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Neue Aspekte in der Anwendung von chemischen und mikro-
biologischen Bekdmpfungsmitteln unter Beriicksichtigung der
Immunitatsprinzipien bei Insekten

I. Humorale Immunitdtsfaktoren bei Inseklen und ihre
stoffliche Grundlage'

Von WERNER MOHRIG und BENJAMIN MESSNLER

Zoologisches Institut der Universitiat Greifswald
(Dircktor: Prof. Dr. R. Keilbach)

Die grofie Widerstandsfihigkeit der Insekten gegeniiber bakteriellen Inva-
sionen ist dem experimentellen Zoologen, der ziemlich bedenkenlos verschie-
denste Operationen unler unsterilen Bedingungen durchfiihren kann, genauso
bekannt wic dem angewandt entomologisch arbeitenden Inscktenpathologen,
der im Infektionsversuch mit einem mihevoll isolierten Bakterium wiederum
feststellen muf;, daf sich seine Untersuchungen um ein weileres negatives
LErgebnis erweitert haben. Die verantwortlichen Abwchrmechanismen det
Insckten haben dabei nicht nur fir die praktische Schadlingsbekdmpfung
grofte Bedeutung, sondern sie haben als Teil der bei wirbellosen Organismen
iberhaupt bestehenden Immunitatsprinzipien [ir die Evolution der Immunitét
im Tierrcich grofes theoretisches Interesse. Unsere Kenntnis von den Abwehr-
realktionen beschrinkte sich bei allen im System der Tiere unterhalb der Cyclo-
stomen stchenden Organismen aul die Phagozylose und die Registricrung von
Erscheinungen eciner bakteriziden humoralen Komponente, deren stoffliche
Natur und Wirkungsweise bisher unbekannt waren.

Die Beobachtung cines bakteriolytischen Stoffes in der MHaemolymphe von
Blattiden gelang MALKE (19€5) bei der Untersuchung der Bakteriensymbiose,
den er als Lysozym ansah. In anschlieffenden Unlersuchungen konnten wir
dann die Charakterisierung des bakteriolytischen Prinzips bestitigen und die
Erschcinungen der nattrlichen und der akliv und passiv erworbenen Immu-
nitdt bei Insekten mit dem Wirken und dem Verhalten des Lysozyms in der
Haemolymphe und im Darmtrakt erkliren (MOHRIG und MESSNER 1968 a
und 1968 b).

Lysozym ist cin enzymatisch wirkender unspezifischer Abwehrstoff beim
Mcnschen und vielen anderen Wirbeltieren. Von Kklinischer Seite wird dem

1 Vortrag, gchalten wiahrend des I11. Entomologischzn Symposiums zur Faunistik Mitteleuropas
vem 23. bis 26. April 1968 in Gérlitz.
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Lysozym die Bakterienabwehr an den relativ ungeschiitzten Schleimhduten des
Nascn-Rachen-Raumes und dem Konjunktivalsack der Augen (Vorkommen in
Tranenfliissigkeit, Speichel und Blutserum; SCHUMACHER, 1958) bzw. durch
das Vorkommen in der Muttermilch auch dic regulierende Einstellung der
Darmflora beim Sdugling zugerechnet (BRAUN, 1960).

Lysozym ist cine f-Glucosaminidase, dic dic aus Mucopeptiden bestehende
Stiilzmembran grampositiver Bakterien aufzuldsen vermag. Das Lysczym der
Insckten und aller anderen untersuchten Wirbellosen wurde charakterisiert
durch seine fiir ein Eiwcifi erstaunliche Hitzestabilitit (es ertragt bei pH 4,2
fir 2 min. 100 C ohne Aktivititsverlust), scine Trypsinfestigkeit und durch
scine lysierende Wirkung auf Micrococcus lysodeikticus unter Testbedingun-
gen, Die enzymalische Tatigkeit spaltet das im Grundgeriist der Bakterien-
zellwand vorkommende Murein durch die Lésung der f-1-4-Bindungen zwischen
der N-Azetylmuraminsdure und des N-Azetylglucosamins, wodurch die Zelle
ilire morphologische Integritit verliert, der Zellinhalt sich abrundet und
schlieflich als Protoplast aus der zerstdrten Hille austritt und sich aufldst.

Das ist die Ursache fur die schnelle Zerstorung vieler in die Hacmolymphe
injizierter Baktcrien, die selbst in hohen Dosen f[iir das Insckt ungefdhrlich
sind. Dazu zihlen prinzipiell alle grampositiven Arten, bei denen die relativ
starke Mureinschicht nicht wie bei den gramnegativen Arten durch einen Man-
tel aus Lipoproteiden und Liposacchariden vor dem Enzymangriff geschiitzt
isl.

Auch im Darmtrakt der Insckten kommt Lysozym sowohl im Darminhalt als
auch in den Darmwandzellen vor und wirkt hicr gegen alle mit der Nahrung
aufgenommenen lysozymempfindlichen Bakterien.

Eine Ausnahme machen die ebenfalls grampositiven Arten der Bacilius
thuringiznsis-Gruppe, die scgar als nahezu cinzige Arten in der Schddlings-
bekdmpfung mit Erfolg verwendet werden. Hicr ist zu beriicksichtigen, dafy
die sporulierenden Zellen Toxine bilden, die das Insekt vergiften. Es stirbt
an einer bei Insckiten seltencn Toxikdmie. Junge vegetative Zellen sind
weniger gefdahrlich, wie wir fiir B, cereus zeigen konnten. Die Wirkung vege-
lativer Zellen wvon B. thuringiensis wird in der Literatur widersprichlich
beschricben, was offensichtlich auf Dosierungsunterschiede zurtickzufithren ist.

Die Lysozymkonzentrationen in der Haemolymphe schwanken bei einer Art
oft in betrdchtlichen Grenzen (bei der Wachsmolte, Gaiieria meiionelia L., von
25-250 y/ml), jedoch liegen sie im Vergleich mit der lytischen Aktivitat ven
reinem Hithnerciweifflysozym selten hdher als 500 ;/ml.

Nach einer Immunisierung kommt es bei vielen Insektenarten (besonders
bei weichhiutigen Lepidopterenlarven) zu ciner plotzlichen Steigerung der
Lysozymkonzentration auf Werte von mehreren Tausend p/ml innerhalb von
24 Std. Dieser Lysozymanstieg ist identisch mit der Immunitétssteigerung
nach Immunisierung, die von anderen Autoren beschrieben wurde (STEPHENS
1959) und deren schnelle Reaktion fiir Insckten charakteristisch ist. Diese
Steigerung der Lysozymkonzentration ist bei den dazu fihigen Insekten eine
Alies-oder-Nichts-Reaktion, die ablduft, sobald die morphologische oder physio-
logische Integritil des Insckls gestort wird, unabhingig davon, ob eine Infek-
ticn dabei erfolgt ist. Eine aklive Immunisicrung kann also durch ecine einfache
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Verwundung genauso erreicht werden wie durch eine Injektion mit spezifischen
(Bakterien) oder unspezifischen (Tuscheldsungen) Substanzen. Der biologische
Sinn dieser hohen Lysozymkonzentration und dic aufjerordentliche Schnellig-
keit, mit der dieselben erreicht werden, waren uns zuerst unverstiandlich, Zur
Zerstorung der grampositiven Bakterien reichen die normalen Lysozymwerte
in der Haemolymphe véllig aus. Von eciner Wirkung des Lysozyms auf gram-
negative Arten war bekannt, daf diese nur mdéglich ist, wenn durch andere
Substanzen zuerst die schiitzende Lipoproteidschicht beseitigt oder gelockert
wird. Uber eine inhibitorische Wirkung auf diese Arten ist in der uns vorlie-
genden Literatur nichts berichtet worden. In Wachstumsversuchen in Boullion-
Schiittelkulturen mit verschiedenen Lysozymkonzentrationen Konnten wir
beobachten, dafi bei Konzentrationen ab 1000y Lysozym/ml Kulturmedium
cine deutliche Wachstumshemmung bei P. aernginosa und anderen gramncga-
tiven Arten eintritt, ohne dafi sie morphologisch geschddigt werden. Arten wie
P. aeruginosa, Proteus wvulgaris, Aerobacter aerogenes u. a. gehdren nach
BUCHER (1963) zu den ,potential pathogens”, die ein Insckt bei oraler Appli-
kation (sie gehdren meist zur normalen Enddarmflora) nur selien gefdhrden,
bei einem Eindringen in das Haemocoel aber selbst bei geringer Infektions-
dosis (nach BUCHER weniger als 10000 Zellen pro Insekt; LD, aber meist
zwischen 20 bis 50C Bakterien) den Wirt in sehr kurzer Zeil durch eine Sep-
tikimie toten.

Die einzige Abwehrméglichkeit besteht fir das Insekt darin, die Lysozym-
kenzentration schnell zu steigern, um den Wettlauf mit der Reproduktionsrate
des Bakteriums zu gewinnen und seinerseits die Vermehrung zu hemmen, um
den zelluldaren Abwehrmechanismen ein Eingreifen zu ermoglichen, bevor sie
durch das Bakterium zerstdrt werden (erste Beobachtungen einer Thyrosinase-
aklivitit als einen zweiten humoralen Faktor zur Phagozyloseunterstiitzung
werden im  zweiten Vortrag kurz besprochen). Unterstiitzt werden diese
Befunde noch dadurch, daf durch eine aktive Immunisicrung die Widerstands-
fahigkeit gegentuber diecsen potentiell insektenpathogenen Bakterien betracht-
lich gesteigert werden kann (STEPHENS, 1959 bei P. aeruginosa).

Der aktive Schutz durch hohe Lysozymkonzentrationen hilt nur einige Tage
an, denn die Lysozymwerle beginnen schon wenige Tage nach der Immuni-
siecrung deutlich abzufallen (bei gutartigem Infektionsverlauf). Die Verlaufs-
liurven der Lysozymkonzentrationen hiingen deutlich von der Art des injizier-
ten Materials ab. Handelt es sich um unspezifische, nicht toxische Substanzen
(Ringerlésung, Tusche oder einfache Verwundung), so steigen die Lysozym-
werte in gewohnter Weise innerhalb von 24 Std. bis zu einem Maximum, fal-
len aber schon nach 48 Std. deutlich ab; und nach 96 Std. sind in den meisten
Fillen die Normalkonzentrationen fast wieder errcicht. Werden Bakterien in
dic Haemolymphe injizierl, so fallen die Lysozymwerte schr viel langsamer.
96 Std. nach der Injektion sind sie nur unwesentlich verringert und nach 172 Std.
sind immer noch Werte zu beobachten, die weit Gber dem Normaltiter
licgen. Bei eciner gleichzeitigen Kontrolle der Haemozytenrcaktion nach Immu-
nisierung konnten wir beobachten, daff die Verinderungen im Blutbild mit
dem Verhalten des Lysozyms in direkter Verbindung stehen. Wir nehmen des-
halb an, daf die Lysozymproduktion in den Blutzellen erfolgt. Da die Blut-
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zellen gleichzeitig die Phagozytose bedingen, sind humorale und zellulare
Fakloren bei der Infektionsabwehr aufs engste miteinander verbunden und
nur im Zusammenhang zu belrachten. Gegenwiirtig sind die Untersuchungen
Uber die Haemozytenreaktion und besonders iiber die phagozytosesteigernde
Wirkung des Lysozyms und die aktivierende Rolle der Thyrosinase noch nicht
abgeschlossen, so dafy sic noch nicht Gegenstand einer Diskussion sein konnen.
Erste Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dafi neben dem Lysozym auch dic
Thyrosinase, die durch eine Immunisierung ebenfalls betrichtlich gesteigert
werden kann, als humoraler Immunitétsfaktor mit spezifischen Aufgaben bei
der Phagozytose zu betrachten ist.

Die Immunitdt der Insekten gegeniber Baklerien resultiert also aus dem
Zusammenwirken von passiven und aktiven Schutzeinrichtungen, Zu den pas-
siven Schutzeinrichtungen zdhlen das widerstandsfihige Integument, die chiti-
nése Auskleidung des Vorder- und Enddarms, die Sauerstoffspannung und
ungiinstige pH-Zonen. Zu den aktiven Mechanismen zihlen die Phagozytose
durch die Blutzellen und als grundlegender humoraler Faktor das Lysozym,
welches durch eine Thyrosinase noch unterstiitzt werden konnte. Da das Lyso-
zym auch bei vielen anderen Wirbellosen als antibakterieller Schutzstoff nach-
gewiesen wurde, scheint es in der Evolution der Immunitit bei tierischen
Organismen der erste unspezifische Faktor zu scin, der bei hdher organisicrlen
Lebewesen durch weitere unspezifische (Propertin) oder spezifische (Antikor-
perbildung) Abwehrmechanismen erginzt wurde,

Zusammenfassung

Dic Erscheinung der humoralen Immunitit bei Insckten wird auf das Wirken des Lysozyms in
der Haemolymphe und im Darmtrakt zuriickgelahrt.

Als Zeichen einer unspozifischen Immunisicrung [ihrt jede Injektion von Fremdstoffen odar jede
Starung der morphologischen bzw. physiologischen Integration bei den Insckten innerhalb von
24 Std. zu ciner 10- bis 100fachen Steigerung des Lysozymtiters in der Hazmolymphe. Der hohe
Lysozymgchalt schiitzt besonders gegen grompositive Bakterien und bei gutartigem Infektionsver-
lauf nur wenige Tage. Aus den parallel zu den Verinderungen d=s Lysozymspiegels cintretenden
Blutbildverinderungen wird angenommen, dafi die kurzfristig bereitgestellten Lysozymmengen aus
den Blutzellen stammen.

Summary
Factors of humoral immunity of insects and their chemical ground
The phenomenen of humoral immunity of insects is due to a lysozyme activity in the hazmo-
tymph and in the alimentary tract. Ever injection of any substances or any disturbance of the morpho-
logical or physiological integrity leads within 24 hours to a 10100 times greater lysozym: acti-
vity in the hacmolymph. The high contents of lysozyme protect especially against gram positive
bacteria and by good-natured infections only few days. Because haemocytes change their forms
after injections we beleave that lysozyme which appears within a very short time is exuded from
the haemocytes.
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