile (ca. 130
mg/Halfte) gefiittert. Bei jedem Wasserwechsel wird auch das Trockenfutter erneuert. Die
Pellets wiesen durch ihre Farbe und Konsistenz auf unterschiedliche Zusammensetzungen hin.

Je nach Miickenart gibt es unterschiedliche Vorlieben bei der Akzeptanz des Katzenfutters.

Da sich an Futterresten in den Aufzuchtschalen Bakterien und Pilze entwickeln, welche die
Larven kontaminieren und in ihrer Entwicklung schidigen konnen, muss auf strengste
Sauberkeit geachtet werden. Die Schalen werden nach ihrem Gebrauch mit 60° C heilem
Wasser ausgewaschen und ausgerieben. Der schmierige Belag in der Schale muss komplett

entfernt werden und diese anschlieend mit 70 prozentigem Ethanol desinfiziert werden.

Abb. 26: Larvenaufzucht unter Langtagsbedingungen. Die einzelnen Larven der unterschiedlichen Arten sind
farblich unterschiedlichen Aufzuchtschalen untergebracht. Zusétzlich ist jede Schale mit einem der Miickenart
zugeordneten Code sowie dem Ablage- und Schlupfdatum versehen.
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3.2.1.5 Haltung der Imagines

Fiir die Miickenzucht steht ein klimatisierter Raum mit einer Temperatur von 28° C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 80 % bereit. Die Beleuchtung ist auf einen Hell-
/Dunkelrhythmus von 14 zu 10 Stunden eingestellt. Die Anophelinen sind in zerlegbaren
35x35x35 cm (LxBxH) groBen Kunststoffkéfigen untergebracht. Sie werden tdglich mit einer
10 prozentigen Saccharoselésung und einem in Wasser getrdnktem Wattebausch gefiittert.
Zwei bis drei mal pro Woche erhalten sie eine Blutmahlzeit (s. Kapitel 3.2.1.2). Nicht nur bei
den Larven, auch bei den adulten Miicken ist zur Vermeidung von Bestandsausfillen auf
maximale Hygiene zu achten. Die Kéfige miissen nach ihrer Verwendung unter heilem
Wasser abgebiirstet und mit 70 prozentigem Ethanol desinfiziert werden. Zerlegbare Kéfige
oder kleinere Container sollten, wenn sie sich dazu eignen, in einer Splilmaschine gereinigt
werden. Dunkle Stellen, die auf Pilzbefall hinweisen, miissen besonderst sorgsam entfernt
werden.

Falls Milben in der Miickenzucht auftreten, miissen die befallenen Behiltnisse, auch die
Inkubatoren, Winde, Regale sowie sonstige Gerdtschaften umgehend gereinigt und sterilisiert
werden. Die Miicken der befallenen Zuchtansitze werden ohne Ausnahme entsorgt, nur

Larven sowie Eier, die sorgfiltig auf Milben untersucht werden, bleiben im Bestand.
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3.2.2 Kultivierung von Plasmodium berghei

3.2.2.1 Allgemein

Die Effektivitit der Blutfiitterungsapparatur wird am Nagermalariamodell, Plasmodium
berghei, untersucht. Dazu werden infizierte M&use mit vergleichbarer Parasitimie und
Exflagellationsrate benétigt. An einer Maus saugen die Miicken direkt, und das Blut der
anderen Maus wird den Miicken iiber die Fiitterungsapparatur angeboten.

Der Erreger der Mausmalaria P. berghei (WT) wird in vivo in NMRI-Méusen kultiviert. Diese
Maiuse werden entweder mit asexuellen Plasmodienstadien von Maus zu Maus bzw. mit
kryokonservierten Erregern infiziert oder die Parasiten werden auf natiirliche Weise durch den
Stich von sporozoitentragenden Anopheles stephensi-Miicken auf den Zwischenwirt

ibertragen.

3.2.2.2 Maushaltung

Die Mause, ausschlieBlich Weibchen, stammen von einem kommerziellen Ziichter. Sie
werden in Makrolon-Kéfigen bei einer Besatzdichte von fiinf Individuen gehalten. Die
Raumtemperatur liegt bei konstanten 22° C, wihrend die relative Feuchtigkeit im Bereich
zwischen 50 - 60 % variiert. Der Tag-/Nachtrhythmus betrigt 12 Stunden. Als Nahrung steht
Wasser und Standard-Trockenfutter (Trockenpellets) von SSNIFF bereit.

3.2.2.3 Blutentnahme bei Miusen

Um die Parasiten aus den Nagetieren zu ernten, wird eine mdglichst groBe Menge Blut durch
Herzpunktion den Maéusen entnommen. Dazu werden die Tiere einzeln in einem
abgeschlossenen Behélter mit Diethyldther narkotisiert. Nach 1 - 2 Minuten sind die Tiere
betdubt und schmerzfrei, sodass nach dem Freipriparieren des Herzens die Punktion mit einer
heparinisierten Spritze vorgenommen werden kann. Das so gewonnene Blut kann direkt in die

im Kapitel 3.2.3.3 beschriebene in vitro-Infektionsapparatur gegeben werden. Falls

74



Vektorkompetenz Methoden

notwendig, kénnen aus dem Blut auch, wie in Kapitel 3.2.2.7 beschrieben, Kryostabilate

hergestellt oder direkt weitere Mause infiziert werden.

3.2.2.4 Infektion von Anopheles-Weibchen mit P. berghei

Grundlage einer erfolgreichen Infektion von Anopheles-Weibchen ist das Vorhandensein
ausgereifter Gametozyten Dazu wird zundchst, wie in Kapitel 3.2.4.9 beschrieben, die
Exflagellation der mit P. berghei-infizierten Maus tliberpriift. Ist der Test erfolgreich, wird das
Tier mit Ketamin/ Xylazinhydrochlorid narkotisiert und 15 Minuten auf einen
Infektionscontainer (s. Kapitel 3.2.3.2) mit drei bis sieben Tage alten Anopheles-Weibchen
gelegt (Maus- oder in vivo-Fiitterungsmethode). Fiir die Infektion der Anopheles-Miicken mit
P. berghei iiber eine Membran (Membran- oder in vitro-Fiitterungsmethode) wird das Blut,
wie in Kapitel 3.2.2.3 beschrieben, entnommen. Hierbei muss sehr ziigig gearbeitet werden,
da beim Absinken der Bluttemperatur eine ungewollt friihzeitige Exflagellation der
Mikrogameten einsetzt (Sinden, Croll, 1975) und dadurch das Ergebnis negativ beeinflusst
werden kann. Den Miicken wird die jeweilige Blutmahlzeit fiir 15 Minuten angeboten.

Nach erfolgreicher Blutaufhahme wird der Infektionscontainer in einen Kunststoffkifig
iiberfiihrt und dort vorsichtig gedffnet. Dieser Kifig wird fiir 24 Stunden in einem Inkubator
bei 21° C und 80 % relativer Luftfeuchte untergebracht. Die Miickenweibchen, die am Vortag
erfolgreich gesaugt haben, werden nun mit einem Exhaustor in verschlossene Behéltnisse
iiberfiihrt. Dabei werden die selektierten Miicken gezéhlt und ihre Anzahl ebenfalls in das
Infektionsprotokoll eingetragen. Auf den Behéltnissen werden die Miickenspezies, deren
Anzahl sowie der Infektionstag und der Parasitenstamm vermerkt. AnschlieBend werden sie
wieder in den Inkubator zuriickgestellt und téglich mit Wasser und Zuckerlosung versorgt.
Die Stechmiickenweibchen, deren Mitteldirme nicht mit Blutgefiillt waren, werden in dem

Kiéfig fiir 10 Minuten bei -80° C eingefroren und so abgetotet.

3.2.2.5 Kontrolle der P. berghei-Infektion

Die Oozysten sind nach neun bis elf Tagen so weit entwickelt, dass sie eindeutig zu erkennen
sind. In diesem Zeitraum wird die Infektionsrate der Miicken nach der bereits in Kapitel

3.2.3.6 beschriebenen Methode bestimmt.
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3.2.2.6 Gametozytendichte und Exflagellation bei P. berghei

Vor einer Miicken-Fiitterung mit infiziertem Blut muss sowohl die Parasitendichte als auch
die Anzahl ausgereifter Gametozyten bestimmt werden. Dazu wird der Maus durch
Schwanzpunktion ein Tropfen Blut entnommen und dieser auf einen Objekttrager iibertragen.
Der Bluttropfen wird, wie in Kapitel 3.2.4.8 beschrieben, ausgestrichen und geférbt.

Werden ausreichend Gametozyten im Blut der Maus gefunden, verschafft man sich nun einen
Uberblick iiber die Reife der Gametozyten und macht sich dabei die Exflagellation der
ménnlichen Gametozyten zu Nutze. Vor einer Infektion der Anopheles-Miicken mit P.
berghei muss sicher sein, dass die ménnlichen Gametozyten ausreichend exflagellieren.
Normalerweise findet diese Exflagellation, d.h. die Differenzierung des Mikrogamonten in
vier bis acht Mikrogameten, im Darm der Miicke statt. Ein Faktor, der die Exflagellation
induziert, ist ein Temperaturriickgang von 2 - 5° C (Sinden, Croll, 1975). Diese Eigenschaft
nutz man in vitro, indem man die Parasiten im Blut der Maus von 37° C auf Raumtemperatur
abkiihlen 1ésst.

Dazu wird wieder der Maus durch Schwanzpunktion ein Tropfen Blut entnommen, dieser auf
einen Objekttriger gegeben und mit einem Deckgldschen bedeckt. Nach etwa 10 Minuten bei
Raumtemperatur werden die Parasiten bei 40-facher VergroBerung im Phasenkontrast auf
Exflagellation iiberpriift. Wenn man pro Gesichtsfeld durchschnittlich vier bis sechs
exflagellierende Mikrogamonten sieht, kann man das Tier fiir eine Parasiteniibertragung

verwenden.

3.2.2.7 Herstellung von P. berghei-Blutstabilaten

Zur liangerfristigen Lagerung von infektiosen P. berghei-Blutstadien werden Kryostabilate
angefertigt. Nach der Herzpunktion werden 200 pl Blut mit dem doppelten Volumen an
Gefrierlosung gemischt und in Kryoréhrchen direkt in fliissigen Stickstoff eingefroren. Bei
Bedarf kann mit dem so konservierten Stabilat, nach dessen Erwarmen auf 37° C, eine Maus

durch intraperitoneale Injektion mit den Erregern infiziert werden.
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3.2.3 Infektionen der Anopheles-Weibchen mit Plasmodium

falciparum

3.2.3.1 Vergleich unterschiedlicher Membranen auf ihre Eignung zur in

vitro-Infektion von An. stephensi

Fiir die anstehenden Infektionsversuche war es notwendig, verschiedene Membranen auf ihre
Eignung zu testen. Untersucht wurden Parafilm®, Kollagen-Kunstdarm und ungesalzener
Schweinedarm. Die Versuche wurden im Rahmen der Miickenzucht mit schlachtfrischem
Schweineblut durchgefiihrt.

Parafilm® zeichnet sich durch seine adhirente Eigenschaft aus, und so schlieft das
Blutschélchen auch ohne Verwendung eines Gummiringes dicht ab. Bei maximaler Dehnung
ist die Membran allerdings &uBlerst empfindlich. Berlihrungen mit spitzen, scharfen sowie
rauhen Oberflichen lassen den eine Offnung iiberspannenden Parafilm® schnell reifien. Liegt
das mit Parafilm® verschlossene Schilchen erst mal auf dem Miickecontainer auf, darf es
nicht mehr verschoben werden, da sonst das Blut durch die perforierte Membran in das
Behiltnis tropft. Wenn der Parafilm® nicht maximal nach allen Seiten gedehnt wird, fliegen
die Miicken zwar an, konnen aber nicht durch die zu massive Membran stechen.

Als natiirliche Membran wird gespiilter Diinndarm vom Schwein verwendet. Er muss
moglichst frisch und nicht durch Salz konserviert sein. Salz verhértet durch Austrocknen das
Darmepithel, so dass die Miicken nicht mehr durch ihn hindurchstechen konnen. Die
vorbereiteten 10 cm Quadrate werden auf die mit Blut gefiillten Schalen gelegt und mit einem
Ringgummi dicht befestigt. Da die Naturmembran mikrometergro3e Risse aufweist, treten
geringe Mengen an Blut aus, welche die Membranoberfldche benetzen. Durch Herabtropfen
in die Kéafige konnen diese verschmutzen.

Eine ldngere Vorbereitungszeit bendtigte man fiir den Kunstdarm. Vor seiner Verwendung
muss der in trockenem Zustand pergamentartige Kollagensaitling fiir 10 Minuten in 37° C
warmem Wasser eingeweicht werden. Er lésst sich leicht handhaben und ist rei3fest, zudem
ist er im Gegensatz zum Naturdarm undurchlissig fiir Blut. Zu seinem Nachteil beginnt er auf
der Seite, an der er der Luft ausgesetzt ist, also dort wo die Miicken saugen, nach wenigen
Minuten einzutrocknen. Damit die Miicken weiter stechen und saugen konnen, ist es
essentiell, das Blutschilchen erneut fiir zwei Minuten in ein 37° C warmes Wasserbad zu

legen, um die dullere Seite der Membran wieder aufzuweichen.
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Im Vorfeld der Blutfiitterungsversuche wird die Eigenattraktivitit der Membranen getestet.
Dazu werden die vorbereiteten Membranstiicke fiir zwei Minuten bei Zimmertemperatur auf
die Kéfige mit 100 Anopheles-Weibchen gelegt. In dieser Zeit werden die anfliegenden und
aktiv zu stechen versuchenden Miicken gezdhlt. Alle Arbeiten wéhrend dieser Testreihen
erfolgen mit Handschuhen, um die Eigenattraktivitidt der Membranen nicht zu verfélschen.

Die in den Vorversuchen als geeignet erscheinenden zwei Membranen werden im direkten
Vergleich unter Bedingungen, unter denen spdter die Infektionen durchgefiihrt werden,
getestet. Die Blutfiitterglocken werden mit den jeweiligen Membranen {iberzogen und je 30
An. stephensi-Weibchen in einem Infektionscontainer fiir 15 Minuten angeboten. Alle
verwendeten Miickenweibchen stammen aus einer Enwicklungscharge. Als Blutmahlzeit wird
eine Mischung mit einem Hamatokrit von 60 aus frischen gewaschenen Humanerythrozyten

und hitzedeaktiviertem Humanserum verwendet.

3.2.3.2 Container zur Infektion von Anopheles spec. mit P. falciparum

Wegen ihrer Stabilitdt sowie ihrer leichten Handhabung haben sich Pappbecher (250 ml) als
Infektionscontainer bewéhrt. Mit einem Netz, dessen MaschengroBe 1 mm® nicht
{iberschreiten darf, wird die Offnung abgedeckt und rundherum mit einem Klebeband fest
verklebt. Im unteren Drittel des Bechers wird eine Offnung von einem Zentimeter
Durchmesser geschnitten und mit einem {iiberlappenden Stiick Pappe unter Zuhilfenahme
eines Klebestreifens verschlossen. Einen Tag vor Versuchsbeginn werden drei bis sieben
Tage alte Stechmiickenweibchen aus ihrem Kéfig mit einem Exhaustor durch die runde
Offnung in die Infektionsbecher iiberfiihrt. Die Miicken konnen sich in dieser Zeit vom Stress
des Umsetzens regenerieren, eine negative Auswirkung auf die Saugbereitschaft wird damit
verhindert.

Die Anzahl der Individuen pro Becher ist abhdngig von der Grofle der Miicken sowie ihres
Anflug- und Stechverhaltens. Da der Saugvorgang moglichst schnell abgeschlossen sein muss
(s. Kapitel 3.2.3.3), diirfen sich die Miicken nicht gegenseitig storen, daher sollten die in

Tabelle 15 aufgefiihrten Stiickzahlen pro Becher nicht {iberschritten werden.
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Miickenspezies | Individuen pro Becher
An. stephensi 30
Tab. 15 : Maximale Individuenzahl der
An. gambiae 20 verwendeten Miickenspezies pro
Infektionsbecher.
An. albimanus 20
An. plumbeus 15

3.2.3.3 Die Infektionsapparatur

Die Infektionsapparatur (s. Abbildung 27) besteht aus vier Blutfiitterungsglocken, die iiber

einen Wasserkreislauf mit 38° C warmem Wasser aus einem Wasserbad erwarmt werden. Mit

dieser Zirkulationstemperatur wird der Inhalt der Blutkammern auf einem fiir die

Gametozyten essentiellen, konstanten Wert von 37° C gehalten.

Abb. 27: Aufbau der Infektionsapparatur. Die Glasfiitterglocken vom Typ II sind an eine 38° C
warme Wasserzirkulation angeschlossen. Unter den Fiitterglocken stehen die Infektionscontainer mit
den vorbereiteten Stechmiicken.
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Fiir die Versuche werden zwei Typen von Blutfiitterungsglocken aus Glas verwendet. Zum
einen eine hier als Typ I bezeichnete Futterglocke, deren Blutkammer sich nach oben zu
einem Einfiillrohr verjiingt (s. Abbildung 28). Ihr Blutkammervolumen liegt zwischen 0,8 bis
1,1 ml bei einem Durchmesser von 30 mm. Als weiteres Modell (Typ II) werden
Fiitterungsglocken in Anlehnung an Ponnudurai (1989) gefertigt (s. Abbildung 28). Diese
Fiitterungsglocken unterscheiden sich grundlegend in der Konstruktion ihrer Blutkammern.
Bei der Fiitterungsglocke nach Ponnudurai grenzt sich die Blutkammer zum Heizkreislauf
durch eine parallel zur Membran verlaufende Decke ab. Die Blutkammer wird iiber zwei
diinne Glaskapillaren gefiillt. Bei einem Durchmesser von 40 mm beinhalten die
Blutkammern ein Volumen zwischen 0,8 und 1,1 ml. Die Unterschiede beider
Fiitterungsglockentypen in ihrem jeweiligen Blutkammervolumen resultieren aus der
manuellen Einzelfertigung.

Als Membran wird Parafilm® verwendet. Dazu wird ein Quadrat mit der Kantenléinge von 2
cm zugeschnitten und abwechselnd an den gegeniiberliegenden Seiten jeweils maximal
ausgezogen bis er sich nicht mehr dehnen ldsst. Nun wird der diinne Parafilm® vorsichtig iiber
die Blutkammer gelegt und mit einem Gummiring an der Glasglocke fixiert. Die nun
komplette Fiitterungsapparatur benétigt 20 Minuten bis alle Teile richtig aufgewédrmt sind.
Nach dem Einfiillen der Gametozyten in die Blutkammer konnen die Miicken fiir 15 Minuten

an der Membran saugen. Nach Ablauf diese Zeit sinkt der Infektionserfolg, da die

Mikrogametozyten als Folge der nicht idealen abiotischen Bedingungen bereits vor der

Aufnahme durch die Miicke exflagellieren (Ponnudurai, 1989 a).

Abb. 28: Abgebildet sind beide Typen der fiir die Membranfiitterung zur Verfiigung stehenden Glasglocken.
Roter Pfeil: Warmwasserzulauf. Blauer Pfeil: Warmwasserauslauf. Einftilloffnung fiir Fiittermedium
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3.2.3.4 Vorbereitung der Gametozytenkultur

Erst nachdem die Fiitterungsapparatur funktionsfdhig ist und die hungrigen Miicken bereit
stehen, werden die Gametozyten (wie nachfolgend beschrieben) fiir Infektionsversuche
vorbereitet.

Aus der Kulturflasche werden 1,5 ml Gametozytenkultur in ein vorgewérmtes
Mikroreaktionsgefa3 {iiberfithrt und bei 1000 g fiir 30 Sekunden abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und der Zellniederschlag im Verhiltnis 1:3 bis 1:5 mit einem A"
Erythrozytenkonzentrat vermischt und umgehend in die vorbereitete Fiitterungsapparatur
gegeben. Die verwendeten Erythrozyten diirfen nicht élter als 24 Stunden sein und werden mit
hitzeinaktiviertem A" Serum auf einen Himatokrit-Wert von 60 verdiinnt. Fiir eine
erfolgreiche Infektion ist es wichtig, diesen Arbeitsschritt ziigig durchzufiihren. So diirfen von
der Entnahme der Gametozyten aus der Kulturflasche bis zum beginnenden Saugen der
Miicken an der Membran nicht mehr als 3 Minuten vergehen. Wéhrend der Vorbereitung
muss die Temperatur der Gametozyten auf 37° C konstant gehalten werden. Um dies zu

gewdhrleisten, werden alle verwendeten Gefal3e, Geridte und Medien auf 37° C erwérmt.

3.2.3.5 Infektion der Anopheles-Miicken

Fiir die Infektion ist das Alter der Miicken in Abhingigkeit von der Art wichtig. Zum einen
lasst die Aggressivitdt, also das Verlangen Blut zu saugen, mit der Zeit nach, zum anderen ist
die Dauer der temperaturabhdngigen Parasitenentwicklung zu berlicksichtigen. Bewahrt hat
sich fiir die tropischen Miickenarten Anopheles stephensi, An. gambiae sowie An. albimanus
ein Infektionsalter mit 2 bis 7 Tagen. An. albimanus-Weibchen fliegen einen potentiellen
Blutspender bereits wenige Stunden nach dem Schlupf an und beginnen zu saugen. Fiir 4n.
plumbeus ist eine Alter zwischen 10 bis 18 Tagen ideal fiir die Infektion. Obwohl die
Weibchen bereits 3 Tage nach dem Schlupf Blut von natiirlichen Spendern saugen, zeigte
sich, dass sich erst ab dem Tag 10 die Bereitschaft, zligig an der Membran zu saugen,
einstellte. Wie bereits oben beschrieben, werden die Anopheles-Weibchen einen Tag vor
Versuchsbeginn in die Infektionscontainer iiberfiihrt. In jeden Becher miissen die Miicken

einzeln gezéhlt und ihre Anzahl in das Infektionsprotokoll eingetragen werden.
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Um ihre Saugbereitschaft zu erhohen, ldsst man die Miicken 24 Stunden hungern, indem
keine Zuckerlosung angeboten wird. In dieser Zeit werden sie nur mit Wasser versorgt,
welches ebenfalls zwei Stunden vor der Versuchsdurchfiihrung entfernt wird.

Aus Sicherheitsgriinden darf die Infektion der Stechmiicken mit humanpathogenen
Malariaerregern nur in einem zugelassenen Hochsicherheitsraum durchgefiihrt werden.

Den Infektionscontainer mit den Miickenweibchen beldsst man fiir 15 Minuten so unter der
Blutkammer, dass die Membran leicht auf der Gaze aufliegt. Nach erfolgreicher Aufnahme
der Gametozyten wird der Infektionscontainer in einen Kunststoftkifig iiberfithrt und dort
vorsichtig gedffnet. Dieser Kifig wird fiir 24 Stunden in einem Inkubator bei 26° C und 80 %
relativer Luftfeuchte untergebracht. Die Miickenweibchen, die am Vortag erfolgreich gesaugt
haben, werden nun mit einem Exhaustor in spezielle Behiltnisse iiberfiihrt. Dabei werden die
selektierten Miicken gezdhlt und ihre Anzahl ebenfalls in das Infektionsprotokoll eingetragen.
Auf den Behiltnissen werden die Miickenspezies, deren Anzahl, sowie der Infektionstag und
der Parasitenstamm vermerkt. AnschlieBend werden sie wieder in den Inkubator
zuriickgestellt und tiaglich mit Wasser und Zuckerlésung versorgt.

Die Stechmiickenweibchen, deren Mittelddirme nicht mit Blut gefiillt waren, werden in dem

Kifig fiir 10 Minuten bei -80° C eingefroren und so abgetotet.

3.2.3.6 Infektionskontrolle

Wiéhrend des Umgangs mit infizierten Miicken miissen die aus den Behéltnissen
entnommenen Versuchstiere peinlichst genau gezdhlt werden. Die Infektionskontrolle darf
nur in einem zugelassenen Hochsicherheitsinsektarium durchgefiihrt werden. Mit
humanpathogenen Erregern infizierte Stechmiicken diirfen diesen Hochsicherheitsbereich
nicht lebend verlassen. Wéhrend der Miickensektion muss mit hochster Konzentration
gearbeitet werden, daher sollten Stérungen und Unterbrechungen vermieden werden.

Unter Zuhilfenahme eines Aspirators werden fiinf Stechmiicken aus dem Container
entnommen und mit CO, narkotisiert. Diese werden unter einem Binokular bei geringer
VergroBerung in einer RPMI/ 3 % BSA-Losung seziert.

Zwischen Tag sieben bis Tag neun sind die Oozysten so weit entwickelt, dass sie nach einer
Mitteldarmsektion leicht zu erkennen sind. Zur Sektion werden zwei spitze Nadeln bendtigt,

bewihrt haben sich Injektionskaniilen der Stirke 21 und 27.
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Dem betdaubten Miickenweibchen wird auf einem Objekttriger von lateral das Abdomen
zwischen dem ersten und zweiten Segment geteilt. Zusitzlich wird die Pleuralmembran
zwischen Sternit und Tergit distal gedffnet. Eine Nadel fixiert am Thorax, die andere setzt am
letzten Abdominalsegment an und zieht dies distal weg. Der Mitteldarm wird anterior an
seinem Anfang und posterior nach den Malpighi-Gefdfien abgeschnitten. Mit der Nadelspitze
wird der Mitteldarm, ohne ihn zu verletzen, in die auf einem Objekttrager vorbereitete 0,1
prozentige Mercurchrom® Losung gelegt.

Diese Kontrastfarbung ldsst die Oozysten nach einer Einwirkzeit von 20 Minuten als rote
strukturierte Kugeln auf dem Mitteldarm erscheinen. Sie sind bereits unter dem Binokular bei
stiarkster Vergroflerung zu erkennen.

In den Speicheldriisen der Miicken konnen bei einer erfolgreichen Infektion ab dem Tag 14
die Sporozoiten sicher nachgewiesen werden. Zur Préparation wird der Thorax mit der einen
Nadel fixiert, wihrend die andere hinter den Augen ansetzend den Caput langsam vom
Korper weg zieht. Die Speicheldriise wird vorsichtig vom Speichelkanal abgetrennt und auf
einen mit RPMI/ 3 % BSA-Losung bestiickten Objekttrager tiiberfiihrt. Bei 40-facher
Vergroflerung im Phasenkontrast wird das Umfeld der Speicheldriisen auf bereits frei
schwimmende Sporozoiten hin untersucht. Ist die Speicheldriise unversehrt, wird das
Deckglas tiber der Speicheldriise mit einem stumpfen Gegenstand leicht nach unten gedriickt,
um so diese zu zerdriicken. Die in den Speichelgingen der Loben sitzenden Sporozoiten
werden dann teilweise ausgespiilt und kénnen im Umfeld gezéhlt werden.

Wie allgemein iiblich, wird zur Bestimmung der Infektionsrate die Anzahl der Sporozoiten
pro Speicheldriise in Gruppen zusammengefasst. Mit dieser in Tabelle 16 aufgefiihrten

iibersichtlichen Kategorisierung kénnen die einzelnen Infektionsergebnisse besser verglichen

werden.

Sporozoitenzahl | Kategorie
1 — 10 Sporozoiten A

Tab. 16 : Ordnet die Anzahl an

11 — 100 Sporozoiten B Speicheldriisensporozoiten einer
Infektionskategorie zu.

101 — 1000 Sporozoiten C
> 1000 Sporozoiten D
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3.2.4 Kultivierung von Plasmodium falciparum

3.2.4.1 Allgemein

Um ein gleichméBiges in vitro-Wachstum zu gewihrleisten, bendtigen Endoparasiten
konstante abiotische Parameter. Fiir die Versuche wird der verwendete Plasmodium
falciparum-Stamm NF54 in einem Inkubator bei einer Temperatur von 37° C in einer
Atmosphire mit 5% O,, 3% CO, sowie 92% N, kultiviert. Zusétzlich steht fiir die Begasung
der Zellkulturflaschen eine Hochdruckflasche mit gleichem Gasgemisch bereit. Um einem
Abkiihlen der Parasitenkulturen wihrend der Zellkulturarbeiten entgegenzuwirken, werden
die Arbeiten in steriler Umgebung auf einer 37° C warmen Heizplatte durchgefiihrt. Das
verwendete Medium wird vor der Zugabe ebenfalls auf eine Temperatur von 37° C erwirmt.
Als Wirtszellen der Parasiten werden Erythrozyten der Blutgruppe A" verwendet.

Plasmodien der Art P. falciparum, die zu lange in vitro kultiviert werden, verlieren mit der
Zeit ihre Fiahigkeit, fertile Gametozyten zu entwickeln. Ponnudurai et al. (1982) konnten
zeigen, dass bei dem Stamm NF54 bei kontinuierlicher Kultivierung, in Abhédngigkeit der
jeweiligen Subkultur, die Gametozytogenese sich nach vier Monaten verringert und nach 5
Monaten fast ganz zum Erliegen kommt (s. auch Kapitel 3.1.1).

Bei der in vitro-Kultivierung, also der Vermehrung nur iiber asexuelle Stadien in Blutkultur,
kann die Fahigkeit, fertile Gametozyten zu bilden, durch die Kryokonservierung der Parasiten
aufrechterhalten werden. So konnten Ponnudurai et al. (1982) ebenfalls zeigen, dass es im
Vergleich desselben Parasitenstammes aus Patienten mit einem Kryostabilat keinen
signifikanten Unterschied wéhrend der Gametozytenentwicklung gab. Die in vitro
kultivierten Parasiten miissen allerdings zu einem Zeitpunkt eingefroren werden, indem sie
noch ein hohes Gametozytenbildungspotential besitzen.

Unter der Beriicksichtigung dieser Ergebnisse werden die Stammplatten einer Subkultur nach
dem Auftauen, beginnend mit dem ersten notwendigen Verdiinnen der Parasitendichte in eine
neue Platte, kontinuierlich nummeriert. Diese Nummerierung ist in etwa mit dem 48 Stunden
dauernden Generationszyklus der Parasiten des Stammes NF54 vergleichbar. Fiir die
Gametozytenentwicklung werden Stockplatten der Generationen 5 bis 20 verwendet.

Eingefroren werden die Parasiten der Generationen 5 bis 8.

84



Vektorkompetenz Methoden

3.2.4.2 Medium fiir P. falciparum-Stammkulturen

Zur Herstellung des Mediums warden 500 ml RPMI, 56 ml Human Serum A", 5 ml
Hypoxanthin, 100ul Gentamycin vermischt.
Dieses Medium kann unter Lichtabschluss bei 4° C 7 Tage aufbewahrt werden. Die Flaschen

werden nach dem Gebrauch mit dem fiir P. falciparum verwendeten Gasgemisch geflutet.

3.2.4.3 Medium zur Kultivierung von P. falciparum-Gametozyten

Fiir diese Medium werden 500 ml bidestilliertes Wasser in einer Glasflasche mit 25 mg
Hypoxanthin und 5,94 g Hepes mindestens 60 Minuten auf einem Magnetheizriihrer bei einer
Temperatur von 40° C geriihrt. Nachdem keine Hypoxanthin-Kristalle mehr zu erkennen sind,
gibt man 5,25 g RPMI Puder zu und riihrt weiter, bis dieses sich ebenfalls 16st. Nach der
Zugabe von 17,8 ml Natriumbicarbonat, 56 ml Humanserum A" sowie 100 pl Gentamycin
wird das Medium mit einer 500 ml Nalgene-Filtereinheit steril gefiltert. Das Medium soll
nach fiinf Tag aufgebraucht sein und kann im Dunkeln bei 4° C aufbewahrt werden. Vor dem
Zuriickstellen in den Kiihlschrank werden die Flaschen mit dem zur Verfiigung stehenden

Gasgemisch geflutet.

3.2.4.4 Aufbereitung der Erythrozyten

Fiir die Kultivierung der Parasiten werden die bendtigten Erythrozyten aus frischem
Humanblut mit der Blutgruppe A+ gewonnen.

Die benétigte Menge Blut wird dem Spender {iber eine Venenpunktion mit einem Heparin-
Blutabnahmerdhrchen abgenommen. Nach der Uberfiihrung in ein Schraubdeckelrdhrchen
wird das Blut 10 Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Das iiberstehende Serum und die diinne
Schicht an Leukozyten werden mit einer Pipette abgenommen. Es wird RPMI-Medium im
gleichen Volumen wie der Rest in dem Rohrchen zugegeben und beides gut vermischt. Nach
einem zweiten Zentrifugationsschritt wird der Uberstand erneut abgenommen und darauf

geachtet, dass die weillen Blutkdrperchen dabei ganz entfernt werden.
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Nun wird die gleiche Menge an RPMI-Komplettmedium zugegeben und nach dem
Vermischen fiir 2 Minuten bei 900 g zentrifugiert. Das Réhrchen wird, mit Blutgruppe und
Datum beschriftet, bei 4° C im Kiihlschrank aufbewahrt und kann bis zu 7 Tagen verwendet

werden.

3.2.4.5 Herstellung des Serums

Zur Herstellung des benédtigten Serums wird Plasma der Blutgruppe A’ von fiinf
verschiedenen Spendern gemischt. Um das im Plasma vorhandene Fibrin zu féllen, werden
800 pl 1 M Calciumchlorid pro 50 ml Plasma zugegeben. Unmittelbar danach wird das
Plasma in 50 ml Schraubdeckelrohrchen portioniert und 30 Minuten bei 37° C belassen. Nach
einer Ruhezeit iiber Nacht bei 4° C werden die Rohrchen bei 3.400 g fiir 50 Minuten
zentrifugiert. Wihrend 30 Minuten im Wasserbad bei 56° C wird das Serum inaktiviert. Die

Rohrchen werden bei -20° C gelagert und nach Bedarf aufgetaut.

3.2.4.6 Auftauen von P. falciparum

Das tiefgefrorene Kryoréhrchen mit den Parasiten wird direkt nach der Entnahme aus dem
fliissigen Stickstoff in einem 37° C warmen Wasserbad aufgetaut und umgehend pro ml
Rohrcheninhalt 0,2 ml 12 prozentige NaCl-Losung hinzugetropft. Dabei sollte die zugegebene
Losung durch Schiitteln gut untergemischt werden. Mit der Pipette wird die Mischung in ein
15 ml Schraubdeckelr6hrchen iiberfiihrt. Nach einer Inkubationszeit von zwei Minuten
werden unter kontinuierlichem Schiitteln neun Volumeneinheiten einer 1,6 prozentigen NaCl-
Losung in einer Menge von 1 - 2 Tropfen pro Sekunde zugegeben. Das Ganze wird bei 800 g
3 Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen
und das verbleibende Zentrifugat mit neun Volumenanteilen einer Losung bestehend aus 0,9
% NaCl und 0,2 % Glukose, die ebenfalls langsam mit 1 - 2 Tropfen pro Sekunde zugegeben
wird, resuspendiert. Es folgt ein zweiter Zentrifugationsschritt, wie oben beschrieben. Der
Uberstand wird abgenommen und das verbleibende Pellet in eine Petrischale mit 10 ml auf
37° C erwarmtes RPMI- Komplettmedium und 0,5 ml Blut iiberfiihrt. Die Petrischale
verbleibt die folgenden zwei Tage im Brutschrank ohne Mediumswechsel. Danach wird, wie

in Kapitel 3.2.4.7 beschrieben, weiterverfahren.
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3.2.4.7 Stammplatten der P. falciparum-Kultur

Die Parasiten werden wie in Kapitel 3.2.4.6 beschrieben aufgetaut. Nach der Ruhezeit von 2
Tagen wird am dritten Tag das {iberstehende Medium mit einer 10 ml Pipette abgesaugt und
10 ml frisches 37° C warmes Medium zugegeben. Dazu wird die Petrischale mit ruhiger Hand
aus dem Inkubator auf eine 37° C warme Heizplatte in den Sterilarbeitsplatz tiberfiihrt. Ist das
iberstechende Medium etwas triibe, sollte die Platte 2 bis 5 Minuten auf der Heizplatte stehen
bis die aufgeschwemmten Zellen wieder sedimentiert sind. Bei der Entnahme sollen
moglichst keine Erythrozyten mitabgesaugt werden. Deshalb darf der Uberstand in der leicht
schrdg gehaltenen Platte nur so weit abgesaugt werden, bis sich eine aufsteigende rote Fahne
im Medium der Pipettenspitze ndhert. Nach weiteren 2 Tagen bestimmt man die
Parasitendichte in der Platte (s. Kapitel 3.2.4.8). Bei einer Parasitimie unter 1,5 %, wird das
Medium gewechselt und nach 2 Tagen erneut die Parasitendichte bestimmt. Liegt der Anteil
an Parasiten tliber 1,5 %, so muss die Parasitenkultur in eine neue Stockplatte geteilt werden.
Dazu werden in einer Petrischale 10 ml vorgewdrmtes Medium und 0,5 ml Blut vermischt.
Aus der der Ursprungsplatte wird so viel Material in die neue Platte iiberfiihrt, um in dieser
eine errechnete Parasitenkonzentration zwischen 0,4 % und 0,6 % einzustellen.

Nach einer Ruhezeit von einem Tag wird nach 48 Stunden erneut die Parasitendichte
bestimmt und wie oben beschrieben weiter verfahren.

Muss iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen ohne Mediumswechsel ausgekommen
werden, kann man die Anfangsparasitendichte niedrig halten und nur 50 pl der
Ausgangskultur in eine neue Platte {iberimpfen. Dabei sollte ein Zeitraum ohne
Mediumswechsel von 72 Stunden nicht iiberschritten werden, da die temperaturempfindlichen
Inhaltstoffe des Mediums - sollten sie nicht durch den Parasitenstoffwechsel aufgebraucht

werden - bei Temperaturen iiber 4° C nicht stabil sind.

3.2.4.8 Bestimmung der Parasitimie

Aus der zu bewertenden Parasitenkultur wird ein Tropfen mit Erythrozyten auf einen
Objekttrager gebracht. Mit einem zweiten Objekttriger wird dieser Tropfen diinn
ausgestrichen. Nachdem der Ausstrich durchgetrocknet ist, wird er eine Minute in Methanol
fixiert. Ist das Methanol verdunstet, wird der Objekttrager fiir acht Minuten in einer 10

prozentigen Giemsalosung gefirbt. AnschlieBend wird er mit demineralisiertem Wasser
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abgewaschen und vorsichtig mit einem Papiertuch abgetrocknet. Nach vollstdndiger
Trocknung des Objekttriigers wird der Ausstrich bei 100-facher VergroBerung mit einem Ol-
Immersionsobjektiv am Lichtmikroskop ausgezéhlt.

Dazu werden durch ein Okularraster an zehn verschiedenen Stellen auf dem Objekttrager

jeweils die Erythrozyten sowie die Parasiten getrennt gezihlt.

3.2.4.9 Kryokonservierung von P. falciparum

Zur Konservierung werden die Parasiten in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt. Am besten fiir diese
Kryokonservierung eigenen sich junge Ringstadien. Der Inhalt einer Stammplatte, die eine
hohe Konzentration an jungen Ringstadien aufweist, wird in ein 15 ml
Schraubdeckelrdhrchen iiberfiihrt und zwei Minuten bei 900 g zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgenommen und das Zentrifugat mit der gleichen Menge an Gefrierlosung
resuspendiert und in ein mit Datum und Parasitenstamm beschriftetes Kryorohrchen pipettiert.
Dieses wird in einem Gemisch aus einem Teil Trockeneis und einem Teil 96 % Ethanol 10
Minuten schockgefroren. Nach einem Tag im -80° C Gefrierschrank werden die Parasiten
dauerhaft in fliissigen Stickstoff gelagert. Die Priparate konnen so iliber mehrere Jahre

konserviert werden.

3.2.4.10 Gametozytenkultivierung

Im Gegensatz zu den Stammkulturen werden die Gametozyten nicht in Petrischalen, sondern
in gasdichten 200 ml Zellkulturflaschen herangezogen. Vorbereitend werden 25 ml 37° C
warmes RPMI-Komplettmedium mit 1,5 ml Erythrozyten in eine Flasche gegeben.
AnschlieBend werden 5 ml einer Stammkultur mit einer Parasitdmie zwischen 1,5 % und 2 %
zugegeben. Umgehend wird die Flasche, wie auch nach jedem Mediumswechsel, begast und
48 Stunden ohne Mediumswechsel im Inkubator belassen. Ab dem zweiten Tag muss alle 24
Stunden bis zum Ende der Kultivierungsphase das Medium gewechselt werden. Nach Ablauf

von 13 Tagen wird wie Kapitel 3.2.4.11 beschrieben, die Exflagellationsrate bestimmt.
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3.2.4.11 Fertilititsiiberpriifung unter Nachweil3 der Exflagellation

Zwischen Tag 14 und Tag 17 wird der Entwicklungszustand der Parasiten anhand der
Exflagellation der Mikrogamtozyten iiberpriift. Dazu werden 200 pl aus der aufgeschiittelten
Kulturflasche entnommen und in einem Mikroreaktionsgefdl 30 Sekunden bei 1000 g
zentrifugiert.

Der Uberstand wird ohne das Zentrifugat aufzuschwemmen abgenommen. Zu dem
verbliebenen Zellniederschlag wird die gleiche Menge auf Zimmertemperatur erwérmtes
frisches RPMI-Komplettmedium zugegeben und das Ganze resuspendiert. Von diesem
Gemisch werden 10 pl auf einen Objekttriger getropft und dieser fiir 10 Minuten in eine
Feuchtkammer gelegt. Nach Ende dieser Entwicklungszeit, wird der Tropfen mit einem
Deckgldaschen (18 x 18 mm) in Vaseline verschlossen und bei einer 40-fachen
ObjektivvergrofBerung im Phasenkontrast beobachtet. Sind pro Gesichtsfeld mindestens zwei
Exflagellationen zu erkennen, kann die Gametozytenkultur fiir die Infektionsversuche

verwendet werden.

&9



Vektorkompetenz Methoden

3.2.5 Invasion von Plasmodium falciparum-Sporozoiten in

Hepatozyten

3.2.5.1 Kultivierung von Hepatozyten (Huh7-Zellen)

Die Invasion von P. falciparum-Sporozoiten in  Leberzellen und deren
Leberstadienschizogonie werden in vitro mit Hilfe der Hepatozyten der Humanen Hepatoma
Zelllinie (Huh7) untersucht.

Zur Kultivierung werden die Huh7-Zellen langsam aufgetaut, mit 15 ml vorgewédrmtem
DMEM-Medium gewaschen und zum Wachsen mit DMEM-Komplettmedium in eine
Kulturflasche gegeben. Zellkulturen benétigen flir ihr gleichméfBiges Wachstum einen
regelméBigen Wechsel des Mediums.

Ein Aufteilen der adhidrent wachsenden Zellen auf neue Kulturflaschen ist vor der kompletten
Uberwucherung des Flaschenbodens notwendig. Zuerst muss das im Medium enthaltene FCS
durch Waschen mit 20 ml HBSS entfernt werden. Um die Zellen zu 16sen, werden sie mit 3
ml Trypsin/EDTA tiberdeckt und fiir 2 min bei 37° C inkubiert. Diese Suspension wird zwei
Mal mit 15 ml DMEM-Medium gewaschen und anschlieBend 1-3 ml der Suspension, je nach
Zelldichte, in eine neue Kulturflasche mit 15 ml DMEM-Komplettmedium {iberfiihrt. Die
Zellen werden in einer 5 % CO,-Atmosphére (95% Stickstoff) bei 37° C kultiviert.

Um definierte Zellzahlen ausplattieren zu konnen ist die genaue Bestimmung der Zellzahl
notig. Zu diinn ausgeséte Zellen wachsen nur sehr langsam, zu dicht ausgesédte konnen ihren
Phénotyp verdandern. Mit Hilfe der Neubauer-Zdhlkammer konnen Zellsuspensionen in
geeigneter Verdiinnung ausgezihlt werden (Lindl, 2000).

Zur Vorbereitung der in Kapitel 3.2.5.3 und 3.2.5.4 beschriebenen Invasions- und
Entwicklungs-Assays werden ein Tag vor dem Experiment die gekammerten Objekttriger
vorbereitet. Pro Kammer werden 400 pl Medium mit 30.000 Hepatozyten angeimpft und bei
37° C kultiviert.

3.2.5.2 Konservierung von Huh7-Zellen

Hepatozyten, die nicht permanent in Kultur gehalten werden sollen, kann man zur

Konservierung einfrieren. Die Zellen werden mit Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche
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abgelost und abzentrifugiert. Das Zellpellet wird in einem entsprechenden Einfriermedium
(Freezing-Solution: 10 % DMSO, 90 % FCS ) resuspendiert, in Kryor6hrchen iiberfiihrt und
langsam bei -80° C eingefroren. Die Einfrierbox enthélt Isopropanol, das pro Minute um 1° C
abkiihlt. Nach 24 Stunden werden die eingefrorenen Zellen in fliissigem Stickstoff bei -196°
C gelagert.

Aufgetaut werden die Zellen direkt aus dem Stickstofftank in einem Wasserbad bei 37° C.
Die Zellen werden zuerst in ein 15 ml Schraubdeckelréhrchen iiberfiihrt und 15 ml DMEM-
Komplettmedium zugegeben. AnschlieBend bei 1000 rpm flir 5 Minuten zentrifugiert, das
Zellpellet im Medium resuspendiert und in die Zellkulturflaschen iiberfithrt. Am
darauffolgenden Tag wird das Medium gewechselt (Lindl, 2000).

3.2.5.3 Fiarbungen der invadierten P. falciparum-Speicheldriisen-

sporozoiten in Hepatozytenzellen

Durch Immunfluoreszenz-Farbung lassen sich extra- sowie intrazelluldr lokalisierte Parasiten
mit unterschiedlichen Farben markieren. Hierzu werden die infizierten Speicheldriisen in
einem Mikroreaktionsgefdl in 200 ul RPMI/3 % BSA zerkleinert. Zur Aktivierung der
Speicheldriisensporozoiten wird das Rohrchen fiir eine Stunde bei 4° C ruhen gelassen. Der
Inhalt des Reaktionsgefifles wird nun gleichmiBig auf die Kammern des vorbereiteten
Objekttragers mit kultivierten Huh7-Zellen verteilt und 1,5 Stunden bei 37° C inkubiert. Bei
zwel Waschschritten mit je 400 pl 37° C warmem DMEM-Komplettmedium werden die nicht
adhidrierten oder invadierten Sporozoiten aus den Kammern entfernt. Fixiert werden die
Praparate fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in 2,5 % Formaldehyd in PBS. In zwei
Waschschritten mit je 400 ul PBS werden die Reste der Fixierlosung entfernt und mit PBS/
10% FCS iiber Nacht bei 4° C oder fir 30 Minuten bei 37° C blockiert. Der primére
Antikorper anti-P. falciparum CSP wird in einer Verdiinnung 1:100 in PBS/ 10% FCS fiir 45
Minuten inkubiert. Alle Antikoper-Inkubationsschritte werden 45 Minuten bei 37° C in einer
feuchten Kammer durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/ 1% FCS erfolgt die
Inkubation mit dem fluoreszierenden sekundiren Antikorper (anti-Maus Alexa-Fluor 546) in
einer Verdiinnung von 1:300 ebenfalls fiir 45 Minuten.

Intrazelluldre Strukturen koénnen nur angefarbt werden, wenn die Zellmembran durchléssig
ist. In diesem Permeabilisierungsschritt werden 0,05 % Saponin in PBS/ 1% FCS 10 Minuten

bei Raumtemperatur auf die Zellen einwirken gelassen. Nach zwei weiteren Waschschritten
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mit 0,01% Saponin in PBS/ 1% FCS miissen erneut unspezifische Protein-Bindungsstellen
mit PBS/ 10% FCS blockiert werden. Dieser Inkubationsschritt kann bei 4° C {iber Nacht oder
bei 37° C in 30 Minuten durchgefiihrt werden. Nun folgt die zweite Inkubation mit dem
primdren unmarkierten Antikorper anti-P. falciparum CSP in einer Verdiinnung 1:100. Dem
schlieBen sich drei Waschschritte mit PBS/ 1% FCS an, bevor mit dem fluoreszenzmarkierten
Antikorper (anti-Maus Alexa-Fluor 488) fiir 45 Minuten inkubiert wird. Nach dreimaligem
Waschen in PBS/ 1% FCS werden die Préparate mit 50 % Glyzerol in PBS eingebettet und
mit Nagellack versiegelt. Das Préparat ist mehrere Wochen bei 4° C haltbar.

Durch diese schrittweise Immunofluoreszenz-Fiarbung sind die intrazelluliren Parasiten
ausschlieBlich griin, die extrazelluliren Sporozoiten rot und griin markiert. Mit einem
Fluoreszensmikroskop werden die infizierten Zellen untersucht. Dabei wird insbesondere auf

die Anwesenheit von griinen (invadierten) Sporozoiten geachtet (Renia, 1988).

3.2.5.4 Leberstadienentwicklungs-Assay mit P. falciparum-Speicheldriisen-

sporozoiten

Nach der Infektion ihres Wirtes durchlduft das Plasmodium als ersten Entwicklungsschritt ein
Stadium der Schizogonie in den Hepatozyten, bei dem es als Exo-erythrozytire-Form (EEF)
vorliegt. In vitro kénnen diese Stadien in Huh7-Zellen kultiviert und nach Antikorperfarbung
analysiert werden (Hollingdale et al., 1983). Diese Entwicklung ist jedoch sehr ineffizient. Bis
heute ist noch kein zuverldssigeres in vitro-Kultivierungssystem fiir P. falciparum-EEFs
verfligbar.

Es soll in vitro gezeigt werden, inwieweit der in Kultur befindliche P. falciparum Stamm
(NF54) sich in Hepatozyten-Zellen (Huh 7) entwickeln kann.

Die infizierten Speicheldriisen werden in einem Mikroreaktionsgefdl in 200 ul RPMI/3 %
BSA zerkleinert. Zur Aktivierung der Sporozoiten wird das Rohrchen fiir eine Stunde bei 4°
C ruhen gelassen. Nach dieser Aktivierungsphase werden die Speicheldriisensporozoiten
gleichmiBig auf die Kammern des vorbereiteten Objekttragers mit kultivierten Huh7-Zellen
verteilt und 12 Stunden bei 37° C inkubiert. Bei zwei anschlieBenden Waschschritten mit je
400 pl 37° C warmem DMEM-Komplettmedium mit "Roundup" werden die nicht adhérierten
oder invadierten Sporozoiten aus den Kammern entfernt. Das dem DMEM-Medium
zugegebene "Roundup" verhindert das unerwiinschte Wachstum von Pilzen und Bakterien. Im

12-Stunden-Intervall wird das verbrauchte Kulturmedium gegen frisches 37° C warmes
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DMEM-Komplettmedium mit "Roundup" ausgetauscht. Nach Ablauf von 72 Stunden werden
die Zellen mit -20° C kaltem Methanol fiir 10 Minuten fixiert und dreimal mit PBS/ 1% FCS
gewaschen. Das Methanol permeabilisiert gleichzeitig die Hepatozyten. Nach einem
Blockierungsschritt mit PBS/ 10% FCS fiir 30 Minuten bei 37° C oder iiber Nacht bei 4° C,
werden die Zellen mit dem priméren monoklonalen Antikérper anti- P. falciparum CSP in
einer Verdiinnung 1:100 mit PBS/ 10% FCS fiir 45 Minuten inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS/ 1% FCS wird der sekundidre Antikorper anti-Maus Alexa-Fluor 488
zugegeben und inkubiert. Nach 45 Minuten wird der sekundédre Antikdrper durch dreimaliges
Waschen mit PBS/ 1% FCS ausgespiilt. Das Praparat wird mit 50 % Glycerol in PBS
eingebettet und luftdicht verschlossen (Hollingdale et al., 1983).
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Fiitterung der Anopheles stephensi-Larven

Bei einem Uberangebot an Futterpellets konnten deren Oberflichen nicht vollstindig von den
Miickenlarven "abgebiirstet" werden. Dies fithrte um die Pellets zu einer Zone regen Pilz- und
Bakterienwachstums, welche von den Miickenlarven weder durchdrungen noch abgeweidet
werden konnte. Probleme hatten vor allem Erst- und Zweitlarven, die zudem in diesem
Geflecht hiingenblieben und verendeten. Ahnliches konnte bei Bestandteilen des
Katzenfutters beobachtet werden, welche fiir die Anopheles-Larven als Nahrung wenig
attraktiv waren. Sie verpilzten und waren zudem von einem zihen Bakterienschleim
umgeben. Nahmen diese schnell wachsenden unerwiinschten Keime {iberhand, schéddigten sie
zusehends die Larven, was oft einem Totalausfall gleichkam. Bei auftretenden Symptomen
(lethargisches Schwimmverhalten) wurden die Aufzuchtschalen iiber ein Sieb abgegossen und
die Larven unter einem warmen Wasserstrahl abgewaschen. Die Schale wurde mit einem
Tuch unter flieBendem Wasser ausgerieben, mit mindestens 60° C heilem Wasser ausgespiilt
und mit 70 prozentigem Ethanol desinfiziert.

War das angebotene Trockenfutter zu gering bemessen, wirkte sich das ebenfalls negativ auf
die Larvenaufzucht aus. Bei einer zu geringen Futtermenge kam es zu Larvenansammlungen
um die Pellets. Die Larven, die ihren Platz in der Néhe des angebotenen Futters behaupteten,
wuchsen schneller als die iibrigen Larven. Ferner konnte bei GroBenunterschieden karnivores
Verhalten der stirkeren gegeniiber den kleineren Larven beobachtet werden.

Bei der Staubfuttermethode darf nur so viel TetraMin®Baby auf die Wasseroberfliche
gestreut werden, wie die Larven in kiirzester Zeit fressen. Vorteil dieser Methode war das
gleichméfBige Wachstum der Larven. Wichtig war auch hier die Vermeidung -einer
Uberdosierung. Einer zu raschen Kahmhautbildung konnte die geringe Anzahl an Larven pro
Schale nicht schnell entgegenwirken. Die Larven waren dann nicht mehr in der Lage diese
massiv wachsende Mikroorganismenschicht auf der Wasseroberflache mit ihren Atemplatten
zu durchdringen und erstickten. Bei leichter Uberdosierung sanken die Nahrungspartikel zu
Boden und bildeten die Grundlage fiir ein starkes Wachstum der Mikroorganismen, die
ebenfalls schiadigenden Einfluss auf die Miickenlarven hatten. Auch hier galt: bei abnormem
Larvenverhalten sowie iibermédfigem Wachstum der Mikroorganismen, sollten die Schalen

mit den Larven wie oben beschrieben gereinigt werden.
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Nach der Sektion von Mitteldirmen und Speicheldriisen zeigte sich, dass Miickenweibchen
aus optimal mit Staubfutter versorgten Chargen eine geringere Kontamination mit Bakterien
und Pilzen im Bereich der préparierten Organe aufwiesen. Miicken aus Chargen mit
{iberdosiertem Staubfutter sowie aus denen mit Brekkis® gefiitterten, zeigten eine hdhere
Kontamination um die herausprédparierten Organe. Eine erhohte Kontamination Miicken mit
Bakterien und Pilzen wirkte sich stérend auf die Entwicklung der Plasmodien aus. Vor diesem
Hintergrund wurden die Larven der Chargen, die fiir die Infektion mit Plasmodien vorgesehen

waren, mit MicroMin*Baby gefiittert.
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3.3.2 Vorversuche uiber die Eignung unterschiedlicher
Membranen zur in vitro-Infektion von Anophelinen mit

Plasmodium spec.

3.3.2.1 Untersuchung iiber die Akzeptanz unterschiedlicher Membranen

fiir die in vitro-Blutfiitterung von An. stephensi

Unter den getesteten Membranen, Parafilm®, Naturdarm und Kollagensaitling, zeigte sich,
dass der Naturdarm mit 18 % angeflogenen Miicken eine im Gegensatz zu den zwei
kiinstlichen Membranen weitaus groBere Attraktivitdt gegeniiber den Miicken zeigte (s.

Tabelle 17).

Angeflogene Miicken in Prozent fiir n=100

Durchschnittswert bei 10 Wiederholungen
Parafilm® 1
Naturdarm 18
Kollagensaitling 3

Tab. 17: Eigenattraktivitit der Membranen bei Umgebungstemperatur. Gezéhlt
wurden die innerhalb von 2 Minuten angeflogenen und aktiv suchenden An.
stephensi-Weibchen. Angegeben ist der prozentuale Durchschnittswert bei zehn
Wiederholungen je Membran.

Die in Tabelle 18 dargestellten Ergebnisse der in vitro-Blutfiitterungen deckt sich mit dem
Resultat der oben beschriebenen Eigenattraktivititsuntersuchungen. Als Vergleichswert sind
den Blutfiitterungen iiber eine Membran Ergebnisse einer in vivo-Fiitterung an der Maus mit
aufgefiihrt. Die meisten vollgesogenen Miicken konnten bei der Verwendung des Naturdarms
gezédhlt werden. Mit 94 % der zur Verfiigung stehenden Miickenweibchen haben ein Prozent
mehr Miicken in den 15 Minuten gesaugt als an der Maus. Mit 85 % saugten mehr als 2/3 der
Miicken am Parafilm®. Die geringste Akzeptanz bei den Miicken hatte der Kollagensaitling.
Mit zunehmender Dauer der Fiitterung trocknete der Kunstdarm immer weiter aus. So wurden
die Miicken zwar angelockt, konnten die Membran aber nicht durchdringen und somit auch

kein Blut aufnehmen.
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Vollgesogene Miicken in Prozent fiir n=100
Durchschnittswert bei 10 Wiederholungen
Parafilm® 85
Naturdarm 94
Kollagensaitling 53
Maus 93

Tab. 18: Attraktivitdt der Membranen wihrend der Blutfiitterung. Gezéihlt wurden
die innerhalb von 15 Minuten vollgesogenen An. stephensi-Weibchen. Als
Vergleich sind Anflugdaten einer Mausfiitterung mit aufgefiihrt. Angegeben ist der
Durchschnittswert bei zehn Wiederholungen je Membran. Die Bluttemperatur lag
bei konstanten 37° C.

3.3.2.2 Eignung von Membranen fiir die in vitro-Infektion von Anophelinen

mit P. falciparum

Resultierend aus dem in Kapitel 3.3.2.1 beschrieben Ergebnis werden der Parafilm® und der
Naturdarm unter Infektionsbedingungen getestet. An beiden Membranen saugte ein hoher
Prozentsatz der Anopheles-Weibchen (s. Tabelle 19). Wie erwartet lag der Naturdarm bei
einer Akzeptanz von 95 % der bereitgestellten Miicken. Mit 91,7 % fiel das Ergebnis der
Parafilm®-Membran nur unwesentlich geringer aus. Nach Ablauf von sieben Tagen wurden
die Miickenweibchen seziert und Mitteldarm sowie Speicheldriise herauspripariert. Unter
einem Mikroskop bei 40-facher VergréBerung im Phasenkontrast, sowie bei 100-facher
VergroBerung wurden die Préparate auf ihre augenscheinliche Kontamination mit Bakterien
und Pilzen untersucht. Vergleicht man beide Membrantypen unter diesem Aspekt, so sind die
am Naturdarm gesaugt Miicken haben deutlich stirker mit Keimen belastet als diejenigen, die

an der Parafilm®-Membran saugten.
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Vektorkompetenz
Anzahl Miicken gesaugt
Membran | bereitgestellt| gesaugt in %
Naturdarm 120 114 95,0
Parafilm” 120 110 91,7

Tab. 19: Vergleich der Attraktivitdt von Parafilm und Naturdarm
wiahrend der in vitro-Fiitterung an der Infektions-Apparatur.
Gezédhlt wurden die innerhalb von 15 Minuten vollgesogenen
Weibchen. Die Ergebnisse wurden in 4 Wiederholungen mit je 30
An. stephensi-Weibchen pro Infektionscontainer ermittelt.
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3.3.3 Effektivitit der in vitro-Infektion am Nagermalariamodell

Vier Méusen wurde parallel die gleiche Dosis eines kryokonservierten Plasmodium berghei
Wildtyp Stabilates intraperitoneal injiziert. Nachdem sich der Parasit erfolgreich in seinem
Miusewirt behaupten konnte und die Exflagellationsrate einen Schwellenwert von drei
Exflagellationen pro Raster iiberschritten hatte, wurden zwei Maiuse mit der hochsten
Gametozytendicht fiir die Infektionsversuche mit Anopheles stephensi ausgewihlt. In Tabelle
20 sind die Exflagellationswerte der fiir die Versuche geeigneten Maiuse aufgelistet.
Angegeben ist der gerundete durchschnittliche Exflagellationswert von zehn unter dem
Mikroskop bei einer 40-fachen VergroBerung ausgezihlten Rasterfeldern.

Zur Vorbereitung wurden die Mause, ihrer jeweiligen Bestimmung entsprechend, betdubt (s.
Kapitel 3.2.2.3). Die narkotisierte Maus sowie die aus der zweiten Maus geernteten Parasiten
wurden gleichzeitig den vorbereiteten Stechmiicken fiir 15 Minuten angeboten. Die Versuche
wurden mit drei Wiederholungen an insgesamt vier Tagen durchgefiihrt. Am Tag 11 nach der
Infektion wurden die Miicken seziert und die Mitteldirme nach Oozysten untersucht.
Ergédnzend zur Oozysten-Zahl und der daraus resultierenden Infektionsrate wurden die
Anzahl der gesaugten Miicken, die wiahrend des Inkubationszeitraums gestorbenen Miicken,
sowie die Unterschiede in der Eiproduktion zwischen der Membran- und der Mausfiitterung
verglichen (s. Tabelle 21).

An der Maus saugten im Durchschnitt 89,2 % der Anopheles-Q 9. Verglichen mit der
Saugrate der Membranfiitterung mit 82,1 % lag der Wert der Mausfiitterung damit um 7 %
hoher. Deutlicher zeigte sich der Unterschied bei den Infektionsraten der zwei
Fiitterungsvarianten. So waren bei der in vitro-Fiitterung lediglich 33,1 % aller blutgesaugten
Miicken infiziert. Damit lag die Membranfiitterung 22,8 % unter der Infektionsrate der direkt
an der Maus infizierten Miicken, die eine Quote von 55,9 % erreichte. Ein Blick auf Tabelle
20 zeigt, dass die Infektion bei Miicken, die Eier ausgebildet hatten, wesentlich stirker war als
bei den Miicken, die keine Eier trugen.

Die unterschiedliche Effektivitit beider Modelle war bereits an der Gesamtzahl der jeweils
infizierten Miicken zu erkennen, wurde aber noch deutlicher, wenn man die absoluten
Oozysten-Zahlen (Tabelle 21) in die Wertung miteinbezog. Beim in vivo-Modell konnten
maximal 89 (s. Abbildung 29), 82, 75, 38 und 27 Oozysten pro Mitteldarm gezéhlt werden.
Mit den Werten 17, 9, 8, 7 und 6 entwickelten sich deutlich weniger Parasiten im Mitteldarm

der membrangefiitterten Miicken.
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Wiéhrend der Sektion wurden die Darmpriparate nach graviden und nicht graviden Miicken

sortiert. Hier zeigte sich, dass die Anzahl eiertragender Weibchen aus der Membranfiitterung

mit 66,6 % um 4,1 % hoher lag, als die der Miicken, welche an der Maus gefiittert wurden.

Unter Einbeziehung der Infektionsrate, die bei der Membranfiitterung qualitativ und

quantitativ geringer ausfiel als bei der Fiitterung an der Maus, konnte auf dieses Ergebnis

geschlossen werden.

Anzahl der Miicken
mit

Nr: | Methode Exfl. | Sektion | bereitgestellte | gesaugte | tote | gravide| Oozysten
1 |invivo 10| Tag 11 20 18 4 9 10
in vitro 10| Tag 11 20 17 2 11 7
2 |invivo 6| Tag 11 30 28 3 18 16
in vitro 9| Tag 11 30 28 3 19 15
3 |invivo 6| Tag 11 30 30 3 23 8
in vitro 5| Tag 11 30 21 1 15 0
4 |in vivo >15| Tag 11 30 22 0 13 17
in vitro 12| Tag 11 30 24| 2 15 9
gesamt Durchschnitt 2921107 62.5 550

in vivo m% ’ ’ ’ ’
gesamt Durchschnitt 21| 39 66.6 331

in vitro in % ’ ’ ’ ’

Tab. 20: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro (Infektion iiber Membran) und in
vivo (Infektion an der Maus) von Anopheles stephensi mit Plasmodium berghei. Die Exflagellationsrate
(Exfl.) ist ein gerundeter Durchschnittswert aus zehn bei 40-facher VergroBerung ausgezdhlten
Rasterfeldern. Durch eine Mitteldarmresektion wurde der Infektionserfolg am Tag 11 untersucht. Des
weiteren ist die Anzahl folgender Miicken aufgefiihrt: die fiir Versuche in Infektionscontainern vorbereitet
wurden; die Blut gesaugt haben; die Inkubationszeit nicht {iberlebt haben; die Eier trugen; an deren
Mittelddrmen Oozysten nachgewiesen wurden.
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Anzahl der Oozysten pro Mitteldarm
Nr: | Methode gravide Miicken nicht gravide Miicken
1 |in vivo 89:17,7;6:4;3;2:2 75:3
in vitro 5;4;2;2;2 2:2
2 |invivo 38;25;19;15;12;11;7;3;1;1;1;1;1 25;23,2
in vitro 8:7;6;4:3;3;2:2:1;1;1;1;1 17;3
3 |in vivo 6:5;2:1;1 8;6
in vitro 0 0
4 |invivo 27;26;19;9;5;5;4;3;1;1 82;27;20;11;6:4;3
in vitro 9;6,6;2;2;1;1;1;1 0

Tab. 21: Tabellarische Auflistung der Oozysten-Zahlen pro Mitteldarm der in vitro (Infektion iiber
Membran) und in vivo (Infektion an der Maus) infizierten Anopheles stephensi mit Plasmodium berghei.
Unterschieden wird zwischen graviden und nicht graviden Miickenweibchen Die mit einer
Kontrastfairbung behandelten Mittelddirme wurden unter einem Mikroskop 40 x VergroBerung im
Phasenkontrast ausgezahlt.
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Abb. 29: Mitteldarm von Anopheles stephensi mit Oozysten von Plasmodium
berghei. Zwei Oozysten sind exemplarisch mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet.
Die Sektion erfolgte am Tag 11 nach der in vivo-Fiitterung.
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3.3.4 In vitro-Kultivierung von Plasmodium falciparum-

Gametozyten

Grundlegend musste ein Kultivierungsmodell fiir Plasmodium falciparum zur zuverlassigen
Infektion von Anopheles-Weibchen etabliert werden. Fiir die Versuche wurde der P.
falciparum Stamm NF 54 verwendet. Basis dieses Abschnittes sind die unter 3.2.4
beschriebenen Methoden, die dem Ergebnisteil vorangestellt wurden.

Es zeigte sich, dass die Gametozytenkulturen sich wihrend ihrer 14 bis 16 Tage dauernden
Wachstumsphase gleichmidflig und erwartungsgemdl3 entwickelten. Die anschlieBende
Uberpriifung der Gametozytenfertilitit anhand der Exflagellation der minnlichen
Gametozyten fiel zu Anfang allerdings negativ aus. Ein Vergleich dieser Kulturen mit
spéteren, gut exflagellierenden Kulturen zeigte weder in der Anzahl sowie in der Verteilung
der Stadien noch in der optischen Begutachtung der einzelnen Stadien miteinander einen
Unterschied. Rein mikroskopisch schienen die Kulturen gleich. Nach vielen
Kultivierungsreihen zeigte sich jedoch, dass das Medium, wie es in Kapitel 3.2.4.3
beschrieben ist, zu einem ansatzweise besseren Ergebnis fiihrte als mit dem unter 3.2.4.2
beschriebenen.  Ziigiger Mediumswechsel und striktes Beachten der idealen
Mediumstemperatur von 37° C fiihrten zu einer weiteren Produktionssteigerung fertiler
Gametozyten. Im Zuge der Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass moglichst
gleichbleibende Gaskonzentrationen die Gametozytenqualitit erheblich verbessern. Die
Kulturen waren in einem gasgesteuerten Inkubator untergebracht. Da dieser durch andere
Experimente stark frequentiert war, wurden die eingestellten Gaskonzentrationen sowie die
ideale Temperatur durch das hiufige Offnen stindig unterschritten (schlechte
Kultivierungsbedingungen). Zu Zeiten, in denen der Inkubator nicht anderweitig genutzt
wurde, wurden beste Exflagellationsraten erzielt (optimale Kultivierungsbedingungen). Um
auf Dauer diesem nicht kalkulierbaren Zustand entgegenzuwirken, wurde ein Wiarmeschrank,
der ausschlieBlich der Gametozytenkultivierung zur Verfiigung stand, benutzt. Dazu wurden
die Gametozyten in gasdichten Kulturflaschen mit einem Gasgemisch aus 5 % O,, 3 % CO;
und 92 % N, geflutet und fest verschlossen in den Inkubator gestellt (mittlere
Kultivierungsbedingungen).

In Tabelle 22 sind die Exflagellationsraten sowie die Infektionserfolge bezogen auf die drei

Qualitdtseinstufungen zusammenfasst aufgefiihrt.
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Kultivierungs- Gametozyten- Exflagellationen Anopheles-Infektion in % Oo;ifsten
bedingungen dichte Durchschnitt maximal | minimal | Mitteldarm
schlecht 0,5-4% 1-10 pro Objekttr] 00,00 % n=100
mittel 0,5-4% 1-3 pro Feld 23,34% n=253 |35,00% |10,43% |1-12
optimal 0,5-4% 3-8 pro Feld 33,50 % n=223 |55,36% |16,67% |1-42

Tab. 22: Gametozytenqualitéit unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen. Angegeben ist die Gametozytendichte. Die
Exflagellation ausgezdhlt pro Objekttriger in der Ubersicht oder pro Feld bei zehn ausgezihlten Feldern. Die Infektion in % n
gibt die Anzahl der infizierten Miicken an und die Spanne der Oozystenzahlen pro Mitteldarm.
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3.3.5 In vitro-Infektion der Anopheles-Weibchen mit Plasmodium

falciparum

3.3.5.1 In vitro-Infektion von An. stephensi mit P. falciparum aus

Gametozyten -Kulturen

Die Qualitit der Gametozytenkulturen von Plasmodium falciparum wurde anhand ihrer
Infektionsrate von Anopheles stephensi {iberpriift. Im Vorfeld gab es trotz guter
Exflagellationsergebnisse unzuverldssige und geringe Infektionserfolge. Die aus diesem
Versuchsabschnitt gewonnen Erkenntnisse sind in die Methodikkapitel 3.2.3 und 3.2.4 mit
eingeflossen. Mit den zu Anfang benutzten Glasfiitterglocken des Typ I (Kapitel 3.2.3.3)
konnten keine hohen Infektionsraten erzielt werden, obwohl alle anderen Faktoren optimiert
wurden. Im direkten Vergleich beider zur Verfligung stehender Modelle zeigten die an
Fiitterglocken des Typ II gefiitterten Anophelinen mit 26,2 % infizierter Miicken eine
wesentlich hohere Rate (Tabelle 23) als die 5,7 % an Typ I infizierten Weibchen. Die
Infektion wurde am Tag sieben nach der Fiitterung anhand der Oozysten auf dem Mitteldarm
festgestellt. Pro Fiitterglocken-Typ wurden 150 Miicken in fiinf Bechern zu je 30 Stiick
bereitgestellt. Es zeigte sich auch, dass an Typ I mit 81,3 % etwa 9 % weniger Miicken
saugten als dies mit 90,7 % an Typ II der Fall war.

Miicken in % Tabelle 23 : Effektivitit der

Fiitterglocke gesaugt Infiziert verwendeten Glasflitterglocken fiir die

Infektion von An. stephensi mit P.

Typ 1 81,3 5,7 falciparum. Bei n = 150 infizierten

Typ I 90,7 26,2 Miicken. Mitteldarmresektion am Tag
n=150 7

Fiir die weiteren Infektionsversuche wurden ausschlieBlich die Glasfiitterglocken Typ 11
verwendet. Durchschnittlich konnten 31,5 % der 416 vollgesogenen Miicken infiziert werden.
Ergidnzend zur Infektionsrate sind in Tabelle 24 die Mortalititsrate und die Anzahl der
eiertragenden Weibchen aufgefiihrt. Ein Chargenvergleich der VerhéltnismaBigkeiten der drei
Werte untereinander zeigte keinen direkten Einfluss der P. falciparum-Infektion auf die Hohe
der Mortalitdtsrate oder auf die Anzahl eiertragender Weibchen. So lag die Mortalitdt der

unter Nr. 5 aufgefiihrten Charge, bei 20 % infizierter Miicken, mit 25 % erwartungsgemal
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relativ hoch. Vergleicht man dazu die Mortalitdtsrate von 27,3 % unter Nr. 12, bei einer
Infektionsrate von 43,8, und die unter Nr. 16 dargestellte Sterberate von 8,9 %, mit einer
Infektion von 60,8 %, zeigte sich keine eindeutige Korrelation der beiden Werte. Ein
dhnliches Ergebnis bringt der Vergleich von Infektionsrate mit der Anzahl gravider
Weibchen. Zu erwarten wire ein relativer Riickgang eiertragender Weibchen bei
zunehmender Infektionsrate. Dies konnte nicht bestitigt werden, so wies die hochste
Infektionsrate mit 60,8 % mit 42, 9 % auch die meisten graviden Weibchen auf.

Die Exflagellationswerte galten als Richtgroe fir die Gametozytenqualitit.
Durchschnittswerte unter zwei Exflagellationen pro zehn Felder fiihrten zu keiner oder nur
einer dulerst geringen Infektion von Anopheles stephensi mit Plasmodium falciparum. Wie

aus Tabelle 24 gut ersichtlich ist, erhoht sich der Anteil infizierter Miicken bei groBerer

Exflagellationsdichte.
Nr: | Exfl. | bereitgestellt | gesaugt Infektionsrate Gra\‘/iditéitsr. M(?rtalitéit

in % mn % m %
1 2 30 27 12,0 11,1 7,4
2 5 25 24 25,0 4,2 16,7
3 5 25 21 29,4 19,0 19,0
4 3 30 26 34,8 23,1 11,5
5 4 40 20 20,0 25,0 25,0
6 5 40 25 15,8 40,0 24,0
7 4 30 21 29,4 19,0 19,0
8 3 36 24 18,2 8,3 8,3
9 5 30 21 35,3 14,3 19,0
10 5 20 16 38,5 0,0 18,8
11 4 25 17 25,0 11,8 29,4
12 5 30 22 43,8 27,3 27,3
13 3 30 27 27,3 22,2 18,5
14 3 25 19 25,0 21,1 36,8
15 3 30 20 46,7 20,0 25,0
16 7 60 56 60,8 42,9 8,9
17 8 30 30 48,0 40,0 16,7

Gesamt 536 416 31,5 (Mittelwert)
12,692 (Standabw.)

Tab. 24: Infektion von An. stephensi mit P. falciparum. Aufgefiihrt sind zusétzlich die
Mortalitdts- und Graviditétsrate. Die Exflagellationswerte berechnen sich als gerundeter
Mittelwert aus zehn ausgezihlten Blickfeldern.

105



Vektorkompetenz Ergebnisse

Die infizierten Miicken wurden nach graviden und nicht graviden Weibchen unterschieden. In
dieser Auswertung (s. Tabbele 25) wurden Versuchschargen mit insgesamt 263 Miicken
berticksichtigt. Innerhalb dieser Auswahl lag der Anteil der infizierten An. stephensi bei 34 %.
Es konnte gezeigt werden, dass 52 % der infizierten Miickenweibchen keine Eier ausgebildet
hatten. Wihrend bei den graviden, infizierten Weibchen die Oozystenzahl pro Mitteldarm im
Durchschnitt bei 5,88 lag, betrug dieser Wert bei den Miicken ohne Eier lediglich 4,07

Oozysten pro Mitteldarm. Alle Miickenweibchen wurden am Tag sieben nach der Infektion

seziert.

Gravid nicht gravid
% infizierter 48 52
Weibchen

42:17;16;15;12;11;10;10;9;8;8:8:8; | 27;17;15;12;12:9;8:8;7;6:4;4;3:3;3;3;3;

DOPYSIN DO | g.7:6.6.5:4::4:4;3:3,2:2:2:2:02:1; | 332222222 LL LI

Mitteldarm 1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1:1 1;1;1;1;1;1;1;1
durchschnittl.

Anzahl 5’88 4307
Oozysten pro

Mitteldarm

Anteil infizierter Miicken fiir n = 263 untersuchte Exemplare: 34 %

Tab. 25: Anteil infizierter gravider und nicht gravider An. stephensi-Weibchen. Aufgefiihrt sind die Oozysten
pro seziertem Mitteldarm sowie der Durchschnittswert an Oozysten. Ausgewertet wurden 263 Miicken mit
einer durchschnittlichen Infektionsrate von 34 %.

Am Tag 14 nach der Fiitterung wurden die Speicheldriisen auf eine Infektion mit Sporozoiten
untersucht. Die préiparierten Speicheldriisen wurden unter mikroskopischer Beobachtung
zwischen Deckglas und Objekttrager leicht gequetscht. Durch die Ruptur der Loben waren die
freigesetzten Sporozoiten leichter zu z&hlen. Um die so gewonnenen Ergebnisse
tibersichtlicher zu gestalten und zuverldssiger zu vergleichen, wurden die Sporozoitenzahlen,
wie in Kapitel 3.2.3.6 beschrieben, in Kategorien von A bis D eingeordnet. Ausgewertet
wurden 140 An. stephensi-Weibchen, von denen 26 % in ihren Speicheldriisen mit
Sporozoiten infiziert waren (Tabelle: 26). Ahnlich wie bei der Auswertung der OQozysten-
Infektion waren lediglich 41,7 % der infizierten Miickenweibchen gravid. Mit 58,3 % hatten
mehr als die Halfte der mit Speicheldriisensporozoiten infizierten Miicken keine Energie in

die Eiproduktion investiert. Ein Vergleich der absoluten Infektionsraten mit der Gliederung in
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gravide und nicht gravide Weibchen lieB keine signifikante Abhéngigkeit der Werte
zueinander erkennen. Bei der Berechnung der Qualitit der Infektion, also der
durchschnittlichen Anzahl von Sporozoiten pro Speicheldriise, zeigte sich mit 2,9 ein leichter
Qualitdtsvorsprung der graviden Tiere gegeniiber einem Wert von 2,5 bei den Weibchen ohne
Eier. Dies errechnete sich als Mittelwert der Summe der Wertigkeiten der einzelnen

Kategorien. Dazu wurden den Kategorien A, B, C und D aufsteigend die Werte 1 bis 4

zugeordnet.
Nt infizierte infizierte Speicheldriisen in % Sporozoiten pro Speicheldriise
Miicken | absolut | gravid nicht gravid gravid nicht gravid
1 8/23 34,8 26,1 8,7 D;C;C;C;C;C D;C
2 2/15 13,3 0,0 13,3 C:B
3 3/19 15,8 10,5 5,3 CC B
4 5/17 29,4 11,8 17,6 C:B C,CA
5 4/22 18,2 4,5 13,6 B B;B;B
6 6/17 35,3 5,9 29,4 B B;B;B;B;A
7 2/8 25,0 0,0 25,0 CC
8 2/7 28,6 14,3 14,3 C B
9 4/12 33,3 16,7 16,7 C,C C,C
gesamt 36/140 26,0 41,7 58,3

Tab. 26: Infektionsrate der An. stephensi-Speicheldriisen mit P. falciparum-Sporozoiten. Unterschieden wird
zwischen graviden und nicht graviden Weibchen. Die Sporozoitenzahlen werden in Gruppen zusammengefasst
und mit den Kategorien A (1-10), B (11-100), C (101-1000) sowie D (< 1000) bezeichnet.

Innerhalb eines Experimentes war die Qualitét der Infektionen relativ konstant. Parameter,
welche die Qualitdt beeinflussen, sind unter anderem Variabilitit der Transmissionskapazitat

der Anopheles-Miicken und der Exflagellationskapazitét der P. falciparum-Kulturen.
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3.3.5.2 In vitro-Infektion von An. gambiae s. str. und An. albimanus mit P.

falciparum aus Gametozytenkulturen

Ergénzend zu den Infektionsversuchen mit Anopheles stephensi standen mit An. gambiae s.
str. und An. albimanus zwei weitere Vertreter tropischer Miicken zur Verfligung. Es wurden
drei Versuchsreihen mit je 20 Anopheles-Weibchen pro Art durchgefiihrt. Anopheles gambiae
saugte nur sehr zégerlich an der Membran. Alle 21 der insgesamt 60 bereitgestellten Miicken
flogen erst nach 8 bis 11 Minuten an und begannen zu saugen. Im Gegensatz dazu saugen A4n.
albimanus und die Reverenzart An. stephensi nach einer Orientierungsphase von 1 bis 2
Minuten ziigig an der angebotenen Gametozytenkultur. Nach einer an das Parasitenwachstum
angepassten Wartezeit von sieben Tagen wurden den Miicken die Mittelddrme entnommen
und auf Oozysten untersucht. Wie Tabelle 27 zeigt, waren 31 und damit 70,5 % der 50
sezierten An. albimanus gravid. An. gambiae hatte mit 4 von 19, also 21,1 % der untersuchten
Weibchen, die geringste Anzahl an eiertragenden Weibchen. Mit 14,3 % der Versuchstiere lag
die Sterberate bei An. gambiae um ein Vielfaches hoher als bei den beiden anderen
Anopheles-Arten. Eine sehr gute Infektionsrate konnte bei An. stephensi festgestellt werden.
Auf 42,9 % der mittleren Darmabschnitte hatten sich Oozysten entwickelt. Bei An. albimanus
konnten bei 4,5 % und damit bei 2 der 50 Miickenweibchen Oozysten nachgewiesen werden.
Auf beiden priparierten und mit Mercuchrom® gefirbten Mitteldirmen konnten je zwei
Oozysten gezdhlt werden. An. gambiae lie} sich unter den Versuchsbedingungen nicht mit

Plasmodium falciparum infizieren.

gesaugt infiziert gravid gestorben
Spezies bereitgestellt in in in in
Anzahl o, Anzahl % | Anzahl| % Anzahl o,
An. gambiae s. str. 60 21 35,0 0 0,0 4 21,1 3 14,3
An. albimanus 60 52 86,7 2 4,5 31 70,5 2 4,3
An. stephensi 60 51 85,0 21 (429| 26 |53,1 2 39

Tab. 27: Ergebnisse der Fiitterung von An. gambiae s. str, An. albimanus und An. stephensi mit P.
falciparum. Zusétzlich sind Daten, die Auskunft iiber Sterberate und Graviditéit geben, aufgefiihrt.
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3.3.5.3 In vitro-Fiitterung von An. plumbeus mit kultivierten P. falciparum-

Gametozyten

Ankniipfend an die Infektionsversuche mit Anopheles stephensi, mit deren Hilfe die in vitro-
Infektionssmethode mit kultivierten Gametozyten des Erregers der Malaria tropica optimiert
wurde, folgten die Versuche mit Anopheles plumbeus. Die im Vorfeld gemachten
Erfahrungen mussten im Detail erst an diese Miickenspezies angepasst werden. So zeigte sich,
dass - bedingt durch das Volumen der Infektionscontainer und die Fliche der Membran -
mehr als 20 Miickenweibchen pro Infektionseinheit nicht zweckmaBig sind. Befinden sich zu
viele Miicken in dem Becher, storen sie sich gegenseitig und verhindern so die fiir eine
Infektion essentielle ziigige Aufnahme der Gametozyten. Im Gegensatz zu den An. stephensi
und An. albimanus zeigten Weibchen von An. plumbeus im Alter bis 10 Tagen innerhalb der
15 Minuten ein geringes Interesse an der Membran zu saugen. Ab Tag 10 waren Anfliige und
Saugverhalten so weit ausgepragt, dass die Miickenweibchen ziigig wéihrend der vorgegeben
Zeit saugten. Verwendet wurden Miicken in einem Alter von 14 Tagen, da sich unter den
Versuchsbedingungen ab diesem Zeitpunkt das zuverldssigste Saugverhalten zeigte. In
Tabelle 28 ist zu sehen, dass sich das Alter der Miicken nicht nachteilig in einer erhdhten
Sterberate widerspiegelt. Die unter Nr. 2 und Nr. 4 aufgefiihrten Chargen wurden iiber 14
Tage gehalten, die Chargen 1 und 2 wurden nach 7 Tagen seziert. Im Vergleich der
Mortalitédtsraten gibt es keinen auf die Lebensdauer bezogenen signifikanten Unterschied.
Erstaunlich ist der Anteil gravider Weibchen von An. plumbeus, im Gesamtdurchschnitt liegt
er mit 92,8 % weit iiber dem der tropischen Miicken in diesen Versuchsreihen. In allen
Chargen, in denen eine P. falciparum-Infektion nachgewiesen werden konnte, lag der Anteil
der Miicken, die in der vorgegeben Zeitspanne sich vollgesogen hatten, mit 81,0 % zu 60,6 %
deutlich iiber dem der Kontrollart An. stephensi.

Die verwendeten Miickenweibchen der Chargen 1, 2 sowie 3 wurden als Larven aus
Jauchegruben entnommen. Die Miicken der Charge 4 stammen aus einer in Baumhohlen
briitenden Population. Aus beiden Brutstittentypen wurden Larven entnommen und im Labor
aufgezogen.

Drei der Mittelddrme trugen Oozysten, zwei waren mit jeweils zwei Parasitenstadien und der
dritte mit einem Parasiten belegt. Die erste erfolgreiche Infektion von An. plumbeus wurde
durch Oozysten auf den Mittelddrmen nachgewiesen (Tabelle 29). Bei 14,3 %, also 3 der 21
Miicken, konnten 7 Tage nach Infektion auf den priparierten Mitteldirmen unter dem

Mikroskop bei 40-facher VergroBerung im Phasenkontrast die mit Mercurchrom® angeférbten
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Oozysten gezdhlt werden. Drei der mittleren Darmabschnitte trugen Oozysten, zwei waren
mit jeweils zwei Oozysten und der dritte Miickendarm mit einer Oozyste infiziert (Tabelle
29). Gute Voraussetzungen fiir die Infektion von An. plumbeus war ein
Exflagellationsdurchschnitt von vier bei zehn ausgezéhlten Feldern sowie eine hohe Saugrate
von 80,0. % Anzumerken ist, dass die Mehrzahl der Miicken bereits in den ersten 10 Minuten
mit Erfolg gesaugt hatte. Bei der Kontrollinfektion lag die Infektionsrate mit 2 der 15

sezierten Miicken bei 13,3 %, auf beiden Mittelddrmen entwickelte sich je eine Oozyste.

¢ Infektion der
Nr: Spezies Exfl. | bereitgestellt g?rsla;g Miicken Graviditdt | Mortalitdt
° (Rate in %) in % in %
1 | A4n. plumbeus 4 30 80,0 3/21 (14,3) 81,0 12,5
An. stephensi 30 60,0 2/15 (13,3) 66,7 16,7
2 | An. plumbeus 5 45 71,1 3/15 (20) 100,0 6,3
An. stephensi 45 57,8 5/13 (38,5) 65,2 11,5
3 | An. plumbeus 2 30 36,7 0/9 (0,0) 100,0 18,2
An. stephensi 30 63,3 2/18 (11,1) 38.9 5,3
4 | An. plumbeus 4 25 92,0 2/12 (16,7) 90,0 13,0
An. stephensi 25 64,0 3/8 (37,5) 40,0 6,3

Tab. 28: Infektion von An. plumbeus iiber eine Membran mit in vitro kultivierten P. falciparum-Gametozyten. Die
Chargen | bis 3 stammen aus einer Jauchegrubenpopulation, die Nr. 4 aus einer Baumhohlenpopulation. Als
Infektionskontrolle fungierte An. stephensi. Die Exflagellation (Exfl.) ist als gerundeter Durchschnittswert aus zehn
ausgezahlten Feldern angegeben.

In Charge 2 wurden am Tag 7 nach Infektion 15 der Weibchen seziert, auch hier konnten an
drei Mitteldirmen Oozysten nachgewiesen werden. Neben einem mit zwei und einem mit
einer Oozyste wurden auf dem dritten Mitteldarm 41 Oozysten gezdhlt. Am Tag 14 wurden
aus den verbliebenen 13 Weibchen die Speicheldriisen und die Mittelddrme prépariert. Es
zeigte sich, dass eine Speicheldriise mit 100 bis 1000 Sporozoiten (Kategorie "C") infiziert
war (Tabelle 30). Der zu dieser Miicke gehorende Mitteldarm war zusétzlich mit einer nicht
vollstindig entwickelten Oozyste infiziert. An einem zweiten Mitteldarm wurden sieben

Oozysten gezéhlt, die Loben der dazugehorigen Speicheldriise enthielten keine Sporozoiten.
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Auch bei dieser Charge basierte das gute Infektionsergebnis auf der hohen Qualitdt der
Gametozyten, die sich in der hohen Exflagellationsrate von fiinf widerspiegelte. In der
Kontrolle wurde dies mit 30 % infizierter Miicken bestétigt. Bei zwei der flinf infizierten
Mittelddirme am Tag 7 wurden 14 und acht Oozysten gezdhlt. Nach 14 Tagen waren drei

Speicheldriisen mit Sporozoiten infiziert: Zwei davon aus der Kategorie "C" und eine aus "B".

Tag 7
Nr- Spezies seziert Mitteldarm infiziert Ooz?/sten pr9 Mltteld.arm
Anzahl % gravid nicht gravid
1 | An. plumbeus 21 3 14,3 2:2;1 0
An. stephensi 15 2 13,3 1;1 0
2 | An. plumbeus 15 3 20,0 |41;2;1 0
An. stephensi 13 5 38,5 8:2; 14:;1;1
3 | An. plumbeus 9 0 0,0 0 0
An. stephensi 18 2 11,1 3 2
4 | An. plumbeus 12 2 16,7 2;1 0
An. stephensi 8 3 37,5 4 12;2

Tab. 29: Infektionsnachweis von An. plumbeus mit P. falciparum 7 Tage nach Fiitterung. Angegeben
sind die Zahl der sezierten Miicken sowie die Infektionsrate und die detektierten Oozysten pro
Mitteldarm.

Die beispielhaft in Tabelle 29 aufgefiihrte dritte Charge wurde mit Gametozyten infiziert,
deren im Vorfeld bestimmte Exflagellationsrate nur bei einem Wert von zwei lag. In der
Kontrolle mit An. stephensi waren 2 der 18 untersuchten Miickenweibchen mit je drei und
zwei Oozysten infiziert. Bei An. plumbeus, die mit knapp 37 % der 30 vorbereiteten Miicken
ein eher schlechtes Saugergebnis lieferten, konnte keine Infektion nachgewiesen werden. Und
das, obwohl alle neun nach sieben Tagen sezierten Miicken Eier ausgebildet hatten, also
genug Erythrozyten sowie Parasiten aufgenommen haben mussten. Eine Sektion der zwei
verendeten Miicken zeigte auch keine Spuren einer P. falciparum-Infektion. Mit 63,3 % voll

gesaugter Exemplare wurde in der Kontrolle ein durchschnittlich guter Wert erreicht.
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Tag 14
. . Speicheldriisen infiziert Mittelddrme infiziert
Nr: Spezies seziert _ ) : . . .
Anzahl | % | gravid | nicht gravid | Anzahl | % | gravid | nicht gravid

2 | An. plumbeus 13 1 7,7 C 0 2 154 7;1 0
An. stephensi 10 3 30,0 0 B;C;C 1 10,0 0 2

4 | An. plumbeus 8 1 12,5| B 0 1 12,5 5 0
An. stephensi 7 3 429|C;C;B 0 0 0,0 0 0

Tab. 30: Infektionsnachweis von An. plumbeus mit P. falciparum 14 Tage nach Fiitterung. Angegeben sind die Zahl der
sezierten Miicken sowie die Infektionsrate, die detektierten Oozysten pro Mitteldarm und die infizierten Speicheldriisen.
Angeben sind die Sporozoitenzahlen in den Kategorien "B" und "C". B =11 bis 100 und C = 101 bis 1000 Sporozoiten.

Mit der vierten Charge wurden An. plumbeus-Miicken aus einer Baumhohlenpopulation
infiziert. Auch diese Miicken akzeptierten die angebotene Blutmahlzeit mit einer Quote von
92 % sehr gut (s. Tabelle 28). Das schnelle und effiziente Saugen liel zumindest auf eine
hohe Eiproduktionsrate schlieBen. Ebenso konnte bedingt durch eine Exflagellationsrate von
vier, basierend auf den vorherigen Ergebnissen, eine Infektion erwartet werden. Die
Sterberate lag bei durchschnittlich 13 %. In der Kontrolle lagen die Saugrate sowie die
Graviditdt unter den Werten von An. plumbeus. Die gesamte Infektionsrate erreichte
allerdings mit 40 % einen zweifach hoheren Wert. Am Tag 7 zeigte die Sektion von 12 An.
plumbeus-Weibchen eine Infektion von 16,7 %, es konnten an einem Mitteldarm eine und bei
einem anderen zwei Oozysten nachgewiesen werden (s. Tabelle 29). Nach 14 Tagen wurden
die verbliebenen acht Weibchen auf eine Infektion mit P. falciparum untersucht. In einer
Speicheldriise waren Sporozoiten vorhanden, die nach Auszdhlen einer Infektion der
Kategorie "B" zugeordnet wurden. Auf dem Mitteldarm eines weiteren Miickenweibchens
entwickelten sich fiinf Oozysten. Die zu diesem Entwicklungszeitpunkt geringe GroBe der
Oozysten sowie eine nicht mit Sporozoiten infizierte Speicheldriise lassen darauf schlieflen,
dass die Parasiten ihre Entwicklung in dieser Miicke nicht vollenden konnten.

Etwa die Halfte der mit P. falciparum infizierten An. stephensi-Weibchen waren nicht gravid.
Im Gegensatz dazu konnte innerhalb der - wenn auch kleinen - Gruppe nicht gravider An.
plumbeus-Weibchen keine Infektion diagnostiziert werden.

Unter den idealen Laborbedingungen war eine Infektion der An. plumbeus-Weibchen aus

Baumhohlen und Jauchgrubenpopulationen mit P. falciparum moglich. Ergédnzend zu dem
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Nachweis von Oozysten (Abbildung 30) konnte mit den Sporozoiten infizierten
Speicheldriisen (Abbildung 31, 32) gezeigt werden, dass die iiber eine Membran gefiitterten in
vitro kultivierten Gametozyten des P. falciparum-Stammes NF54 ihren Entwicklungszyklus
in An. plumbeus vollenden konnen, wenn auch in einem geringeren Malle als bei den

Parasiten adaptierten An. stephensi-Weibchen.
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Abb. 30: Mitteldarm von An. plumbeus mit P. falciparum-Oozysten in einer
Kontrastfarbung mit 0,1 % Mercuchrom. Exemplarisch sind zwei Oozysten
durch Pfeile markiert. Der blaue Pfeil markiert ein Malpighi-GefaB.
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Abb.31: Mit P. falciparum-Sporozoiten infizierte Speichedriise eines An.
stephensi-Weibchens bei 100 facher VergroBlerung. Der Pfeil zeigt die ruptierte
Stelle am Lobus, an der die Sporozoiten austreten. Die Préparation der
Speicheldriise erfolgte am Tag 14 nach der in vitro-Infektion.

Abb. 32: Immunofluoreszenzfirbung von
P.  falciparum-Sporozoiten in  einer
Speicheldriise von An. stephensi. Angefarbt
mit sekunddren Antikdrpern anti-Maus
Alexa-Fluor 488 zeigen die Sporozoiten
angeregt durch einen 488 nm Laser
spezifische Griin-Fluoreszenz. Die
Infektionsstirke ist der Kategorie D (>
10.000  Sporozoiten) zuzuordnen. Zu
erkennen sind die Konturen von drei Loben
(Pfeil) der Speicheldriisen.
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3.3.6 Sporozoiten-Invasion in Hepatozyten

3.3.6.1 Invasion von P. falciparum-Speicheldriisensporozoiten in

Hepatozyten

In einem ersten Schritt sollte die Invasionsfdhigkeit der aus den Speicheldriisen von
Anopheles stephensi gewonnen Sporozoiten aus in vitro kultivierten Gametozyten von
Plasmodium falciparum Stamm NF54 iiberpriift werden. Untersucht wurde die Invasion der
Sporozoiten sowie deren Leberstadienschizogonie an kultivierten Hepatozyten der humanen
Hepatoma Zelllinie (Huh7). Mit der durchgefiihrten Doppelfarbung wurden, mit Hilfe des
sekundédren Antikorpers anti-Maus Alexa-Fluor 546, die aullerhalb der Hepatozyten liegenden
und zuvor mit einem primdren Antikorper anti-PfCSP markierten Sporozoiten rot gefarbt.
Nach der Permeabilisierung der Zellmembran wurden, nach einer erneuten Markierung der
Sporozoiten, auch die im Inneren der Zellen befindlichen Sporozoiten mit dem sekundéren
anti-Maus Alexa-Fluor 488 griin angefdrbt. Die intra- sowie extrazelluldren Sporozoiten
konnten nach entsprechender Anregung mit Hilfe des konfokalen Laser-Scan-Mikroskopes
sichtbar gemacht und somit unterschieden werden.

Durch die Inkubationszeit von 90 Minuten wurde den Sporozoiten genug Zeit gewéhrt, um in
die Hepatozytenzellen zu invadieren. Abbildung 33 zeigt in Abschnitt A einen Sporozoiten,
der wihrend der Anregung durch einen 546 nm Laser nur schwach bzw. unspezifisch rot
leuchtet. Dies zeigt, dass der Parasit wihrend des ersten Farbeschrittes von dem sekundiren
anti-Maus Alexa-Fluor 546 Antikorper abgeschirmt war. Segment C der Abbildung 33 zeigt
im 488 nm Laser eine spezifische Griinfarbung des Parasiten. Nach der Permeabilisierung der
Zellmembran konnte er mit dem priméren Antikorper als P. falciparum-Sporozoit markiert
und mit dem sekundiren Antikorper entsprechend griin gefarbt werden.

Wihrend im Durchlicht (Abschnitt B) nur die Konturen der Hepatozyten deutlich sichtbar
sind, ist der Sporozoit selbst nicht zu erkennen. Teil D der Abbildung 33 zeigt unter
Verwendung beider Laser sowie des Durchlichtes die Lage des griin fluoreszierenden
Parasiten in seiner Wirtszelle, die ihrerseits unspezifisch rot/griin fluoresziert. In Abbildung
34 ist zum Vergleich ein Parasit, der nicht invadiert war, dargestellt. Abschnitt A und C
zeigen, bei jeweils unterschiedlicher Laserfrequenz, eine spezifische intensive rote bzw. griine
Féarbung. Der Parasit wurde, da er nicht durch die Zellmembran geschiitzt war, bei beiden

Férbeschritten jeweils mit dem sekundiren Antikdrper anti-Maus Alexa-Fluor 546 sowie 488
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gefarbt. Auch dieser Sporozoit war im Durchlicht (Abbildung 34 Abschnitt B) nicht zu
erkennen. Unter der Verwendung aller drei Beleuchtungsarten konnte die Lage des Parasiten

deutlich auBlerhalb einer Hepatozytenzelle bestimmt werden.
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Abb. 33: In  Hepatozyten invadierter P.  falciparum-Speicheldriisensporozoit.
Immunofluoreszenzfarbung mit anti-PfCSP Antikérper und sekundidren Antikdrpern anti-Maus
Alexa-Fluor 546 sowie anti-Maus Alexa-Fluor 488. A zeigt die unspezifische Rot-Fluoreszenz
des Sporozoiten unter Verwendung eines 546 nm Lasers. In B sind die Konturen der
Hepatozyten im Durchlicht zu erkennen. C zeigt die spezifische Griin-Fluoreszenz des Parasiten,
angeregt durch einen 488 nm Laser. D zeigt den Parasiten und die Hepatozyten unter
Verwendung des 488 nm und des 546 nm Lasers bei gleichzeitigem Durchlicht.
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Abb. 34: Extrazellulérer P. falciparum Speicheldriisensporozoit. Immunofluoreszenzfarbung mit
anti-PfCSP Antikorper und sekundéren Antikdrpern anti-Maus Alexa-Fluor 546 sowie anti-Maus
Alexa-Fluor 488. A zeigt die spezifische Rot-Fluoreszenz des Sporozoiten unter Verwendung
eines 546 nm Lasers. In Abschnitt B sind die Konturen der Hepatozyten im Durchlicht zu
erkennen. C zeigt die spezifische Griin-Fluoreszenz des Parasiten, angeregt durch einen 488 nm
Laser. D zeigt den Parasiten und die Hepatozyten unter Verwendung des 488 nm und des 546 nm
Lasers bei gleichzeitigem Durchlicht.
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3.3.6.2 Entwicklung invadierter P. falciparum-Sporozoiten in Leberzellen

(Hepatozyten)

Im ersten Schritt konnte die Invasion der Plasmodium falciparum-Sporozoiten in Hepatozyten
der Zelllinie Huh7 zweifelsfrei nachgewiesen werden. Darauf aufbauend sollte geklart
werden, ob die in vitro kultivierten Parasiten ihre Féhigkeit, sich in den Leberzellen zu
entwickeln, beibehalten haben. Nach einem Inkubationsintervall von 72 Stunden wurden die
Zellen mit -20° C kaltem Methanol fixiert. Der Entwicklungszeitraum von 72 Stunden zeigte
sich als ideal fiir diese Fragestellung und den darauf basierenden Versuchsaufbau. Durch eine
Immunofluoreszenzfarbung wurden die Parasiten zunidchst mit dem priméren anti-PfCSP
Antikorper und anschlieBend mit dem sekundédren Antikorper anti-Maus Alexa-Fluor 488
griin angefdrbt. Abbildung 35 zeigt ein frithes Leberstadium, das angeregt von einem 488 nm
Laser, in spezifischem griin fluoresziert. Deutlich sind die ebenfalls griin leuchtenden
Konturen der Wirtszelle zu sehen. Im Gegensatz zu der Bananenform der Sporozoiten hat sich
das frithe Leberstadium bereits abgerundet und so seine nichste Entwicklungsphase
eingeleitet. Bei Sporozoiten, die nicht in Hepatozytenzellen invadierten, konnte keine

Weiterentwicklung festgestellt werden (s. Abbildung 36).
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Abb. 35: P. falciparum-Leberstadium. Immunofluoreszenzfarbung mit anti-PfCSP Antikdrper
und sekunddren Antikorpern anti-Maus Alexa-Fluor 488. A zeigt spezifische Griin-Fluoreszenz
des Parasiten, angeregt durch einen 488 nm Laser. B zeigt den Parasiten und die Hepatozyten
unter Verwendung des 488 nm Lasers bei gleichzeitigem Durchlicht.

118



Vektorkompetenz Ergebnisse

—
10pm

S KO
S iphtu ‘3'.’;'&_-5&.&“

s T el e M e TR

Abb. 36: Sporozoit, der nach 72 Stunden nicht in Hepatozyten invadiert war. Eine
extrazelluldre Weiterentwicklung konnte nicht nachgewiesen werden. Angefarbt mit anti-
PfCSP Antikorper und sekundédren Antikdrpern anti-Maus Alexa-Fluor 488. A zeigt
spezifische Griin-Fluoreszenz des Parasiten, angeregt durch einen 488 nm Laser. B zeigt
den Parasiten und die umliegenden Hepatozyten unter Verwendung des 488 nm Lasers
bei gleichzeitigem Durchlicht.
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3.4 Diskussion

In diesem Teil der Studie, in dem die Vektorkompetenz untersucht wurde, konnte der
Entwicklungszyklus des Erregers der Malaria tropica sowohl in den als Infektionskontrolle
dienenden tropischen Anophelinen, als auch in der einheimischen An. plumbeus
nachgewiesen werden.

Die wesentliche Grundlage fiir die erfolgreiche Infektion von Anophelinen mit dem Erreger
der Malaria tropica ist die stetige Verfiigbarkeit fertiler Gametozyten. Unter Einbeziehung der
Ergebnisse von Ponnudurai et al. (1982, 1982 a, 1989 a) und Ifediba (1981) {iiber die
Gametozytenentwicklung bei Plasmodium falciparum wurde ein in vitro-Kultivierungsmodell
entwickelt. Da kein automatisiertes Kultivierungssystem zur Verfligung stand, musste darauf
geachtet werden, dass die abiotischen Parameter, insbesondere wihrend der
Versorgungsphasen, nicht von ihrem parasitenspezifischen Optimum abwichen.

Die Qualitdt der ausgereiften Gametozyten wurde mit Hilfe der Exflagellation der
Mikrogameten untersucht. Diese Methode ist schnell und einfach durchzufiihren, gibt
allerdings ausschlieBlich Auskunft iiber die Qualitidt der minnlichen Stadien. Es zeigte sich
aber, dass sie als Grundlage fiir eine Bewertung der Fertilitit der gesamten
Gametozytencharge ausreicht. Exflagellieren die mdnnlichen Gameten nicht in hinreichender
Zahl, konnten in keinem Fall Ooyzsten im Miickendarm nachgewiesen werden. Damit
Anopheles-Weibchen erfolgreich mit P. falciparum infiziert werden konnen, miissen
durchschnittlich mindestens zwei Gameten pro Rasterfeld bei 60-facher VergrofBerung
exflagellieren. Dieser Wert basiert dabei auf dem etablierten Verfahren, das an die
individuellen Bedingungen des Labors angepasst ist. Ponnudurai (1989 a) gibt als Ergebnis
seiner automatisierten Gametozytenkultivierung weitaus hohere Exflagellationsraten an.
Anstelle des zur Verdiinnung in Kapitel 3.2.4.11 angegebenen RPMI-Mediums, kann fiir die
Exflagellationskontrolle auch FCS oder Humanserum verwendet werden. Im direkten
Vergleich der drei konnte kein signifikanter Unterschied in den Exflagellationsraten der
untersuchten Chargen festgestellt werden.

Asexuelle Entwicklungsstadien zeigten sich weitaus unempfindlicher gegeniiber Temperatur
unterhalb des Optimums von 37° C. Auch pH-Wert-Schwankungen, ausgeldst durch ein
ungiinstiges  O,/CO,-Verhiltnis der umgebenden Atmosphére, beeinflussten die
Vermehrungsrate nicht wesentlich. Dagegen fiihrte eine unzureichende Néhrstoffversorgung

wiahrend der Zellteilungsphasen, in Verbindung mit einer zu hohen Konzentration an
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Stoffwechselabbauprodukten binnen kurzer Zeit zum Tod der vegetativen Stadien. Im
Gegensatz dazu zeigten Gametozyten mit fortschreitender Entwicklung, bedingt durch ihre
geringere Stoffwechselaktivitit, eine weitaus hohere Toleranz gegeniiber ungiinstigeren
Konzentrationen an Néihrstoffen und Abbauprodukten. Wéhrend der Gametozytenreifung
miissen Temperaturen und pH-Werte konstant gehalten werden, da bereits geringe
Schwankungen die Fertilitit dieser Stadien negativ beeinflussen. Eine zuverldssige
Qualtitdtspriifung kann nur nach abgeschlossener Entwicklung der Gametozyten durch die
Bestimmung der Exflagellationsrate erfolgen. Wahrend ihrer Entwicklung war mit der
angewandten mikroskopisch gestiitzten Begutachtung keine zuverldssige Qualitdtsbewertung
moglich.

Die Kultivierung der Gametozyten erfolgte in gasdichten Zellkuturflaschen. Mit dieser
Methode konnte die notwendige Atmosphire moglichst lange aufrechterhalten werden und
diese nach dem Mediumswechsel durch Flutung mit der idealen Gaszusammensetzung direkt
wieder hergestellt werden. Petrischalen erwiesen sich unter den vorhandenen Bedingungen
zur Kultivierung qualitativ hochwertiger Gametozyten als génzlich ungeeignet. Auch
Zellkulturflaschen mit gasdurchldssigem Deckel zeigten nur dann eine gute Eignung, wenn
atmosphirische Bedingungen im gasgesteuerten Inkubator konstant gehalten werden konnten.
Haufiges Tiir6ffnen, welches zusitzlich zu Abweichungen der eingestellten Gaskonzentration
und zu Schwankungen der Temperatur fiihrte, wirkte sich dabei ungiinstig auf die
Gametozytenentwicklung aus.

Mit den Gametozyten wurden 14 Tage nach Kultivierungsbeginn und erfolgreicher
Qualtitatspriifung Miickenweibchen iiber eine Membran infiziert. Von der Entnahme der
Gametozytenkultur aus dem Inkubator bis zum Befiillen der Infektionsapparatur durften nicht
mehr als drei Minuten vergehen. Dabei war es essentiell, dass alle Medien die mit den
Gametozyten in Kontakt kamen, auf 37° C angewédrmt wurde. Dadurch konnten die durch
sinkende Temperaturen ausgelosten vorzeitigen Exflagellationen weitestgehend verhindert
werden.

Die abzentrifugierte Gametozytenkultur wurde je nach Niederschlag im Verhiltnis 1:3 bis
maximal 1:5 mit frisch gewonnen Erythrozyten bei einem Hématokrit von 60 verdiinnt. Eine
geringere Verdiinnung der Parasiten fithrte zur Ablehnung durch die Miicken, die zwar
anflogen und durch die Membran stachen, aber nur unzureichend saugten. Eine Steigerung
der Saugrate konnte auch nicht, wie bei Beuthner (1991) beschrieben, durch Zugabe von ATP
erzielt werden. Eine hohere Verdiinnung der Gametozytenkultur mit frischen Erythrozyten

erhohte zwar die Akzeptanz durch die Miicken, fiihrte aber zu schlechten Infektionsraten.
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Die Glasfiitterglocken (s. Abbildung 28) haben die Aufgabe, die Parasiten wihrend der
Aufnahme durch die Miicken auf konstante 37° C zu erwdrmen. In ihrer Konstruktion miissen
sie wichtige Kriterien erfiillen. Damit die Miicken beim Anfliegen und Saugen sich nicht
gegenseitig storen, muss die Membranfliche der Blutkammer moglichst grof3 sein. Das
Blutkammervolumen muss gleichmiaBig durchwdarmt werden. Um einen vertikalen
Temperaturgradient zu minimieren, muss die Distanz von dem Heizkdrper zur Membran
moglichst gering gehalten werden. Neben der Temperatur beeinflusst der pH-Wert in der
Blutkammer den Infektionserfolg. Um einer schnellen Anderung des pH-Wertes
entgegenzuwirken, muss die Grenzfliche der Blutkultur zur Luft so klein wie mdglich
gehalten werden. Im Vergleich der zur Verfiigung stehenden Fiitterglocken der Typen I und II
war das letztgenannte Kriterium malgebend fiir die Auswahl. Es zeigte sich, dass mit der
nach Ponnudurai (1989a) gefertigten Fiitterglocke vom Typ II unter den gegebenen
Bedingungen eine hohere Infektionsrate zu erzielen ist.

Die Auswahl der verwendeten Membran, dem Paraﬁlm®, basierte auf einem Kompromiss. Es
zeigte sich, dass der fiir die Blutfiitterung zur FEiproduktion verwendete gereinigte
Schweinedarm sich trotz seiner groen miickenspezifischen Attraktivitdt nicht als Membran
fiir die Infektionsversuche eignete. Seine unbehandelte Oberflache bietet unerwiinschten
Mikroorganismen ideale Wachstumsbedingungen. Diese werden mit der Gametozytenkultur
aufgenommen und wirken sich negativ auf die Infektion des Miickenweibchens mit P.
falciparum aus. Durch eine Desinfektion mit 70 prozentigem Ethanol wird die Keimzahl zwar
reduziert, verdndert aber auch die Struktur der natiirlichen Membran und die Miicken
bendtigen zu lange, bis sie den Darm durchdringen um, die angebotenen Parasiten
aufzunchmen. Der Vorteil des Parafilms® ist seine adhirente Eigenschaft durch die er dicht an
der Glasfiitterglocke anhaftet. Seine fiir Miicken geringe Eigenattraktivitdt wird durch die
Wahl des richtigen Infektionscontainers kompensiert. Die Miicken werden bei der
Verwendung des Parafilms® nicht olfaktorisch, sondern alleine durch die iiber die kiinstliche
Membran abgestrahlte Wiarme angelockt. Die Temperatur des Wasserkreislaufes wurde so
gewdhlt, dass die Gametozytenkultur auf idealen 37° C (+/- 1° C) konstant gehalten wird. In
diesem Temperaturbereich, zwischen 36 °© C und 38° C, konnten Cosgrove und Wood (1995)
eine hohe Saugbereitschaft von An. stephensi beobachten. Grossman und Pappas (1991)
zeigten, dass die Zeit, welche Adedes aegypti fiir einen Blutmahlzeit benétigt, abhéngig ist von
der Hauttemperatur. Beide Beobachtungen konnen durch die Ergebnisse der Versuche fiir An.

plumbeus, An. stephensi sowie An. albimanus erginzt bzw. bestitigt werden.
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Mit Abschluss der aufwendigen Vorarbeiten, wurde neben einem erfolgreichen in vitro-
Kultivierungsmodell fiir fertile P. falciparum-Gamteozyten auch ein effizientes
Membranfiitterungssystem zur Infektion von Anophelinen mit dem Erreger der Malaria
tropica etabliert.

In ersten Versuchsreihen konnten in Abhéingigkeit der Testcharge zwischen 12% und 60 %
der bereitgestellten An. stephensi-Weibchen mit P. falciparum infiziert werden, dabei lag die
Infektionsrate bei durchschnittlich 31,5 %. Der im Vergleich mit Ponnudurai et al. (1989 a),
die An. stephensi mit einer Rate iiber 90 % infizierten, geringere Infektionserfolg resultiert aus
der Kultivierungsmethode der Parasiten. Ein sicherer Bewertungmafstab fiir die Qualitdt der
Gametozytenkultur ist die Exflagellationsrate. Ebenso ist eine hohe Dichte an
exflagellierenden Mikrogameten wiederum die Grundlage fiir eine erfolgreiche Infektion. So
basiert in dieser Versuchsreihe die hochste Infektionsrate von 60,8 % auf einer
durchschnittlichen Exflagellationsdichte von acht in zehn ausgezédhlten Rasterfeldern bei 60-
facher VergroBerung. In der Parasitencharge, die mit nur 12 % den geringste Anteil an
Miicken infizierte, exflagellierten durchschnittlich pro Raster nur zwei Mikrogameten.
Gametozyten, die mit der automatisierten Methode nach Ponnudurai et al. (1986) kultiviert
wurden, erzielen nach eigenen Beobachtungen Exflagellationsraten > 15 pro Raster. Die
Exflagellationsdichte wirkt sich dabei nicht nur auf die durchschnittliche Infektionsrate,
sondern auch auf die Infektionsstirke der einzelnen Miicke aus. Am Beispiel der
Oozystenzahlen der Mittelddrme lésst sich das leicht darstellen. In der Charge mit einer Rate
von acht Exflagellationen wurden pro Mitteldarm bis zu 42 Oozysten gezihlt, in der Charge
mit durchschnittlichen zwei Exflagellationen waren maximal fiinf Oozysten entwickelt.
Ponnudurai et al. (1989 a) gibt bei gleicher Verdinnung (1:3) der aus automatisiert
kultivierten Gametozyten durchschnittlich 228 Oozysten pro Mitteldarm an.

In einer parallel angelegten Versuchsreihe mit zwei Wiederholungen wurden An. albimanus
und An. stephensi jeweils mit Gametozyten aus der gleichen Charge infiziert. Nach 7 Tagen
wurden bei 42,9 % der An. stephensi- und 4,5 % der An. albimanus-Weibchen Oozysten
nachgewiesen. Die Individuen beider Arten saugten unmittelbar nach Exposition der
Gametozytenkultur an dem angebotenen Blutmahl. Da es sich bei dem verwendeten An.
stephensi-Stamm, im Gegensatz zu dem An. albimanus-Stamm, um einen P. falciparum
sensiblen Stamm handelt, war dieser Unterschied, wenn auch nicht in so deutlicher
Auspragung, zu erwarten.

Fiir die Infektionsversuche mit An. plumbeus wurden Individuen aus baumhdohlenbriitenden

Populationen sowie aus Grubenvorkommen vorbereitet. Die Infektion der Weibchen erfolgte
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14 Tage nach deren Schlupf aus der Puppe. Von den insgesamt 130 Weibchen aus vier
Chargen bzw. Herkunftsbereichen, wurden 7 Tage nach der Infektion 110 Individuen auf
Oozysten untersucht. Im Gesamtdurchschnitt waren 17 % der sezierten Mittelddrme mit P.
falciparum infiziert. Parallel dazu wurde als Kontrolle mit der gleichen Gametozytenkultur
die Referenzart An. stephensi mit einem Erfolg von 29,8 % infiziert. In der Charge, bei der im
Vorfeld in der Gametozytenkultur eine Exflagellationsrate von zwei ermittelt wurde, erfolgte
bei An. plumbeus keine Infektion, auch bei An. stephensi fiel die Infektionsrate mit 11 %
gering aus. Ergénzend kam hinzu, dass in dieser Charge nur 37 % der An. plumbeus-
Weibchen saugten, damit lagen sie weit hinter der durchschnittlichen Saugrate von 81 %
zuriick. Bei An. stephensi lag die Rate der vollgesogenen Weibchen bei durchschnittlichen 63
%.

In der ersten Versuchsreihe zeigte sich, dass Individuen aus der Baumhohlenpopulation
infiziert werden konnten. Die verwendete Gametozytencharge wies dabei eine
Exflagellationsrate von vier auf und bildete so eine geeignete Infektionsbasis. Nach sieben
Tagen waren 16,7 % der sezierten Weibchen mit bis zu zwei Oozysten pro Mitteldarm
infiziert. Zu einem &hnlichen Ergebnis kam die Studie von Marchant et al. (1998), dort
konnten drei von fiinf Weibchen, nach der Infektion iiber eine Membran mit P. falciparum,
Oozysten ausbilden. Die Gametozyten wurden hierbei mit dem von Ponnudurai et al. (1986)
entwickelten automatisierten System kultiviert.

Nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen bei 26° C wurden die Speicheldriisen und
Mitteldirme auf Parasiten untersucht. Dabei konnte erstmalig die Vollendung des
Infektionzyklus von P. falciparum in An. plumbeus nachgewiesen werden. So trug eine von
acht herauspriparierten Speicheldriisen Sporozoiten. Ihre Anzahl konnte dabei mindestens der
Infektionskategorie "B" zugeordnet werden. Einem weiteres Weibchen, bei dem keine
Speicheldriisensporozoiten vorhanden waren, war mit fiinf Oozysten infiziert. Da die
Oozysten fiir diese zeitliche Entwicklungsphase nur unzureichend ausgebildet waren, kann da
von ausgegangen werden, dass der Parasit nicht weiter entwickelt hétte. Die Kontrollinfektion
von An. stephensi zeigte mit 37,5 % infizierter Mittelddrme und 43 % sporozoitentragender
Speicheldriisen eine zu erwartende Infektionsrate. Ihre Speicheldriisen waren dabei mit den
Sporozoitenzahlen der Kategorien "B" und "C" infiziert. Das Fehlen weiterer Oozysten am
Tag 14 zeigt, dass alle Plasmodien ihre Entwicklung im Mitteldarm erfolgreich vollenden
konnten und bewies damit die gute Adaption des Parasiten an diesen Vektor. Entsprechend

kann die spirliche Infektion der An. plumbeus-Speicheldriisen und das Vorhandensein
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unvollstindig entwickelter Oozysten als mangelnde Anpassung an die Miickenart gedeutet
werden.

Da bewiesen wurde, dass die Miicken Baumhdhlen briitender An. plumbeus-Vorkommen eine
Ubertragungskompetenz fiir P. falciparum zeigten, wurden in weiterfiihrenden Versuchen die
Individuen grubenbriitender Populationen auf ihre Vektorkompetenz hin untersucht. Die sich
in den anthropogen geschaffenen Brutpldtzen und damit in unmittelbarer Nachbarschaft
massenhaft vermehrende An. plumbeus-Miicke konnte ein groBeres Risiko darstellen als die
aus den individuenschwachen Baumhohlenpopulationen.

Mit 20 % und 14 % infizierter Mittelddrme konnten 7 Tage nach der Infektion mit P.
falciparum erstmalig Oozysten bei Weibchen aus Grubenvorkommen nachgewiesen werden.
Die Infektionsrate der Kontrolle, also die von An. stephensi, war mit 38 % und 13 % durchaus
mit der von An. plumbeus vergleichbar. Auch bei der Anzahl an Oozysten pro infiziertem
Mitteldarm unterschieden sich beide Arten kaum von einander. Bemerkenswert war dabei die
Ausprigung der Infektion einer An. plumbeus-Miicke, an deren Mitteldarm sich 41 Oozysten
entwickelten. Aus dieser Infektionscharge wurden die Parasiten fiir weitere 7 Tage in beiden
Miickenarten inkubiert. Analog zu den Infektionsergebnissen der Baumhohlenvorkommen
wurden auch bei Individuen der Grubenpopulationen Sporozoiten in den Speicheldriisen
gefunden, die ihrer Anzahl nach mindestens der Infektionskategorie "C" zuzuordnen sind.
Zusétzlich waren auch 14 Tage nach der Infektion nicht vollstindig entwickelte Oozysten an
den Mittelddrmen beider Anopheles-Arten priasent.

So konnte ergéinzend zu den oben diskutierten Ergebnissen auch fiir grubenbriitende An.
plumbeus-Vorkommen erstmalig, durch in vitro-Infektion iiber eine Membran, die
vollstdndige Entwicklung von P. falciparum in der Miicke nachgewiesen werden.

Mit Hilfe des P. berghei-Nagermalariamodells wurde die Effektivitdt der Membranfiitterung
im Vergleich mit der Parasitenaufnahme direkt am Zwischenwirt untersucht. Dabei konnte in
vier Versuchsansdtzen durch die in vivo-Infektion eine annéhernd doppelt so hohe Zahl an An.
stephensi-Weibchen infiziert werden als durch die in vitro-Membranmethode. Noch
offensichtlicher zeigte sich der Unterschied im Vergleich der Oozystenzahlen pro Mitteldarm.
Wihrend in drei von vier Versuchsreihen der in vivo-Fiitterung mehr als 20 Oozysten bis zu
89 Oozysten sich pro Mitteldarm entwickelten, konnten bei der in vitro-Methode einmalig 17
Oozysten in alle anderen infizierten Miicken maximal neun parasitire Entwicklungsstadien
gezéhlt werden.

Kombiniert man dieses Ergebnis mit den oben diskutierten Infektionen, ist unter definiert

idealen Laborbedingungen die Kompetenz von An. plumbeus als Vektor fiir P. falciparum
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weitaus hoher einzustufen. Sie liegt aber auch bei diesem Vergleich hinter dem auf eine P.
falciparum-Transmission selektionierten Vektor An. stephensi zuriick.

Abschliefend musste die Frage nach der Infektiositdt der Speicheldriisensporozoiten des in
vitro-kultivierten P. falciparum-Stammes NF54 fiir den Menschen als Zwischenwirt gestellt
werden. Hier konnte mit Hilfe von in vitro-Infassionsassays einwandfrei gezeigt werden, dass
Sporozoiten in Hepatozyten der Zelllinie Huh7 invadieren und in diesen ihre Entwicklung
fortsetzen. Diese Versuche wurden aus Griinden der Verfiigbarkeit mit Sporozoiten aus An.
stephensi-Speicheldriisen durchgefiihrt. Da der seit 1979 in Kultur gehaltene P. falciparum-
Stamm NF54 in An. stephensi prinzipiell infektiose Speicheldriisensporozoiten hervorbringt,
ist davon auszugehen, dass auch die in den Speicheldriisen anderer Anophelinen entwickelten

Sporozoiten auf die gleiche Weise infektids sind.
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4 Zusammenfassende Diskussion

Im ersten Teil der Arbeit wurde das erfolgreiche Ausbreiten von An. plumbeus vor dem
Hintergrund der Besiedelung neuer, anthropogener Brutstitten, unter Beriicksichtigung
artspezifischer bionomischer Besonderheiten, untersucht. Ferner konnte unter definierten
Laborbedingungen die Vektorkompetenz von An. plumbeus fir den in vitro-kultivierten P.
falciparum Stamm NF54 nachgewiesen werden. Abschliefend muss die Frage der
Vektorkapazitit von An. plumbeus, also die Ubertragungswahrscheinlichkeit des Parasiten
unter Berticksichtigung der Vektorbionomie, erdrtert werden.

Die in Deutschland 6ffentlich kontrovers kommentierte Klimaentwicklung der letzten Jahre
resultierte aus den immer extremeren ausgepragten Wetterlagen. Lokale Starkregenereignisse,
in denen die durchschnittliche Monatsniederschlagsmenge in wenigen Tagen abregnete,
wurden von anhaltenden Trockenperioden mit iiberdurchschnittlich warmen Temperaturen
abgelost. Die damit einhergehenden hydrologischen Verhiltnisse spiegelten sich auch
qualitativ und quantitativ in der lokalen Zusammensetzung der Stechmiickenpopulationen
wieder. Diese extrem schwankenden Grundwasserstinde beeintrichtigten zusitzlich die
bereits durch andere Umwelteinfliisse geschiddigten Baumbestéinde. Infolge der geltenden
Sicherheits-bestimmungen mussten die zumeist alten, mit Dendrothelemen bestiickten Bdume
gefillt werden. Ein Verschwinden geeigneter Baumhohlen als Brutstitten schwécht in diesen
Gebieten das von Natur aus geringe An. plumbeus-Vorkommen.

Die unterirdischen Brutstétten stellen ein enormes Besiedelungspotential dar. So waren gerade
10 % der insgesamt 256 iiberpriiften Gruben mit An. plumbeus besiedelt. Hat die Miicke diese
Brutstitte erstmal zur Reproduktion erschlossen, kann sie sich unter den idealen Bedingungen
rasend und meist unbemerkt vermehren. Gesundheitliche Risiken gehen dabei eher vom
Miickenspeichel aus, der nach dem Stich zu starker Schwellung und Juckreiz fiihrt. Das
ausgeloste Kratzen begiinstigt durch Verletzung der Oberhaut Sekundérinfektionen, die lokal
die Haut stirker schiddigen als der Stich selbst. Eine An. plumbeus-Plage kann nach
erfolgreicher Ursachenforschung, also dem Entdecken des Larvenhabitates, durch ein
einfaches Abdichten der Brutstitte schnell und effektiv beseitigt werden.

Eine starke An. plumbeus-Population in der Néhe des Menschen wére eher als Vektor human
pathogener Malariaerreger geeignet, als ein spérliches Vorkommen im Wald. Eine
epidemiologische Bedeutung kommt der Miicke derzeit nicht zu. Auch wenn die Vollendung

des Entwicklungszykluses von P. falciparum in seinem Endwirt, der An. plumbeus-Miicke,
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unter idealen Laborbedingungen nachgewiesen werden konnte, also Anophels plumbeus als
Vektor kompetent ist, muss die Vektorkapazitdt als sehr niedrig eingestuft werden. Die
fehlende Anpassung des Parasiten an seinen vermeintlichen Vektor stellt dabei das grofte
Hindernis dar. Insbesondere kann der Ursprung des An. plumbeus-Vorkommens aufgrund der
spezifischen Anspriiche an ihr Brutbiotop leicht gefunden werden und geeignete MaBBnahmen
zur Bestandsregulierung einleiten werden. Eine epidemiologische Bedeutung kommt der
Miicke daher nicht zu, da immer nur isolierte Massenvorkommen kartiert wurden.

Auch ein weiterer Anstieg der Jahresdurchschnittstemperaturen, wie dies in den letzten
Dekaden der Fall war (Luterbach et al., 2004), bildet nicht die Voraussetzung fiir die erneute
Ausbreitung der humanpathogenen Malaria in Deutschland. Wie Reiter (2000) anschaulich
zusammenfasst, war die Malaria wéhrend der so genannten "kleinen Eiszeit", der kéltesten
Periode Europas in den vergangenen 2000 Jahren, auch in England fiir Krankheit und Tod
verantwortlich. Der Riickgang der Malaria begann zu Zeiten, in denen die Temperatur bereits
wieder anstieg. Die Reduktion der als Hauptvektoren geltenden Arten des An. maculipennis-
Komplexes war ein wesentlicher Grund fiir die Ausrottung der Malaria in Deutschland. An.
plumbeus konnte nur dann als Malariatibertrdger in Frage kommen, wenn bedingt durch die
Transmission der Hauptvektoren bereits eine hohe Erregerdichte in der Bevolkerung etabliert

1st.
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6 Anhang

6.1 Materialliste

6.1.1 Laborausstattung

Analytische Waage Sartorius GmbH, Géttingen BL510
Brutschrinke:
Hera Cell Heraeus Instruments, Hanau
Memmert

Computer-Hardware
PC diverse Hersteller

Computer-Software

Adobe Photoshop® Adobe Systems Inc,USA
MS Word 2003 Microsoft Corporation, CA, USA
MS Excel 2003 Microsoft Corporation, CA, USA
Paint Shop Pro 7 Jasc Software, USA
Drucker
HP Deskjet 895Cxi Hewlett-Packard, USA
HP Laserjet 4100 Hewlett-Packard, USA
Eismaschine AF30 Scotsman
Elektrophoreseapparaturen GibcoBRL
Hoefer, HE33
Exhaustor Eigenproduktion
Feinwaage Sartorius GmbH, Gottingen
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100M Zeiss, Jena
Gefrierschrinke Liebherr
Gefrierschrank -80°C Sanyo
Heizplatte nach Kuhn Dr. Kuhn, Uni. Mainz
Heizblock Alpha Laboratories,DB1010
Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 510 Zeiss, Jena
Kamera Mikroskopfotografie Canon Digital
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Kiihlschranke
Kiihlzentrifuge
Lichtmikroskop Axiolab
Magnetheizriithrer
Mikrowelle
Moskito-Kifige
Netzgerit Power Supply

pH-Meter
Pipetman Gilson P10,P20,P200,P1000
Pipettierhilfe Pipetus-akku

Sterile Werkbank: Herasafe
Stickstofftank
Tischzentrifuge
Vortex-Genie

Wasserbad Julabo 7A

Zahlkammer: Neubauer

Zentrifuge J2-MC
Zentrifuge RC5Bplus
Zentrifuge Megafuge
Glasfeeder Typ I
Glasfeeder Typ II
Wasserstrahlpumpe

Wasserpumpe

6.1.2 Verbrauchsmaterialien

Cellstar Top Flaschen, 250ml
Chamberslides

Liebherr

Heraeus sepatech, Hanau
Zeiss, Jena

Heidolph, MR 3001

Philips cooktronic M716
BioQuip Products Inc, USA
Amersham Pharmacia Biotech,
Electrophoresis Power Supply,
EPS301, Stuart

Inolab

Abimed, Langenfeld
Hirschmann Laborgerite,

Eberstadt

Heraeus Instruments, Hanau
CBS, USA

Centrifuge 5415 R, Eppendorf
Scientific Industries

Julabo

Labotec, Labor-Technik,
Gottingen

Beckman

Sorvall

Heraeus Instruments, Hanau
Eigenbau

Eigenbau

Fheim

Greiner

LabTek
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Blutentnahmerdhrchen NHy
Pappbecher 0,25 1

Plastikbecher 0,2 1

Mercuchrom 2%

Miickengaze

Atuoklavierband

Brekkis Katzenfutter

Micromin

Kollagen Kunstdarm

Schweinedarm
Schraubdeckelrohrchen 15 und 50 ml
Deckglédschen

Einmalréhrchen, Polystyren-6,0/38mm
Einmalréhrchen, Polypropylen-12/75mm
Faltenfilter

Frischhaltefolie Saran

Handschuhe

Immersionsol

Kaniilen

Kryogefilie

Objekttrager

8-well

Parafilm

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft

Rundfilter 40 ml

Serologische Pipetten (1,2,5,10 und 25 ml)
Sterilfilter (0,2 pm, 0,4 pm)
Sterilfiltrationseinheiten

Spritzen

Wattepads

Whatman" 3MM paper

Sarstedt

Pappstar

Aro

Krewel GmbH

Tesa

Neo Lab, Heidelberg

Whiskas

Tetramin

Naturin, Weinheim

FVZ Mannheim

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Knittel

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Schleicher und Schuell, Einbeck
Roth, Karlsruhe

VZM, Heidelberg

Zeiss, Jena

BD Microlance, Becton Dickinson
NALGENE®

Menzel

Medco

Pechiney Plastic Packaging

WU Mainz

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Greiner Labortechnik, Niitringen
Roth, Karsruhe

Corning Incorporation, Bodenheim
Millipore®

NALGENE®

BD Diskardit, Becton Dickinson
Diverse Hersteller

Firma Whatman Paper Company
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6.1.3 Chemikalien

Soweit nicht ndher bezeichnet wurden Chemikalien von den Firmen Roth, Merck, Sigma,

Serva und AppliChem {iiber die Chemikalienausgabe des Theoretikums der medizinischen

Fakultit Heidelberg bezogen.

ATP

BSA (Bovine Serum Albumin)
Bti-1PS 82

Diethylether
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM-Medium

DMSO (Dimethylsulfoxid)
EDTA

FCS, zertifiziert (USA)

FCS (Fotales Kélberserum)
Gentamycin

Giemsa (0,4%,w/v)

Glass beads

D-(+) Glucose

Glycerin

Heparin-Natrium 250001.E.
Hepes

Hypoxanthin 10 %ige Losung
Hypoxanthin Kristallin
Ketamin (10%)
Natriumbicarbonat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumhydroxid

PBS

PBS-Tabletten
Pyrimethamin

RPMI 1640-Medium, fliissig

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Institut Pasteur

Riedel-de Haen

Merck, Darmstadt
GibcoBRL, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
BDH Laboratory Supplies
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Braun

Merck, Darmstadt

c.c.pro, Neustadt

Roth, Karlsruhe

VFW

c.c.pro, Neustadt

Merck, Darmstadt

JT Baker,Niederlande

JT Baker, Niederlande
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

GibcoBRL, Karslruhe
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RPMI 1640-Medium, pulver GibcoBRL, Karslruhe

Saponin Sigma, Taufkirchen

SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) Merck, Darmstadt

Staurosporin Sigma, Taufkirchen

Tetracyclin Sigma, Taufkirchen

Xylazinhydrochlorid (2% Xylazin) Rompun®, Bayer

6.1.4 Losungen

Ampicillin Stock 100 mg/ml Ampicillin in ddH,O

Tetracyclin Stock 5 mg/ml Tetracyclin in 70 %
Ethanol

Chloramphenicol Stock 30 mg/ml Chloramphenicol in
ddH,O

Kanamycin Stock 50 mg/ml Kanamycin in ddH,O

100 x Round-Up 60mg Penicillin, 100mg

Kanamycin, 50mg Fluo-
cytosin, 10mg Chlor-

amphenicol, sterilfiltriert

6.1.5 Antikorper

Maus-anti-CSP (P.falciparum) Nussenzweig RS, New York
Ziege-anti-Maus-Alexa Fluor 488 Molecular Probes, NL
Ziege-anti-Maus-Alexa Fluor 546 Molecular Probes, NL
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6.2 Abkiirzungsverzeichnis

°C
a

u
34

e

2

Abb.

An albimanus
An. algeriensis
An. atroparvus
An. claviger

An. gambiae

An. maculipennis

An. messeae
An. plumbeus
An. stephensi
ATP

BSA

Bti

CO,
CSP-Protein
Cx. pipiens

d

Grad—Celsius, MaBeinheit der Temperatur

Anti, gegen

Mikro-; Vorsatzzeichen, das den Faktor 10°¢ angibt

Mainnchen

Weibchen
Quadratzahl
Abbildung

Anopheles albimanus
Anopheles algeriensis
Anopheles atroparvus
Anopheles claviger
Anopheles gambiae
Anopheles maculipennis
Anopheles messeae
Anopheles plumbeus
Anopheles stephensi
Adenosintriphosphat

Rinderserum-Albumin

Bacillus thuringiensis var. israelensis (Serotyp H-14)

Kohlendioxid
Circumsporozoiten-Oberfldchenprotein
Culex pipiens

Tag.

Dalton

Dezimeter

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Exo-erythrozytdre-Form

Fotales Kélberserum
Erdbeschleunigung

Gramm

Gray, Einheit der Energiedosis
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Huh7
IPS 82

ITU

LC
LC 50

LD

mg
min
ml

mM

N>

NaCl

nm

NMRI

0))

Oc. geniculatus
P. berghei

pf

P. falciparum
PBS

pH

Stunde

Humanen Hepatoma Zelllinie 7

Institut Pasteur Strain 82, Standard der die Aktivitdt gemessen in ITU
von Bacillus thuringiensis var. israelensis (Serotyp H-14) gegeniiber
Aedes aegypti mit 15.000 Einheit vorgibt

International Toxical Units, Einheit welche die Aktivitit eines Bti-
Préparates angibt

Kilo-, Vorsatzzeichen, das den Faktor 10° angibt

Letale Konzentration

Konzentration eines Wirkstoffes, bei der 50% der Versuchsorganismet
sterben

Letale Dosis

Molar

Milli-; Vorsatzzeichen, das den Faktor 107 angibt

Meter

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar

Millimeter

Anzahl der verwendeten Organismen

Stickstoff

Nano-; Vorsatzzeichen, das den Faktor 10° angibt
Natriumchlorid

Nanometer

Naval Medical Research Institute

Sauerstoff

Ochlerotatus geniculatus

Plasmodium berghei

Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum

Phosphate buffered saline

Potentia hydrogenii, Maf3zahl fiir die in Losungen enthaltene

Konzentration an Wasserstoffionen bzw. Hydroniumionen
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ppm

rpm
RPMI

var.

WT

Parts per million, Bezeichnung zur Angabe des Anteils einer
Substanz in 1.000.000 Teilen der Gesamtsubstanz
revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

Rosewell Park Memorial Institute

Raumtemperatur

Sekunde

siche

sensu lato, im weiteren Sinne; benannt ist hier ein Artkomplex
sensu stricto, im engeren Sinne; benannt ist hier eine Art
Standardabweichung

Spécies, Art

Zeitpunkt.

Tabelle

iiber Nacht

Variation

Wildtyp
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6.3 Log-Probit Bti-Berechnungsprotokolle

6.3.1 Mortalitat nach 24 h

AN PLUMB.24H 01/2005

Bacillus thuringiensis serotyp H14/ IPS 82

N Killed Total Dose

) 24 180 0.00800
2 52 180 0.01000
3 56 180 0.02000
4 79 180 0.03000
5 67 180 0.04000
6 93 180 0.05000
7 126 180 0.07500
8 152 180 0.10000

6.3.2 Mortalitat nach 48 h

AN PLUMB.48H 01/2005

Bacillus thuringiensis serotyp H14/ IPS 82

N Killed Total Dose

i 57 180 0.00800
2 a3 180 0.01000
3 105 180 0.02000
4 116 180 0.03000
5 120 180 0.04000
6 148 180 0.05000
7 168 180 0.07500
8 173 180 0.10000
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6.3.3 Log-Probit Analyse nach 24 h

Name of the file: AN PLUME.Z24H
01/2005
Bacillus thuringiensis serotyp H14/ IPS 82

ol Dose Mort . probkit Total Killed Killed CHI2
corr (%) treated expected contribution

1 0.0080 11.86 3.813562 180 24 27.46 0.5671
2 0.0100 27.5 4.405891 180 52 33.986 12.6647
3 0.0200 29.7 4.472317 180 56 60.42 0.4978
= 0.0300 42.8 4.820916 180 79 79.28 0.0018
3 0.0400 36.0 4.644476 180 67 93.35 15.4309
& 0.0500 54.1 5.104993 180 99 104 .24 0.6223
7 0.0750 69.4 5.50853%9 180 126 123 .10 0.2142
8 0.1000 B84.1 6.001219 180 L2 13515 8.32023

Mortality in the control: 0 %

CHIZ= 38.31924 df= &

Prob= .9999992
Level of

LC Confidence Range

l = 0.00138 .95 0.00035 <« LC <« 0.00523
2 = 0.00204 .95 0.00061 < LC < 0.00664
32 = 0.00261 .95 0.00086 < LC < 0.00772
4 = (,00315 e L 0.00112 < LC <« 0.00866
5 = 0.00366 .95 0.00138 <« LC <« 0,.00951
10 = 0.00&16 Lz Y 0.00285 < LC = 0.013186
20 = D.01159 .95 0.00671 = LC =< 0.01984
30 =20 01827 .95 0.01212 = LC = 0.02737
40 = 0.02695 .95 0.01929 <« LC <« 0.03757
50 = 0.03873 .95 0.02798 = LC <« 0.05366
60 = 0.085E6 .95 0.03811 <« LC <« 0.08162
70 = 0.08210 .95 0.05070 =« LC < 0.13391
80 = 0.12942 .95 0.06878 < LC < 0.24622
90 = 0.24330 .95 0.10267 <« IL.C < 0.58600
95 = 0.40972 .95 0.14167 <« LC < 1.20847
96 = 0.47688 « 25 0.15546 < LT < 1.49491
97 = 0.57470 .95 0.17421 = LT < 1.94040
98 = 0.73646 25 0.20258 = LC <= 2.74580
99 = 1.088e6 .95 0.25669 <« LC < 4.75042

Regression line: ¥ = A + Slope * { X - M)
A= 4.902547 +/- 3.605791E-02 4 . B66489 <« A <« 4,.9385605
Slope= 1.605947 +/- .2675967 1.33835 <« B < 1.873544
M= 8.527354

Variance of the LC50= 5.201343E-04
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6.3.4 Log-Probit Analyse nach 48 h

Name of the file:

01/200

5

AN PLUME.48H

Bacillus thuringiensis serotyp H14/ IPS 82

Killed

n  Daose Mort. probit Total Killed CHIZ
corr (%) treated expected contributicon
1 0.0080 24.0 4.308593 180 57 62 .41 0.8B182
2 0.0100 46.3 4.914046 180 93 72.33 10.6504
3 0.0200 53.7 5.098609 180 105 106 .69 0.0644
4 0.0300 60.5 5.270858 180 116 126.42 2.7234
5 0.0400 63.0 5.335373 180 120 138.95 10.5434
& 0.0500 BO.2 5.853305 180 148 147 .49 0.00%0
i 0.0750 92.8 6£.449044 180 168 160.00 3.2856
8 0.1000 95.7 6. 717352 1B0 173 166.52 3.0555
Mortality in the control: 9.444444 %
Estimation of the natural mortality: 10 %
Number of iterations: 3
CHIZ= 31.14992 df= 6
Prob= .9933759
Level of
LC Confidence Range
1l = 0.000389 .95 0.00024 <« LC < 0.00314
2 = 000126 .95 0.00038 « LC = 0.003%4
i= 0.00157 .85 0.00053 <« LC <« 0.00455
4 = 0.00185 -85 0.00068 < LC < 0.00507
5 = 0.00212 .85 0.00079 <= LT < 0.00555
10 = 0.0033¢ <95 0.00147 < LC < 0.00754
20 = 0.00589 .95 0.00311 < LT <« 0.010985
30 = 0.00882 .95 0.00529 < ILC < 0.01455
40 = 0.01246 85 0.00B2E « LC « 0.01868
50 = 0.01719 .95 0.01226 < LC < 0.02339
60 = 0.02272 e ) 0.01769 =< LC < 0.03174
70 = 0.03349 .95 0.02489 < LC < 0.04495
80 = 0.05016 .95 002525 < LC < 0.07178
90 = 0.08783 e Jo 0.05341 < LT < 0.14603
898 = 0.13949 .85 0.07359 « LC < 0.26853
96 = 0.15960 95 0.08063 < LC < 0.32128
87 = 0.18835 e L 0.09014 < LC < 0.40084
98 = 0.23472 95 0.10444 <= LC <« 0.53847
99 = 0.33206 .95 0.13146 < LC < 0.85896
Regression line: ¥ = A + Slope * { X - M )
A= 5.382028 +/- 4.022724E-02 5.3418 = A < 5.422255
Slope= 1.809442 +/- _265712 1.54373 <« B « 2.075154
M= 8.446428
Variance of the LC50= 6.794065E-04
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