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Fig. 3. Live culture showing lumen (L) and separating cyst attached 
to the cellular process. • 37. 

c a r b o n  par t ic les  an d  i ts  b i n d i n g  in to  m u c u s  d rop le t s  were 
of s ignif icance.  If  fo rmed  in vivo,  these  would  go d o w n  
t h e  p h a r y n x  b y  g rav i t a t i on .  The  i sochronal  c i l iary  move-  
m e n t s  as obse rved  in cu l tu re  could n o t  poss ib ly  help  t h e  
flow in p a r t i c u l a r  direct ion,  b u t  would help t h e  f o r m a t i o n  
of b igger  droplets ,  wh ich  would t end  to t r a p  t h e  dust ,  
bac ter ia ,  an d  o the r  par t ic les  an d  which  could f ina l ly  be 
r e m o v e d  b y  the  ac t ion  of p h a r y n g e a l  muscles.  Thus  t he  
e x p e r i m e n t a l  s tudies  seem to c o n t r a d i c t  the  usual  bel ief  
t h a t  t h e  ci l iary m o v e m e n t  Qccurs in a p a r t i c u l a r  di rect ion.  
The  s t u d y  of t h e  g rowth  in cu l tu re  suggests  some in ter -  
es t ing  pos tu la t ions .  The  m i g r a t o r y  m o v e m e n t s  (observed 
f rom 3rd week onwards)  of growing epi the l ia l  co lumn  
wh ich  s u r r o u n d  foreign ma te r i a l s  an d  cell debris,  and  
t h e  f o r m a t i o n  of l u m i n a  l ined w i t h  s t ra t i f i ed  c i l ia ted 
c o l u m n a r  ep i the l ium as well as i ts  f inal  s epa ra t i on  as a 
cyst ,  sugges t  poss ib ly  a w ay  of ge t t ing  r id  of more  s t i cky  
m a t e r i a l  wh ich  c a n n o t  be  dea l t  e i the r  b y  m u c u s  adhes ion  
an d  ci l iary m o v e m e n t  a lone  s. 

Rdsumd. Des cu l tures  d ' 6 p i t h e l i u m n a s o - p h a r y n g i e n  on t  
donn6  na issance  g des couches  et  des colonnes  semblab les  

celles de l ' @ i t h e l i u m  in vivo.  Cet te  d i s t r i b u t i o n  irr6- 
guli~re de eellntes cilif~res, de mucosi t6s,  e t  de cellules 
po lyh6dr iques  o n t  une  ac t ion  coordonn6e  qui  cr6e u n  
6p i the l ium a u t o - d 6 t e r g e n t  qui  expulse  les corps 6t rangers .  
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Fig. 4. Magnified view of the lining of the vesicle showing patches 
of ciliated epithelium (-+). • 340. 
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Ultrastruktur der Symbionten in Ovozyten yon Ornithodorus moubata, Murray (Ixodoidea: Argasidae) 
nach simultaner Glutaraldehyd-Osrniumfixierung und Nachbehandlung mit Uranylacetat (Triple- 
Fixation) 1, 

Mit  einer  Mischung  yon  G l u t a r a l d e h y d  u n d  Osmi u m-  
t e t r o x i d  (OsO4) k o n n t e n  Nach te i l e  gebr~uchl icher  F~xa- 
t i onen  wie OsO~ al lein (O) oder  G l u t a r a l d e h y d  gefolgt  
yon  OsO 4 (G/O) bei  Nie rengewebe  v e r m i e d e n  werden  3. 
D u r c h  zus~tzl iche N a c h b e h a n d l u n g  m i t  w~tssriger U r a n y l -  
a ce t a t l 6 sung  w u r d e n  S t r u k t u r e r h a l t u n g  und  M e m b r a n -  
da r s t e l lung  yon  L e u k o z y t e n  ve rbes se r t  ~. Diese le ich t  
modi f iz ie r te  T r ip l e -F ixa t i on  (TF) erziel te  ebenfa l ls  gu te  
R e s u l t a t e  an  freien Zellen, die mi t t e l s  M e m b r a n f i l t r a t i o n  
aus  k le ins ten  V o l u m i n a  yon  K6rper f l t i ss igkei ten  gewon-  
nen  w u r d e n  5. 

I n  der  vor l i egenden  Arbe i t  soll der  E inf luss  der  T F  
auf  die U l t r a s t r u k t u r  der  r i cke t t s i en / ihn l i chen  Mikro-  
orgXnismen gezeigt  werden,  welche intrazellul~tr in  Zek- 
k e n o r g a n e n  v o r k o m m e n  6-13. Dabe i  gi l t  unse r  I n t e r e s se  
h a u p t s ~ c h l i c h  der  Dar s t e l lung  m e m b r a n 6 s e r  S t r u k t u r e n  
u n d  der  W i r k u n g  des U r a n y l a c e t a t s  auf  die Ver t e i lung  
der  D N A - h a l t i g e n  F ib r i l l en  1~, 15 u n d  auf  die r ibosomen-  
a r t i gen  P a r t i k e l  dieser  Symbion t en .  

Material und Arbeitsmethoden. Die h ie r  v e r w e n d e t e n  
Ornithodorus-Zeeken s t a m m e n  aus  der  U l a n g a - R e g i o n  
(Tansania)  u n d  werdei1 sei t  m e h r e r e n  J a h r e n  a m  Tropen-  
i n s t i t u t  gezi iehtet .  

Die Sek t ion  der  Ovar i en  16 erfolgte  in  phys io logischer  
Kochsa lz l6sung  oder  d i r ek t  im F ix i e rungsgemisch  bei  
0-2  ~ 

Fiir die Fixation hielt ich reich, mit geringen Ab- 
weichungen, an das l~ezept von HiRSCl~ und FXDORKO ~. 
Weil die Ovozyten einen bedeutend gr6sseren Dureh- 
messer aufweisen als Leukozyten und vor allem in den 
sp~ten Vitellogenesephasen schwer durchdringbar sind, 
wurde die Fixierungszeit auf 2 Stunden erh6ht. 

Fixierungsgemisch (n ich t  h a l t b a r )  : 1 Teil  A + 2 Teile B 
(vor G e b r a u c h  bei  0 ~ f r i sch  anse tzen) .  

LO'sung A (ha l tba r ) :  215% G l u t a r a l d e h y d  in O,1M 
Cacody la tpuf fe r  (CP); p H  7,4. 

L6sung B (ha l tba r ) :  1% OsO 4 in 0 , 1 M  CP;  p H  7,4. 
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Fig. 1. L~ingliehe Symbionten (LS) im Cytoplasma einer Ovozyte. 
Nach Uranylaeetat-Behandlung umhtillt ein feiner, dunkler Hof (~) 
die Bakterien, welche yon 2 Membranen umgeben sind (~ussere 
Membran dicker: ~, innere Membran dtinner: -~). Im granulfiren 
Cytoplasma (Cy) sind die DNA-haltigen Fibrillen schlecht sichtbar. 
• 81000. 

Fig. 2. Ohne Uranylacetat-Nachfixierung sind die l~inglichen Sym- 
bionten (LS) gesehrumpft. Der umhtillende H0f tritt kaum in 
2rscheinung oder fehlt, die DNA-haltigen Fibrillen sind verklumpt 
(--~) und deshalb gut siehtbar. • 66000. 

Man f ixier t  bei  0-2~ da  bei  e rh6hter  T e m p e r a t u r  
schwarzes,  reduzier tes  Osmium ausf~Lllt 3. Verf / i rbt  sich 
die L6sung im Laufe  der  F ixa t ion  (violet t-schwarz),  so 
wird  sic gegen neu angese tz tes  GemJsch ausgetauscht .  
F i x i e r u n g s t e m p e r a t u r e n  un te r  0~ h a b e n  sich n ich t  be- 
w~Lhrt, weil u l t ras t ruk ture l le  Sch~Lden durch  Eiskris tal l -  
b i ldung auf t re ten .  Die Pr~Lparate werden  tiber Nach t  bei 
4~ in 0 ,1M CP + 5% Saccharose  gewaschen.  

Nachf ix ie r t  wird  mi t  0,25% Urany lace ta t ,  gel6st in 
O , 1 M  Nat r iumace ta t ,  p H  6,1, w/ ihrend 2 S tunden  bei 
4~ Die U r a n y l a c e t a t - B e h a n d l u n g  wurde  bei einigen 
Pr / ipa ra ten  weggelassen.  Der  Einfluss  der  Nachf ixa t ion  
auf gewisse S t ruk tu ren  wird u n t e n  beschrieben.  

Entw/ i sse rn :  Ace tonre ihe  und  Propy lenox id ;  Durch-  
dr ingen:  P r o p y l e n o x i d / E p o n ;  E i n b e t t e n :  E p o n ;  Schnei-  
den:  Glasmesser,  Re icher t  OmU2, LKt3 U l t r o t o m e  I;  
K o n t r a s t :  Urany tace ta t ,  Ble iz i t ra t ;  A u f n a h m e n :  Phi l ips  
EM 300, Zeiss EM 9. 

Resultate. In  den Ovozy ten  von O. moubata k o m m e n  
l~Lngliche und  runde  r icket t s ien~hnl iche  S y m b i o n t e n  
vor  ~2. Die langen F o r m e n  sind yon  2 Membranen  um-  
geben, wobei  nach  T F  die Xussere deut l ich  dicker und  
komplexe r  ist als die innere  (Figur 1). Das Zy top la sma  
erschein t  fein granulier t .  Zwischen den Granula  liegen 
feinste,  nur  undeut l i ch  s ich tbare  F/iden, die wahrsche in-  
lich D N A  entha l ten ,  wie dies bei  anderen  Bak te r i en  
gezeigt  worden  ist  1~, 15. E in  abgrenzbares  Nukleoid  mi t  
fibrill~Lrem Nukleop lasma  exis t ier t  nicht .  Die S y m b i o n t e n  

werden  gegen das Wi r t sp l a sma  hin  von  eJner d i innen  
Schichs mi t t l e re r  E l ek t ronend ich t e  umschlossen  (Figur 1), 
welche ohne U r a n y l a c e t a t - B e h a n d l u n g  kaum in Erschei -  
nung  t r i t t  oder  fehl t  (Figur 2). Ohne  diese Nachf ixa t ion  

1 Die Arbeit wurde vom Schweiz. Nationalfonds untersttitzt. 
Frau S. LATSCHA-STOLLER m6chte ich ftir ihre unentbehrliehe 
technische Mitarbeit meinen besten Dank ausspreehen. 
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12 H. !tEetER, A. AESC~LIMANN und M. J. BXJRCKHARD% Acta trop. 

25, 256 (1968). 
1~ H. HECKER und A. AESCKLIMANN, Z. Tropenmed. Parasit. 21, 

31 (1970). 
1t 2. I~2LLENI3EI~GEI~, A. RYTER und J. SECHAUD, J. biophys, bio- 
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Fig. 3. Runder Symbiont (RS) nach TF. Membranerl des Ovozytenplasmas (I~) und 2 eigene Membranen (--~) umgeben den Mikro- 
organismus. Das Nukleoplasma ist fein Iibrill~ir {-->), die vernetzten, ribosomenartigen Partikel sind hier an einer Stelle konzentriert (X). 
AIs Vergleich dazu inhomogene Ribosomen (R) der Ovozyte. x196000. 

s c h r u m p f e n  die B a k t e r i e n  merk l i ch ;  die D N A - F i b r i l l e n  
s ind n i c h t  m e h r  ver te i l t ,  sonde rn  z u s a m m e n g e b a l l t  u n d  
desha lb  deu t l i ch  e r k e n n b a r  (Figur  2). 

Zwei gleich aussehende ,  eigene M e m b r a n e n  u m g e b e n  
die r u n d e n  Formen .  Diese werden,  im Gegensa tz  zu den  
l~inglichen S y m b i o n t e n ,  d u t c h  zusS~tzliche M e m b r a n e n  der  
Ovozy te  yon  der  Wir tsze l le  g e t r e n n t  (Figur  3). Das  
P l a s m a  der  Mik roo rgan i smen  is t  n a c h  T F  locker  u n d  
elektronendurchl~issig.  N u r  an  der  Per ipher ie  b e f i n d e n  
sich Or te  h6he re r  Dichte .  Die n a c h  G/O ver te i l t en ,  r ibo-  
s o m e n a r t i g e n  Partike112 e rsche inen  n a c h  T F  wie v e r n e t z t  
u n d  s ind m a n c h m a l  als d ich te  Masse an  e iner  Stelle in 
de r  Zelle konzen t r i e r t .  Man  e r k e n n t  ein fibrillgtres Nnkleo-  
p lasma,  das  den  gr6ss ten  Teil des S y m b i o n t e n  e i n n i m m t  
(Figur  3). O h n e  N a c h f i x a t i o n  in U r a n y l a c e t a t  geh t  diese 
A n o r d n u n g  der  D N A - h a l t i g e n  F ibr i l l en  ve r lo ren :  die 
Ie inen F/ iden  s ind v e r k l u m p t  (Figur  4). A u c h  fehlen die 

A n s a m m l u n g e n  der  r i bosomen~hn l i chen  Par t ike l .  Das  
Z y t o p l a s m a  h a t  gr6bere,  flockige S t r u k t u r .  

Diskussion.  N i t  der  T F  1/isst s ich das  N u k l e o p l a s m a  
r icket ts ien~ihnl icher  Mik roo rgan i smen  in seiner  Iibrill/~ren 
Organ i sa t i on  fiir e l ek t ronenn l ik roskop i sche  U n t e r s u c h u n -  
gen e rha l t en .  Die T F  erziel t  in dieser  H i n s i c h t  ~thnliche 
R e s u l t a t e  wie die S t a n d a r d m e t h o d e  zur  F i x a t i o n  yon  
D N A  e n t h a l t e n d e m  Plasma14,15. Die r i b o s o m e n a r t i g e n  
Pa r t i ke l  der  S y m b i o n t e n  bes i t zen  n a c h  T F  keine  schar f  
b e g r e n z t e n  Umrisse .  Sie sche inen  gegensei t ig  v e r n e t z t  
u n d  b i lden  m a n c h m a l  in d en  r u n d e n  F o r m e n  ein nukleolus-  
~thnliches Gebilde.  Wie  wei t  dieser  S t r u k t u r  auch  die 
F u n k t i o n e n  eines K e r n k 6 r p e r c h e n s  z u k o m m e n ,  l~sst  s ich 
noch  n i c h t  beur te i len .  Die beschr iebene ,  d t inne  Schicht ,  
welche die l angen  F o r m e n  yore  W i r t s p l a s m a  t r e n n t ,  be- 
s t e h t  v ie l le icht  aus  S to f fwechse lp roduk ten  der  Mikro-  
o rgan i smen .  E v e n t u e l l  h a n d e l t  es sich dabe i  auch  u m  
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Fig. 4. Ohne Uranylacetat-Nachfixierung sind die DNA-haltigen 
Fibrillen grob verklumpt (-+). • 66000. 

e inen Schu tz  der  B a k t e r i e n  v o r  e iner  m6gl ichen  Ver-  
d a u u n g  d u r c h  die Ovozyte .  ES is t  auffa l lend,  dass  die 
r u n d e n  Formen ,  ohne  diese Hfille, viel  m e h r  in  Verb in -  
dung  s t ehen  m i t  lysosomalen  A b b a u s t r u k t u r e n  ~2. 

W e n n  O oder  G/O f ix ier t  wird  oder  w e n n  die S i m u l t a n -  
f ix ie rung  ohne  wS~ssrige U r a n y l a c e t a t - B e h a n d l u n g  vor-  
genornmen  wird,  so is t  die grobe  Z u s a m m e n b a l l u n g  der 
D N A - h a l t i g e n  F ib r i l l en  n e b e n  a n d e r e n  s t r u k t u r e l l e n  Ver-  
/ inde rungen  a m  augenf~tlligsten. Diese R e s u l t a t e  zeigen, 
dass das  U r a n y l a c e t a t  auch  n a c h  S i m u l t a n f i x a t i o n  auf  
b e s t i m m t e  Sys t eme  als F i x i e r u n g s m i t t e l  wirkt .  

We i t e r e  Versuche  sollen zeigen, ob  mi t t e l s  Modif ika-  
t i onen  der  h ie r  be sch r i ebenen  T F  noch  bessere  Aussagen  
fiber die Ver t e i lung  der  R N A  u n d  D N A  r icke t t s i en / ihn-  
l icher  Mik roo rgan i smen  g e m a c h t  werden  k6nnen .  

Summary. The  nuc leop la sm of r icke t t s ia - l ike  micro-  
o rgan i sms  l iv ing in t h e  oocytes  of t h e  soft  t i ck  Ornitho- 
dor*ts moubata is p re se rved  b y  T F  ( t r ip le-f ixat ion)  in  a 
f ine f ibr i l la ry  form, r e sembl ing  t h e  resu l t s  o b t a i n e d  b y  
t h e  ' s t a n d a r d ' - m e t h o d  ~4,~5 for D N A - c o n t a i n i n g  p lasms.  

H. HECKER 
Schweizerisches Tropeninstitut, 
Socinstrasse 57, CH-4000 Basel (Schweiz), 
30. Januar 7970. 

Ultras truktur  der Ovozyten  von Ornithodorus moubata, Murray (Ixodoidea:  Argas idae)  nach Triple-  
Fixat ion ~, 2 

A m  Schweizer i schen  T r o p e n i n s t i t u t  wurde  im Zusam-  
m e n h a n g  m i t  der  t r an sova r i e l l en  l~lber t ragung der  Riick-  
fa l l f ieberspi rochaete ,  Borrelia dvtttoni das  Ova r  v o n  
Ornithodorus moubata his to logisch  b e a r b e i t e t  a,~. I n  den  
l e t z t en  J a h r e n  s ind zur  U n t e r s u c h u n g  der  VorgSmge 
w ~ h r e n d  Do t t e r -  u n d  E ih i i l l enb i ldung  bei  Zecken elek- 
t ronenmikroskopischeS-V u n d  h i s tochemischeS A r b e i t e n  
du rchge f t i h r t  worden ,  bez iehungsweise  s ind noch  im 
Gange  9,10. 

N a c h  der  E i n f i i h r u n g  der  T r i p l e - F i x a t i o n  11-14 (TF:  
S i m u l t a n f i x i e r u n g  in e inem Gemisch  yon  G l u t a r a l d e h y d  
u n d  O s m i u m t e t r o x i d ,  N a c h b e h a n d l u n g  in w~tssriger 
U r a n y l a c e t a t l 6 s u n g )  s te l l te  sich uns  die Frage,  ob diese 
T e c h n i k  zur  AbkUirung  u l t r a s t r u k t u r e l l e r  Vi te l logenese-  
vorg~inge geeignet  ist. E v e n t u e l l  t r e t e n  U n t e r s c h i e d e  in 
der  S t r u k t u r e r h a l t u n g  auf  gegeni iber  k lass i schen  Fixie-  
r u n g s m e t h o d e n ,  wie z u m  Beispiel  O s m i u m t e t r o x i d -  
F i x a t i o n  al lein (O) oder  G lu t a r a ldehyd ,  gefolgt  yo n  Os- 
m i u m t e t r o x i d  (G/O). Viel le icht  b i e t e t  die T F  auch  die 
M6glichkei t ,  die w~ihrend der  E i re i fung  a u f t r e t e n d e n  
k le inen  Vesikel  an  der  Pe r iphe r i e  der  O v o z y t e n  in ver-  
sch iedene  T y p e n  e inzu te i l en  5-7. Die A r b e i t s m e t h o d e n  
w u r d e n  in e iner  f r f iheren P u b l i k a t i o n  besch r i eben  14. 

Resultate. Es sei ku rz  d a r a n  e r inner t ,  dass  die O v o z y t e n  
v o n  O. moubata m i t  dem O v a r  n u r  d u r c h  e inen  zellul/iren 
Fun icu lu s  v e r b u n d e n  sind. Von  ke inem Fo l l iku la rep i the l  
umgeben ,  r agen  sie in  das  Haemocoe l  t l inein.  E ine  Basal -  
l a m i n a  umsch l iess t  Ova r  u n d  O v o z y t e n  u n d  b i lde t  die 
B e g r e n z u n g  zur  H a e m o l y m p h e ,  welche die Zeckenorgane  
umsp i i l t  5,6. Sie h a t  n a c h  T F  ein le ich t  flockiges his  fila- 
men t6ses  Aussehen  m i t t l e r e r  E l e k t r o n e n d i c h t e  (Figur  1). 

Das  Oolemma,  die Z e l l m e m b r a n  der  Ovozyte ,  m i t  ih ren  
E i n s t i i l p u n g e n  u n d  m i t  den, vo r  der  Vi te l logenese  n o c h  
wenig  p r o m i n e n t e n  Microvi l l i ,  i s t  deu t l i ch  dre i sch ich t ig  
(Figur  1). 

Den grossen O v o z y t e n k e r n  umgeben ,  zwei; v o n  zahl-  
re ichen  P o r e n  d u rch s e t z t e  M e m b r a n e n  (F iguren  2 u n d  3). 
Die n a c h  O oder  G/O gu t  s i c h t b a r e n  D i a p h r a g m e n  der  
K e r n p o r e n  5 s ind n a c h  T F  sch lech t  e r k e n n b a r .  Das  Nukleo-  
p l a s m a  wird  diffus darges te l l t ,  wobei  m a n  s tel lenweise den  
E i n d r u c k  ha t ,  es e n t h a l t e  ve rne tz t e ,  feine F~iden (Figur  2). 
H e t e r o c h r o m a t i n  l~isst sich, wie a u c h  n a c h  G/O, n i c h t  
zeigen. Der  Nukleo lus  is t  gross u n d  locker  gebau t .  E r  
b e s t e h t  arts Str~ingen fein granul~irer bis  f i l amen t6se r  
Subs tanz .  Dazwischen  be f inden  sich Inse ln ,  welche aus  
g r6beren  G r a n u l a  z u s a m m e n g e s e t z t  s ind  (F iguren  2 u n d  
4). Oft  nmfas sen  die b e s c h r i e b e n e n  Tefie des Nukleo lus  
eine mS~chtige, zen t ra l e  <(Vakuole)> u n d  e n t h a l t e n  selber  
auch  noch kle inere  <~Vakuolen)>. Der  I n h a l t  dieser  m e m -  
b ran losen  S t r u k t u r e n  is t  weniger  e lek t ronendurch l / i s s ig  
als das N u k l e o p l a s m a  (Figur  5). 
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