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Einleitung

Zur Behandlung der Onchozerkose wird seit kurzem Ivermectin, ein Fermentations-
produkt von Streptomyces avermitilis, erfolgreich eingesetzt. Nach Verabreichung ei-
ner einmaligen oralen Dosis schlüpfen in physiologischer Kochsalzlösung nur noch
sehr wenige Mikrofilarien aus den entnommenen Hautproben aus, was auf eine wirk-
same Eliminierung der Mikrofilarien hindeutet (1, 9, 11). Es ist jedoch bis jetzt offen
geblieben, was mit den Mikrofilarien tatsächlich geschieht, ob sie in der Haut durch
die Ivermectin-Behandlung abgetötet und abgebaut werden, oder ob sie in tiefere
Hautschichten abwandern.

Um diese Frage zu beantworten, haben wir zunächst die Mikrofilariendichten in ver-
schiedenen Hauttiefen unbehandelter Patienten ermittelt und dann mit den Werten
Ivermectin-behandelter Patienten verglichen. Gleichzeitig wurde der Anteil degene-
rativ veränderter Mikrofilarien anhand morphologischer Kriterien bestimmt.

Material und Methoden

Patientenkollektiv

Für die folgenden Untersuchungen wurden Hautbiopsien von 33 mittel bis stark infi-
zierten Onchozerkosepatienten in Zentral-Togo verwendet, die in einer doppelt blind
durchgeführten Behandlung eine einmalige orale Dosis von 0 (ig (Plazebo) oder 100
- 200 ji,g Ivermectin/kg Körpergewicht erhalten hatten.

Entnahme und Behandlung der Proben

Bei der Exstirpation von Onchozerkoseknoten 2, 4 oder 28 Tage nach Behandlung
wurde routinemäßig ein schmaler Hautkeil vom Wundrand reseziert (Wundrand-
biopsie), in einem Äthanol-Glyzerin-H2O dest.-Gemisch (50 : 10 : 40) fixiert und auf-
bewahrt. Vor der Aufarbeitung wurden sie über 24 Stunden mehrfach in PBS (phos-
phate buffered saline nach Sörensen) gewaschen. Von der Wundrandbiopsie wur-
den je vier Hautzylinder in 1, 2, 3 und 5 mm Tiefe horizontal zur Hautoberfläche mit
Hohlmessern (Homhauttrephinen von 1 oder 2 mm Durchmesser, [Abb. 1]) ausge-
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Abb. 1:
Blockdiagramm der menschlichen Haut mit schematischer Darstellung der Probenentnahme

und der Abbildung der Trephinen (unten rechts).

stanzt. Nach dem Wiegen wurde das menschliche Gewebe in einer Kollagenaselö-
sung (0,5% Kollagenase, 0,2 mg/ml Refobacin und 2,5 [xg/ml Amphotericin B) ver-
daut, die Mikrofilarien dadurch freigelegt und mikroskopisch bei 60-facher Vergröße-
rung ausgezählt (17).

Für einen Vergleich der Mikrofilariendichten standen zusätzlich Werte zur Verfügung,
die vor der Behandlung durch "skin snips" aus der Nähe der Exstirpationsstelle ge-
wonnen waren.
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Abb. 2:
„Degenerierte" Mikrofilarie mit somatischen Lücken (durchgezogene Pfeile) und stark

veränderter Kutikula (gestrichelte Pfeile).

Auswertung

Als „degeneriert" wurden Mikrofilarien bezeichnet, deren Kernsäule mindestens ein-
mal unterbrochen war (12, 15), die grobe Unregelmäßigkeiten und partielle Lysen ih-
rer Kutikula zeigten oder beide Merkmale gleichzeitig aufwiesen (3, 8 [Abb. 2]). Aus
den Mikrofilariendichten in den verschiedenen Hauttiefen wurde eine mittlere Aufent-
haltstiefe der Mikrofilarien für jede der vier Beobachtungsgruppen (0 Tage = Plaze-
bo; 2, 4 und 28 Tage nach Ivermectinbehandlung) berechnet und Unterschiede in der
mittleren Aufenthaltstiefe der Mikrofilarien bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
5% (p = 0,05) mit dem R-Test auf Signifikanz geprüft (7).

Ergebnisse

Insgesamt wurden 528 aus 33 Wundrandbiopsien gestanzte Hautzylinder enzyma-
tisch verdaut und dabei die Mikrofilarien freigelegt, beurteilt und ausgezählt.

Veränderungen der Mikrofilariendichte in der Haut

Zwei Tage nach Invermectingabe wurden nur noch 21,8% der vor Therapiebeginn
ermittelten Mikrofilarienzahlen gefunden. Sie verringerten sich weiter auf 14,9% und
6,1 % vier bzw. 28 Tage nach Ivermectin-Behandlung (Abb. 3).
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Abb. 3:
Relative Mikrofilariendichte in Biopsien bis 1 mm Tiefe nach Behandlung mit Ivermectin oder

Plazebo im Vergleich zur Situation vor der Medikation.

Degenerativ veränderte Mikrofilarien

Der Anteil degenerativ veränderter Mikrofilarien war mit 1,2 % in der Plazebogruppe
am geringsten (Abb. 4). Zwei Tage nach Ivermectinmedikation nahm ihre Zahl zu, ihr
Anteil lag jetzt bei 30,7%, bezogen auf die noch vorhandenen Mikrofilarien, nach 4
Tagen bei 33% und fiel 28 Tage nach Ivermectingabe wieder auf 5,9% ab.

Mittlere Tiefe der Mikrofilarien in der Haut

Bei den plazebobehandeiten Patienten hielten sich 80% der Mikrofilarien in der ober-
sten Hautschicht von 1 mm auf, bei einer mittleren Tiefe von 0,70 mm. Zwei Tage
nach Ivermectingabe lagen die verbliebenen Mikrofilarien im Durchschnitt geringfü-
gig tiefer (0,78 mm). Nach 4 und 28 Tagen fanden wir eine mittlere Tiefe von 0,99
mm bzw. 2,48 mm (Abb. 5).

Diskussion

Die von uns beschriebene hohenzonierte Untersuchung von Hautbioposien erlaubt
ohne größeren Aufwand eine qualitative und quantitative Bestimmung der Mikrofila-
rien in verschiedenen Hauttiefen und ermöglichte es uns, mehr über die Integrität
und den Verbleib der Mikrofilarien von O. volvulus nach Ivermectinbehandlung zu er-
fahren.
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Abb. 4:
Anteil degenerativ veränderter Mikrofilarien in Biopsien bis 5 mm Tiefe verschiedene Tage

nach Behandlung mit Ivermectin (bezogen auf die noch vorhandenen Mikrofilarien),

Bereits zwei Tage nach Ivermectin-Therapie waren nur 22% der ursprünglich vor-
handenen Mikrofilarien in der Haut tatsächlich noch nachzuweisen. Hiervon war etwa
ein Drittel degenerativ verändert, jedoch fanden wir überraschenderweise keine
Bruchstücke von Mikrofilarien. Für eine Wanderung der Mikrofilarien in die Epidermis
mit nachfolgender Degeneration in intraepidermalen Abszessen, wie dies für die Be-
handlung mit Diethylcarbamazin beschrieben ist (8, 10, 19), gab es keine Hinweise.
Offenbar werden die geschädigten Mikrofilarien nicht an Ort und Stelle abgebaut.

Durch die schnellere Reduktion der Mikrofilarien in der obersten Hautschicht (1 mm)
verschob sich ihre mittlere Tiefe in der Haut signifikant nach unten, und mehr als die
Hälfte aller ausgezählten Mikrofilarien befanden sich 28 Tage nach Therapie in Pro-
ben tiefer als 1 mm. Hier können sie mit dem routinemäßigen skin snip nicht mehr
erfaßt werden.

Wie können wir uns nun den Wirkungsmechanismus des Ivermectin vorstellen? Da
histopathologische Studien das Fehlen entzündlicher Infiltrate um den vitalen Parasi-
ten zeigen (5,16, 22), liegt die Vermutung nahe, daß die aktive Bewegung der Mikro-
filarien im Gewebe eine Anlagerung von immunkompetenten Zellen verhindert. Denn
nur degenerierte Mikrofilarien sind deutlich von vielen Histiozyten und eosinophiien
Granulozyten umgeben (2, 6). Ivermectin blockiert GABA-vermittelte Impulse und ruft
möglicherweise eine Lähmung der Mikrofilarien hervor, wodurch sie jetzt besser an-
gegriffen werden könnten (4, 20, 21). So bewegten sich zwei Tage nach Ivermectin-
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Abb. 5:
Mittlere Aufenthaltstiefe der Mikrofilarien in der Haut verschiedene Tage nach der Behandlung

mit Ivermectin oder Plazebo.

behandlung aus "skin snips" isolierte Mikrofilarien tatsächlich deutlich langsamer als
üblich (18) und zeigten auch ein verändertes Bewegungsmuster (14). Gleichzeitig
verließen dosisabhängig weniger Mikrofilarien die Biopsien, was ebenfalls auf eine
Beeinträchtigung der Bewegung schließen ließe (14).

Was geschieht nun mit den in ihrer Beweglichkeit beeinträchtigten Mikrofilarien? Im-
mobile Mikrofilarien können leichter von Zellen des Immunsystems attackiert werden,
degenerieren, wie von uns auch tatsächlich beobachtet, und werden über die
Lymphdrainage des Koriums passiv aus der Haut geschwemmt, wo sie dann nicht
mehr nachweisbar sind. Auch das Fehlen von Mikrofilarienbruchstücken in den un-
tersuchten Wundrandbiopsien spricht gegen einen Abbau vor Ort in der Haut. Dieser
könnte in entzündlich veränderten, regionalen Lymphknoten stattfinden. Da hierbei
keine körperfremden Antigene frei werden, ließe sich somit auch das Ausbleiben der
Mazzotti-Reaktion nach Ivermectintherapie einfach erklären (9,11).

Zusammenfassung

Aus Hautbiopsien von Onchozerkosepatienten, die mit Ivermectin oder Plazebo be-
handelt worden waren, wurden in verschiedenen Zeitabständen Gewebeproben bis
zu einer Tiefe von 5 mm höhenzoniert mit Hornhauttrephinen entnommen, mit Kolla-
genase verdaut und dadurch die Mikrofilarien freigelegt. Mikrofilarien mit erkennbar-
rer Karyolysis oder veränderter Kutikula wurden als degeneriert bewertet. Nach Be-
handlung mit Ivermectin verringerte sich die Mikrofilariendichte in den obersten Haut-
proben auf 6,1% des Ausgangswertes. Der Anteil degenerativ veränderter Mikro-
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filarien stieg von 1,2% auf 33% (vier Tage nach Ivermectinbehandlung). Aus den
oberen Hautschichten eliminierte Mikrofilarien waren bis zu einer Tiefe von 5 mm
selbst als Fragmente nicht mehr nachweisbar. Vermutlich werden in ihrer Mobilität
beeinträchtigte Mikrofilarien durch Immunzellen geschädigt und passiv durch die
Lymphdrainage abtransportiert.

Schlüsselwörter

Onchozerkose, Ivermectin, Kollagenasetechnik, mikrofilarizide Wirkung, Verteilung
der Mikrofilarien.

Summary

Distribution pattern of microfilariae (Onchocerca volvulus) in different
skin depths after treatment with Ivermectin.
From patients with onchocerciasis treated with single oral doses of 100 - 200 \ig Iver-
mectin/kg body weight or with placebo, skin biopsies were collected from the wound
of nodulectomies 2, 4 and 28 days after treatment and fixed in ethanol. From these
samples 528 biopsies deriving from four different depths down to 5 mm were
punched out with corneoscleral trephines and digested with collagenase to assess
the microfilarial densities. Microfilariae with loss of nuclei or an altered cuticle were
classified as "degenerated".

Degenerated microfilariae increased rapidly from 1.2% in the placebo group to 33%
(of the remaining microfilariae) four days after treatment, but no fragments of microfi-
lariae could be found. In the depth of 0 -1 mm the microfilariae density decreased to
6.1% compared to that of pretreatment level. However, microfilariae having disap-
peared from the uppermost layer could not be detected in the deeper layers. Iver-
mectin impairs obviously the motility of the microfilariae. Thus they might be da-
maged by adhering cells and subsequently eliminated via the lymphatic drainage.

Key words

Onchocerciasis, Ivermectin, collagenase technique, microfilaricidal efficacy, distribu-
tion of microfilariae.
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