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Einleitung

In blutsaugenden Raubwanzen der Familie Reduviidae (Ordnung Hemiptera) ent-
deckte 1908 der brasilianische Tropenarzt Carlos CHAGAS (3) Flagellaten, die er
Schizotrypanum cruzi nannte. Er erkannte, daB diese Flagellaten auf den Menschen
von jenen geflirchieten Insekien Ubertragen werden, die die Einwohner aufgrund
deren scheinbarer Vorliebe, ins Gesicht bzw. in die Lippen zu stechen, “barbeiro”
(barbier) oder andernorts ,,KuBwanzen"” nennen. Die Infektion erfolgt durch Einreiben
der im Wanzenkot ausgeschiedenen Erreger in die Stichwunde. Nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation aus dem Jahr 1982 sind in Stdamerika 24 Millionen
Menschen mit Trypanosoma cruzi infiziert, etwa 50% davon weisen die klinischen
Symptome der Chagas-Krankheit auf.

Als Vektoren der Chagas-Krankheit sind die obligat hdmatophagen, mit ca. 90 Arten
vorwiegend in Stidamerika vorkommenden Triatominae von eminenter medizinischer
und 6konomischer Bedeutung. Ihre Haltung unter Laborbedingungen ermdglicht Un-
tersuchungen Uber Lebenszyklus und Vektorpotential sowie zur chemischen, biologi-
schen oder immunologischen Bekdmpfung der Raubwanzen. Aufgrund ihrer GroBe,
leichten Handhabbarkeit und relativ einfachen Zuchtung stellen sie hervorragende
Modelle fir insektenphysiologische, genetische und Ubertragungsstudien dar.

Eine gewisse Schwierigkeit bei der Haltung von Reduviiden, insbesondere bei Mas-
senzuchten, besteht in deren Erndhrung. Ublicherweise werden hierfiir Kleinsauge-
tiere benutzt, was weder von seiten des Tierschutzes noch hinsichtlich des erhebli-
chen, auch 6konomischen Aufwandes eine glnstige L&sung sein kann. Zudem ist ei-
ne Standardisierung von Versuchsbedingungen unter solchen Umsténden schwierig.
Mehrere Methoden einer In-vitro-FUtterung blutsaugender Arthropoden mit Hilfe von
kinstlichen oder natlirlichen Membranen sind beschrieben worden, Uber die KLUN-
KER (15) eine umfassenden Uberblick gibt. Die meisten Techniken sind allerdings fiir
kurzfristige Studien konzipiert und zur Dauerfltterung einer groBen Zahl von Tieren
ungeeignet.
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Unser Ziel war es, mittels einer technisch einfach durchzufihrenden, wenig kosten-
aufwendigen Membranfiitterung unsere umfangreiche Raubwanzenzucht, beste-
hend aus den Arten Triatoma infestans (Peru), Triatoma pallidipennis, Rhodnius pro-
lixus (Kolumbien) und Dipetalogaster maximus (Mexiko), in der Zucht zu erhalten.

Es bot sich an, die gleiche Membranfitierungstechnik hinsichtlich ihrer diagnosti-
schen Verwendbarkeit zum Nachweis von Trypanosoma cruziin Patientenblutproben
(In-vitro-Xenodiagnose) zu Uberpruifen.

Beim indirekten Parasitennachweis durch die 1914 von BRUMPT (1) beschriebene
Methode der In-vivo-Xenodiagnose werden trypomastigote, im Blut vorhandene For-
men von Trypanosoma cruzi beim Saugen von Triatominen aufgenommen und nach
Vermehrung in deren Darmtrakt als metazyklische trypomastigote Formen ,,angerei-
chert” im Kot ausgeschieden. Speziell in der chronischen Phase der Chagas-Krank-
heit mit niedriger Parasitdmie ist die Xenodiagnose neben der Blutkultur eine sensiti-
ve parasitologische Nachweismethode (6). Das Ansetzen von 5 - 20 Wanzen-
Larvenstadien (Ublicherweise L Il und L IV) am Arm des Patienten in mit Gaze ver-
schlossenen Késtchen kann allerdings trotz Schmerzlosigkeit des Stiches beim Pa-
tienten zu psychischen wie allergischen Reaktionen ftihren (5, 25). Die In-vitro-
Xenodiagnose, zuerst beschrieben von NUSSENZWEIG und SONNTAG 1952 (23),
bei der die Triatominen antikoaguliertes Patientenblut uber kinstliche Membranen
aufnehmen, stellt deshalb bei vergleichbarer Sensitivitat (7) einen deutlichen Vorteil
dar.

Methode

Bei unserer modifizierten Technik einer Membranfltterung von Reduviiden wird den
Tieren die Nahrung in einer Art Futterbeutel angeboten, dessen Temperatur mit Hilfe
einer selbst hergestellten Warmeplatte konstant gehalten wird.

Als Membranmaterial fir den Beutel dient Haushaltsfrischhaltefolie aus Plastik von
0,02 mm Dicke. Mittels eines FolienschweiBgerates werden hieraus — je nach An-
zahl der zu fltternden Wanzen — ca. 4 X 4 c¢cm groBe Beutel (Fullvolumen etwa
15 ml) hergestellt, in welchen zur besseren spateren Handhabbarkeit bewuBt Luft
belassen wird.

Wir verwenden als Nahrsubstrat fur die Raubwanzen menschliches Blut aus aussor-
tierten, Uberlagerten Blutkonserven, welches von der Blutbank freundlicherweise ko-
stenlos zur Verfligung gestellt wird. Jede Konserve enthalt 450 ml Blut plus 63 mi
CPDA-1 Stabilisatorflissigkeit (3 g Zitronensaure, 26,3 g Natriumcitrat X 2 H,0, 2,2
g Natriumhydrogenphosphat X H,0, 31,9 g Glucose-Monohydrat, 350 mg Adenin-
Hydrochlorid sowie Aqua dest. ad 1000 mi).

Das vorgewarmte Blut wird mit einer Spritze, deren Kandile in eine Ecke des Beutels
eingestochen wird, langsam in den Beutel eingefiillt (Abb. 1 a). Mit einer anderen
leeren Spritze wird Uber dieselbe Kanule die verdrangte Luft abgesaugt, so daB ein
luftblasenfrei geflllter Blutbeutel entsteht. Die Einstichstelle wird mit einem Bindfa-
den abgebunden, welcher zudem die Handhabung erleichtert. Der Blutbeutel wird
nach Erwdrmen im Brutschrank auf 37 Grad Celsius in den Wanzenkafig auf eine
dort befindliche Warmeplatte gelegt (Abb. 1 b} und den Wanzen angeboten.

Die Wéarmeplatte besteht aus zwei 0,3 cm dicken, der GréBe des Beutels entspre-
chenden Kupferplatten, zwischen welchen isolierter, 0,14 cm dicker Widerstands-
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Abb. 1:
a) Fullen eines Plastikbeuteis mit Blut zur Massenfutterung bzw. In-vitro-Xenodiagnose
b) Blutbeutel neben Warmeplatte

draht (Konstantandraht aus einer Legierung von 55% Kupfer, 44% Nickel und 1%
Mangan, 52 Ohm/m) mittels doppelseitigem Klebeband befestigt wird. Die Enden
des Widerstandsdrahtes werden mit je einem Kupferkabel verlétet und an einen
Transformator (14 Volt, 0,7 Amp.) angeschlossen. Durch doppelseitig klebende
Schaumstoffolie kdnnen die Warmeplatten fest in den Kafigen installiert und nach
unten warmeisoliert werden. Die Abstrahltemperatur |aBt sich Gber die Lange des Wi-
derstandsdrahtes auf 39° C einstellen.

Die Futterung der Wanzen findet bei Raumtemperatur und Tageslicht statt. Die Beu-
tel werden 1 - 2 Stunden in den Kéfigen belassen; einmal saugende Wanzen sind in
10 bis 20 Minuten vollgesogen.

Flr die experimentelle Imitation einer Xenodiagnose in vitro wurde Blutkonservenblut
in Blutbeuteln mit trypomastigoten Formen von Trypanosoma cruzi (Stamm Brasil
32) aus der Maus versetzt. Es wurde je ein Versuch mit einer hohen und einer niedri-
gen Infektionsdosis durchgeflhrt: Infektionsfrei geztichtete lil. und V. Larvenstadien
von Triatoma infestans erhielten Blut mit 5000 Trypanosomen/ml, wahrend L Il und L
IV von T. pallidipennis Blut mit 2 - 3 Trypanosomen/ml angeboten wurde, was bei
voller Blutmahlzeit einer Infektionsdosis von etwa 1 Trypanosom pro Wanze ent-
spricht. Als Kontrolle dienten L lll und L IV von T. infestans, die wir an einer infizierten
Maus mit einer Parasitamie von 10 Millionen Trypanosomen/ml Blut saugen lieBen.

21 Tage nach der Futterung wurde der Wanzenkot bzw. abzentrifugiertes Wanzen-
homogenat nach der Methode von MAEKELT (17) im Phasenkontrastmikroskop auf
das Vorhandensein von epimastigoten und metazyklischen Formen von Trypano-
soma cruzi untersucht (VergréBerung X 400).
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Abb. 2:
In-vitro-Fltterung von Dipetalogaster maximus (Larvenstadium). Absetzen eines
Kottropfens am Ende der Blutaufnahme.

Ergebnisse und Diskussion

Der primare Stimulus fiir die Nahrungsaufnahme ist fur die blutsaugenden Reduvii-
den, wie auch fiir die meisten anderen hamatophagen Arthropoden die Temperatur
der angebotenen Nahrung (9, 13, 28), wobei ein Temperaturgradient zur Umgebung
von groBer Bedeutung ist (9). Andere Faktoren wie Kohlendioxid, menschlicher
Atem, visuelle Stimuli, die Zeitspanne seit der letzten Blutmahlzeit sowie die Zusam-
mensetzung der angebotenen Nahrung, so deren ATP-Gehalt (8), beeinflussen
ebenfalls die Bereitschaft zur Nahrungsaufnahme, scheinen aber gegeniber der
Thermotaxis eine untergeordnete Rolle zu spielen (9).

Unsere Erfahrung mit der In-vitro-Fltterung der Raubwanzen mit Blutbeuteln zeigt,
daB diese selbst von Tieren, die das erste Mal damit konfrontiert sind, rasch wahrge-
nommen werden, zuerst von den Adulten, dann von den Larvenstadien, sichtbar am
Flhlerspiel und der Bewegung auf den Beutel zu. Der ventral zurlickgeklappte Rus-
sel wird ausgestreckt und die Stechborsten werden mit einem Ruck in den Beutel ge-
stoBen. Erstaunlicherweise gaben unsere Tiere die anfangs bevorzugte, ,naturliche®
vertikale Saugposition, Kopf nach unten auf einem Filterpapierstreifen sitzend, nach
Gewohnung an die Membranfitterung auf; sie ziehen vor, auf dem Boden des Kéfigs
sitzend vor allem seitlich im Bereich der SchweiBnahte in den Beutel einzu-
stechen.

Wéhrend des Saugakts sind die Wanzen relativ unempfindlich gegentiber Umwelt-
einflissen. Sie nehmen in 10 bis 20 Minuten, auch bei vollem Tageslicht, eine Blut-
menge bis zum Neunfachen ihres Kérpergewichtes zu sich (Abb. 2). Ein Austreten
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von Blut aus dem Beutel nach Zuriickziehen des Rissels haben wir nie beobachtet;
Berlhrung der Tarsi der Wanzen mit Flussigkeit hat eine abschreckende Wirkung auf
die Tiere (9). Aufgrund der schnellen Futterungszeit der Reduviiden ist ein standiges
Durchmischen des Blutes nicht nétig, wére jedoch, z. B. fir Arthropoden mit lange-
ren Saugzeiten, durch Einschweien eines Magnetrihrstabchens technisch kein
Problem.

Bei der In-vitro-Fltterung blutsaugender Arthropoden ist die Aufrechterhaltung einer
konstanten Temperatur der angebotenen Nahrung, entsprechend der Kérpertempe-
ratur des bevorzugten Wirtes, wichtig. Verschiedene Moglichkeiten sind beschrie-
ben. Als Warmetauschmedium wird v. a. Wasser, wie in der komplizierten Apparatur
von NICOLLE (22), (10, 14), aber auch Mineraldl (24) verwendet; selten wird das Blut
direkt auf einer Warmebank erhitzt (20). — Mit Hilfe unserer einfach und billig herzu-
stellenden Warmeplatten kann die Bluttemperatur, selbst Gber Stunden, konstant
zwischen 37 und 39° C gehaiten werden; die Gefahr einer Uberhitzung besteht nicht.

Verschiedenste Membranmaterialien werden flr die In-vitro-Fltterung und -Xeno-
diagnose verwendet (15): Teile tierischer Haut oder tierischen Darms (2, 23), diinne
Gummimembranen, v. a. Kondomgummi (24), Latexmembranen (18, 22) sowie syn-
thetische Membranen wie Parafilm (11, 14). Uber gute Akzeptanz und praktische
Vorteile von Plastikfolie als Membran wird berichtet (20, 27).

Die von uns verwendete 0,02 mm dunne Plastik-Haushaltsfolie zeichnet sich durch
groBe Flexibilitat und ReiBfestigkeit aus und kann dabei leicht von den Mundwerk-
zeugen der Reduviiden durchdrungen werden; die Einstichstellen verschlieBen sich
von selbst wieder. Sie ist extrem billig und kann z. B. durch Bestrahlung mit UV-Licht
sterilisiert werden. Mit toxischen Materialbestandteilen oder chemischen Konservie-
rungsmitteln, auf die PIPKIN und CONNOR (24) bei Verwendung von Kondomen als
Membran die beobachtete erhdhte Mortalitat unter ihren Tieren zuruckflhren, muB
nicht gerechnet werden. Die glatte Oberfliche der Folie war flir unsere Triatominen,
selbst bei direktem Kontakt, kein Hindernis. Bei dem erfolgreichen Versuch der
Membranfitterung der afrikanischen Lederzecke Ornithodorus moubata hingegen
Uberzogen wir zum besseren Halt der Tiere den Blutbeutel mit Schlauchgaze. Die
Folie zerriB auch bei den viel gréberen Mundwerkzeugen der Zecken nicht.

Kritischer und umstrittener Punkt der In-vitro-Futterung ist die Herkunft des verwen-
deten Blutes und seine Konservierung. Vorwiegend wird defibriniertes tierisches Blut
verwendet, welches z. B. HARINGTON (12) als gut geeignet beschrieb. LANGLEY
und PIMLEY (16) stellten jedoch bei Verwendung von defibriniertem Rinderblut eine
Abnahme der GroB3e der adulten Tiere nach zwei Generationen, sowie eine Vermin-
derung des Gewichts der abgelegten Eier fest, eine Beobachtung, die sie bereits bei
der In-vitro-Futterung von Tsetse-Fliegen gemacht hatten. Bessere Ergebnisse er-
zielten sie mit defibriniertem Schweineblut — der Grund hierflir bleibt unklar. Hinge-
gen berichten andere Autoren Uber positive langfristige Erfahrungen mit defibrinier-
tem Rinderblut far die In-vitro-Fltterung von Raubwanzen (10, 27).

GARDINER und MADDRELL (11) fanden nach einmaliger Futterung mit defribrinier-
tem frischen Schafblut eine hohe Mortalitat unter Rhodnius prolixus, méglicherweise
durch eine Veranderung des Blutes bei der Defibrinierung. LANGLEY und PIMLEY
(16) vermuten als Ursache hierflr eine bakterielle Kontamination und betonen die
Bedeutung aseptischen Vorgehens bei der Membranfltterung.

Als Antikoagulantien werden v. a. Natriumcitrat (20) und Heparin (14, 18) verwendet.
Erste Erfahrungen mit heparisiertem menschlichen Blut ergaben keine veréanderte
Mortalitat gegenuber Kontrolltieren (10, 18).
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Seit (iber zwei Jahren erndhren wir vier Raubwanzenarten in vitro mit menschlichem
Citrat-Blut. Der Vergleich mit parallel am lebenden Tier gehaltenen Wanzen ergab
keine Unterschiede hinsichtlich Entwicklung, Fruchtbarkeit oder Mortalitat. Selbst bei
Massenflitterung wird bei der Blutbeutelmethode die Aufnahme einer ausreichenden
Blutmenge sichergestellt, was bei Verwendung von Kleinsdugern problematisch sein
kann. Es ist zu beobachten, daf in vitro geflitterte Wanzen eine gréBere Blutmenge
aufnehmen. Ob das im Blutkonserven-Stabilisator enthaltene Adenin hierbei eine zu-
satzliche phagostimulierende Wirkung auslbt (8), muBte noch experimentell tber-
prift werden.

Zur Prufung auf diagnostische Verwendbarkeit unserer Methode zum Nachweis von
Trypanosoma cruzi mittels In vitro-Xenodiagnose flihrten wir einen Infektionsversuch
an lll. und IV. Raubwanzenstadien durch. Es zeigte sich (Tab. 1), daB membrange-
fltterte Exemplare von T. infestans bei einer Inokulationsdosis von 5000 Trypanoso-
men/ml Blut nach 21 Tagen zu 85 - 100% infiziert waren, vergleichbar mit den Infek-
tionsraten von T. infestans, die als Kontrolle am hochinfizierten Tier (10 Millionen
Trypanosomen/ml Blut) direkt gefuttert wurden. Daf3 selbst bei dieser enormen Infek-
tionsdosis nicht von allen Larvenstadien Trypanosomen im Kot ausgeschieden wur-
den, kann verschiedene Ursachen haben: Angaben in der Literatur Uber den gin-
stigsten Zeitpunkt der Wanzenkotuntersuchung schwanken zwischen 21 und 60 Ta-
gen, so daf zu einem spateren Zeitpunkt u. U. héhere Infektionsraten maéglich sind;
zudem sind individuelle Unterschiede unter den Wanzen in der Empfanglichkeit ge-
genuber der Infektion mit Trypanosoma cruzi bekannt (4).

TABELLE 1
Infektionsraten 21 Tage nach Infektion mit Trypanosoma cruzi
Wanzen- Inokulum Larven- Tiere Tiere Infektions-
Art Trypanoso- Stadium insgesamt infiziert Rate
men/ml Blut %

In-vitro-Ftterung

Triatoma 1l 13 11 85
5000

infestans v 9 9 100

Triatoma 5.3 1] 13 7 54

pallidipennis v 2 1 50

In-vivo-Fitterung

Triatoma 10 1l 13 10 77
infestans Millionen v 11 10 91

Bei der sehr niedrigen Infektionsdosis von 2 - 3 Trypanosomen/ml Blut waren 50%
bzw. 54% der in vitro gefltterten Tiere infiziert. Dies stimmt ann&hernd mit den Er-
gebnissen von MERKS und WERNER (20) lberein, die bei &hnlicher InokulumgroBe
mittels ihrer modifizierten In-vitro-Xenodiagnose infektionsraten von 39%, 57 % und
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76% unter den verschiedenen Larvenstadien fanden. MERKS und WERNER (19)
konnten auch zeigen, daB3 Trypanosomen, die in Citratblut Uber mindestens 257
Tage bei Raumtemperatur infektids und vermehrungsfahig gefunden wurden (26),
selbst in verschickten Patienten-Citratblutproben noch nachweisbar waren. Somit
kann eine Xenodiagnose auch an postversandten Blutproben vorgenommen werden.
Manche Autoren erzielten bei Verwendung von Heparin als Antikoagulans bessere
Ergebnisse im In-vitro-Trypanosomennachweis als mit Citrat (2).

Unsere experimentellen Ergebnisse lassen den Schluf3 zu, daB unsere modifizierte
Membranfutterungstechnik auch zur In-vitro-Xenodiagnose der Chagas-Krankheit
geeignet ist. Die Sensitivitat der In-vitro-Xenodiagnose, welche derjenigen der In-vi-
vo-Diagnose vergleichbar ist (7), kann durch Verwendung einer groBeren Anzahl von
Raubwanzen ohne Gefahr der Nebenwirkungen flr den Patienten (25) noch erhéht
werden, speziell unter Verwendung groBer Wanzen-Species wie Dipetalogaster
maximus, bei denen die jungen Larvenstadien bereits groBere Blutmahlzeiten auf-
nehmen, wodurch die Nachweisempfindlichkeit der Methode weiter gesteigert wer-
den kann (21).

Zusammenfassung

Wir stellen eine modifizierte Technik der In-vitro-Membranfitterung von blutsaugen-
den Reduviiden vor.

Aus Plastik-Haushaltsfolie geschweiBte Beutel werden mit Blut aus aussortierten,
Uberlagerten menschlichen Blutkonserven (Antikoaguians: Natrium-Citrat) luftbla-
senfrei geflllt und den Insekien angeboten. Die Bluttemperatur wird wahrend der
Futterungszeit durch Warmeplatten (Widerstandsdraht zwischen zwei Kupferplatten)
konstant auf 39° C gehalten. Adulte wie Larvenstadien der thermotaktisch positiv
reagierenden Raubwanzen durchstechen die Folie und saugen sich in 10 bis 20
Minuten bis zum mehrfachen Korpergewicht voll.

In einer zweijdhrigen Beobachtungszeit konnte kein Unterschied in der Entwicklung
und Mortalitdt gegenliber am lebenden Tier erndhrten Wanzen festgestellt werden.

Diese einfach durchzufGhrende, wenig kostenaufwendige Technik ermdglicht die
Massenhaltung von Reduviiden unter Verzicht auf Kleinsaugetiere als Futterspender,
wodurch glnstige Voraussetzungen far medizinisch-entomologische oder insekten-
physiologische Studien geschaffen sind.

Von tropenmedizinischer Bedeutung ist die Mdglichkeit der In-vitro-Xenodiagnose
der Chagas-Krankheit unter Umgehung des direkten Ansetzens von Raubwanzen
am Patienten. Selbst per Post versandte Blutproben kénnen verwendet werden. In
einem Infektionsversuch, bei dem mit Trypanosoma cruzi versetztes Blut von den
Wanzen aufgenommen wurde, konnte durch Trypanosomennachweis im Wanzenkot
nach 21 Tagen die Verwendbarkeit unserer Membranfltterungstechnik zur klnstli-
chen Xenodiagnose bewiesen werden.

Schlisselworter

Reduviidae (Hemiptera), In-vitro-Membranfitterung, Massenfltterung, Chagas-
Krankheit, Trypanosoma cruzi, In-vitro-Xenodiagnose.
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Summary

Artificial mass feeding of reduviid bugs by bags made out of plastic
film, filled with outdated human stored blood: a possibility of the
in-vitro-xenodiagnosis of Chagas’ disease.

We report about a modified artificial membrane-feeding technique for hematopha-
gous reduviid bugs.

Bags made out of thin plastic film, which is commercially available for food-packag-
ing purposes, are filled with outdated human stored blood (anticoagulant: sodium cit-
rate) and administered to the bugs. A blood temperature of 39° C is maintained by
heaters consisting of resistance wire wound between two copper plates. Attracted by
the temperature gradient all reduviid stages penetrate the membrane and fully en-
gorge within 10 to 20 minutes.

In a two year period insects fed by this method did not differ in molting time or mortal-
ity from those fed on live animals. This technique is simple in design, efficient and
economical and because of a maximal accessable membrane surface area it is
adaptable to mass feeding of bugs in the absence of live animal hosts.

fn the field of tropical medicine this technique enables the in-vitro-xenodiagnosis of
Chagas’ disease avoiding the application of live triatomine bugs to the patient. it can
even be carried out with specimens sent by mail. By feeding blood containing Try-
panosoma cruzi to reduviid bugs and by detecting trypanosomes in their faeces 21
days later we could obtain experimental evidence that our membrane-feeding tech-
nique can be used for artificial xenodiagnosis.

Key words

Reduviidae (Hemiptera), artificial mass feeding technique, Chagas’ disease, Trypan-
osoma cruzi, in-vitro-xenodiagnosis.
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