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Zum Befall mit Wuchereria bancrofti-Larven
bei unterschiedlich empfanglichen Ubertragermucken
nach einer zweiten infektidsen Blutmahizeit

E. Zielke

Einleitung

Verschiedene Untersuchungen belegen, daf3 bei der groBen Mehrzahl der Mlcken-
weibchen, die an einem mit Wuchereria bancrofti infizierten Mikrofilarientrdger mit
hoher Parasitdmie gesogen haben, unmittelbar nach der Blutmahlzeit Mikrofilarien im
Magen zu finden sind (1, 3, 4, 5). Bei der Sektion der Giberlebenden Weibchen 14 Tage
nach der Blutmahlzeit weist aber, je nach Mlckenspezies und -stamm, eine bestimmte
Anzahl sogenannter ,negativer Mickenweibchen keine ausgereiften Larven auf. In
vielen Fallen ist dieses auf Mechanismen zurtickzuflihren, die die Zahl der aufgenom-
menen Mikrofilarien reduzieren. Verletzungen der Mikrofilarien durch Pharynxarmatu-
ren (5, 11, 12), Immobilisation der Mikrofilarien durch Blutkoagulation im Muckendarm
(13, 14) oder Melanisierungsprozesse des Muckenorganismus gegenuber den Filarien-
larven sind ebenso beschrieben wie Stérungen im Ablauf der Filarienentwicklung (15).
So tragen diese Faktoren dazu bei, daB letztlich mehr ,negative” Weibchen registriert
werden, als aufgrund der Mikrofilarienaufnahme zu erwarten sind. Wenig ist aber
bekannt, ob diese ,negativen” Mlckenweibchen auch bei einer zweiten infektiésen
Blutmahlzeit resistent gegen den Befall mit W. bancrofti bleiben oder ob Filarienlarven
dann doch zur Entwicklung gelangen. An Mlckenstammen mit unterschiedlicher Emp-
fanglichkeit gegentiber W. bancrofti wurde geprtft, ob der Anteil ,negativer” Weibchen
sowohl Gber Generationen wie auch nach einer zweiten infektidsen Blutmahizeit kon-
stant bleibt.

Material und Methoden

Flr die Untersuchungen standen die folgenden sechs Mlckenstamme zur Verfigung,
deren Empfanglichkeit gegentber W. bancrofti unterschiedlich stark ausgeprégt ist.
Die bereits bekannten Empfanglichkeitsraten der einzelnen Stamme (17) sind in Kiam-
mern angegeben:

Anopheles gambiae GILES (54,7 %) von der Klste Liberias, Westafrika
Culex pipiens quinquefasciatus SAY (20,2%) Monrovia, Liberia

Culex pipiens quinquefasciatus SAY (87,4%) Delhi, Indien

Culex pipiens pallens COQUILLET (40,2%) Nagasaki, Japan

Aedes aegypti L. (4,7%) Bong Town, Liberia

Aedes aegypti L. (87,8%), ein auf hohe Filarienempfanglichkeit selektierter
Laborstamm (10).
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Die Mucken wurden bei 27 - 30° C Raumtemperatur und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 60 - 90% aufgezogen und gehalten. Fur Infektionsexperimente wurden jeweils bis
zu 50 Stechmdicken in Plastikbechern an einem Mikrofilarientrager gefuttert. Die vollge-
sogenen MUcken wurden anschlieBend aussortiert und erhielten 10%iges Zuckerwas-
ser als einzige Nahrungsquelle. Fir die Eiablage standen mit Wasser geflllte Schalen
zur Verflugung.

Flr Untersuchungen auf Befall mit Filarientarven wurden die Culiciden mit Ather getétet
und in 75%igem Athanol konserviert. Die Sektion konnte dann zu einem spateren Zeit-
punkt durchgefihrt werden, wobei die Mucken in einem Tropfen 25%iger Essigsaure
unter einem Stereomikroskop (bis 8 X 12,5) seziert und auf Filarienlarven untersucht
wurden.

Fir die Fltterungsversuche stand ein freiwilliger junger Mann aus Liberia, Westafrika,
zur Verflgung, der eine Mikrofilaramie von W. bancrofti aufwies. Durchschnittlich fan-
den sich bei ihm zum Zeitpunkt des Fitterns 160 bis 190 Mikrofilarien pro 20 mm?
Kapillarblut aus der Fingerbeere.

Ergebnisse

Zundchst wurde am Beispiel der Culex-Stdmme gepruft, ob die Rate der ,negativen®
Weibchen fir jeden Mickenstamm spezifisch ist oder ob sie sich zum Beispiel im Laufe
der Generationsfolge veréndert. Von den stark unterschiedlich empfanglichen Stam-
men wurden in 20 aufeinanderfolgenden Generationen jeweils zwischen 20 und 160
Mucken am Mikrofilarientrager gefuttert und 14 Tage nach der infektidsen Blutmahlzeit
auf Befall mit Infektionslarven untersucht. Aus Abbildung 1 wird ersichtlich, daB der
Anteil ,negativer” Weibchen bei Culex p. quinquefasciatus von Delhi in allen Generatio-
nen relativ gering war (2 - 16%) und sich auch nicht auffallend veranderte. Bei den bei-
den anderen Stdmmen lag die Rate der nicht infizierten Weibchen deutlich héher und
zeigte auch groBere Schwankungen (Culex p. quinquefasciatus Monrovia: 73 - 99%;
Culex p. pallens Nagasaki: 29 - 70%), ein zu- oder abnehmender Trend in der Emp-
fanglichkeit lieB sich aber nicht erkennen.

Es war ferner zu untersuchen, ob der Anteil ,negativer® Weibchen sich nach einem
zweiten infektidsen Blutmahl am Mikrofilarientrager verringert. Aus diesem Grund wur-
den Mticken der sechs Stdmme sieben Tage nach der ersten infektidsen Blutmahizeit
erneut am hoch infizierten Mikrofilarientrager gefittert. Ein Teil dieser Micken wurde
dann am 14. Tag nach der ersten Blutmahlzeit getdtet und seziert. Die meisten der vom
ersten Saugakt stammenden Filarienlarven hatten sich — sofern die Entwicklung nor-
mal verlief — zu Drittlarven entwickelt. Die mit der zweiten Flitterung aufgenommenen
Mikrofilarien waren hdchstens zu jungen Larven des zweiten Stadiums herangewach-
sen. Diese Unterschiede in der Entwickiung der zu verschiedenen Zeitpunkten aufge-
nommenen Filarienlarven ermdglichte folgende Klassifizierung der Miickenweibchen:

Gruppe A: Nur kleine Filarienlarven = ,negativ“ nach der ersten Blutmahlzeit
Gruppe B: Nur Drittlarven = ,negativ nach der zweiten Blutmahlzeit
Gruppe C: Drittlarven und kleine Larven = in keinem Fall ,negativ”

Gruppe D: Keine Filarienlarven = ,negativ" nach beiden Biutmahlzeiten

Es fiel auf, daB bei alien Stammen Weibchen der Gruppe A vertreten waren. Besonders
hoch war ihr Anteil bei den Culex-Stdmmen von Monrovia (34,3%) und Nagasaki
(36,9%).
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Abb. 1:

Rate der ,negativen“ Muckenweibchen bei 20 Generationen von Culex pipiens quinquefasciatus
Monrovia (MO), C. pipiens quinquefasciatus Delhi (DE) und C. pipiens pallens Nagasaki (NA).
Die Miicken wurden jeweils 14 Tage nach einer infektiosen Blutmahizeit an einem
Mikrofilarientrager auf Befall mit Drittlarven untersucht.
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Um festzustellen, ob diese jungen Larven in den ,negativen®, aber auch in den bereits
mit Infektionslarven infizierten Mucken ebenfalls noch zu Drittlarven heranwachsen,
wurde eine groBere Anzahl von Weibchen jeder Versuchsgruppe erst am 22. Tag nach
der ersten Blutmahlzeit seziert. Damit war den beim zweiten Blutmahl aufgenommenen
Filarien die fur die Ausreifung erforderliche Zeit gegeben. Aus Tabelle 2 geht hervor,
daB sich die Befallsraten und somit auch die Raten der ,,negativen” Weibchen (Mucken
ohne Drittlarven) bei allen untersuchten Stdmmen nach einer zweiten Fltterung nicht
statistisch signifikant (p > 0,05) von denen der ersten Fltterung unterschieden.

Der durchschnittlich Befall mit Drittlarven in den infizierten Mlcken variierte stark nach
Spezies und Stamm, obwohl alle Micken an demselben Blutspender mit hoher
Mikrofilaramie geflttert worden waren. Wie Tabelle 2 zu entnehmen ist, waren aber bei
den Aedes- und Anopheles-Weibchen nach wiederholter infektidser Blutmahlzeit unge-
fahr doppelt so viele Drittlarven zur Ausreifung gekommen wie nach nur einem Blut-
mahl. Bei den Culex-Stdmmen dagegen war bei den empféanglichen Weibchen trotz
doppelter Infektionsmoglichkeit nur eine geringe (Stamm Delhi) oder gar keine
Zunahme (Stdmme Monrovia und Nagasaki) von reifen Larven im Vergleich zu einer
Blutmahlzeit festzustellen.

Diskussion

Wie die Untersuchungen zur Empféanglichkeit Uber mehrere Generationen zeigen,
bleibt die Befallsrate relativ konstant. Schwankungen sind auf die zum Teil geringe
Anzahl untersuchter Mlcken zurlckzufiihren und liegen fast immer im 99%igen Ver-
trauensbereich.

Die Raten der mit Drittlarven befallenen Micken 14 Tage nach der ersten Blutmahlzeit
(Tab. 1) stimmen sogar sehr gut mit den bereits bekannten Empfanglichkeitsraten der
verschiedenen Stdmme Gberein. Ein zweites infektioses Blutmahl flhrte aber in keinem
Fall zu einer statistisch signifikanten Erhdhung der Befallsrate. Daraus kann gefolgert
werden, daB es sich bei den ,negativen“ Weibchen in den meisten Féallen tatséchlich
um far W. bancrofti unempfangliche Micken handelt, in denen die Filarienlarven auch
bei einer zweiten Blutmahizeit nicht heranwachsen kénnen. Dieses trifft interessanter-
weise auch fur Anopheles gambiae zu. Bei dieser Art wird in erster Linie die Pha-
rynxbewehrung als Kontrollmechanismus flir den Befall mit Mikrofilarien diskutiert (5,
11, 12), da ein Teil der jungen Wiurmer bei der Passage der Schlundborsten verletzt
und dadurch an der Weiterentwicklung gehindert wird. Es wére daher zu erwarten, daf
es bei einer zweiten Blutmabhlzeit einer entsprechenden Rate von Mikrofilarien gelingt,
bei zuvor ,negativen* Weibchen die Schlundbeborstung unbeschadet zu passieren.
Eine Erhohung der Befallsrate der A. gambiae-Weibchen ware der Beweis dieser
Annahme. Es wurde aber nur ein minimaler Anstieg von 5,2% registriert, der dazu noch
im 95%igen Vertrauensbereich liegt. Dieses deutet darauf hin, da3 moglicherweise bei
Anopheles gambiae auch noch andere Mechanismen die Unempfanglichkeit kontrollie-
ren, oder dafB die Schlundbeborstung einiger Weibchen die Mikrofilarien mehr schadigt
als bei anderen Weibchen desselben Stammes. Letztere Hypothese scheint ihre
Bestatigung in der Tatsache zu finden, daB das zweite infektidse Blutmahl zwar nicht
zu einer Erhéhung der Befallsrate der Anopheien flhrte, die durchschnittliche Anzahl
der Drittlarven pro empfanglicher Miicke sich aber fast verdoppelte.

Wenn bei Aedes aegypti die Pharynxbeborstung als Kontrollmechanismus auch keine
Rolle spielt, sondern die die Entwicklung limitierenden Faktoren eher im abdominalen
und thorakalen Bereich der Micke zu suchen sind, so wurden bei beiden
Aedes-Stammen ahnliche Reaktionen auf die zweite Fltterung wie bei A. gambiae
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TABELLE 1

Infektionsraten von verschiedenen Stechmiickenstammen, die 7 Tage nach der ersten
infektidsen Blutmahlzeit erneut an einem Mikrofilarientrager von Wucheria bancrofti
gesogen haben.

Die Sektion erfolgte am 14. und 22. Tag nach dem ersten Blutmabhl.

(Gruppe A: nur friihe Larvenstadien -
Gruppe C: Drittlarven und frihe Larvenstadien -

Gruppe B: nur Drittlarven
Gruppe D: keine Filarienlarven)

Mucken- Anzahl der Tag Pozentualer Anteil der Micken Ges.-
stamm Mucken p.i. in den Gruppen: Rate
untersucht/ infekt.
infiziert A B C D MUk-
ken
Anopheles 250/184 14 13,2 25,2 35,2 26,4 60,4
gambiae 180/119 22 0,6 60,0 5,6 33,9 65,6
Culex 233/116 14 34,3 7,7 7,7 50,2 15,4
Monrovia 138/ 28 22 6,5 10,9 2,9 79,7 13,8
Culex 262/253 14 6,9 6,5 83,2 3,4 89,7
Delphi 110/106 22 1,8 80,9 13,6 3,6 94,5
Culex 233/179 14 36,9 13,7 26,2 23,2 39,9
Nagasaki 102/ 46 22 4,9 40,2 0 54,9 40,2
Aedes 250/239 14 2,0 2,4 89,6 4.4 92,0
Laborst. 149/131 22 0 87,9 0 12,1 87,9
Aedes 232/ 18 14 4,3 0,9 2,6 92,2 3,5
Bong Town 96/ 2 22 0 2,1 0 97,9 2,1

registriert. Obwohl die beiden Stdmme extrem unterschiedlich in ihrer Empféanglichkeit
gegenlber W. bancrofti waren (87,8 und 4,7%), flhrte das zweite Blutmahl zu keiner
Erhéhung der Befallsrate, aber ebenfalls zu einer Verdoppelung der Infektionslarven in
den befallenen Miicken. Praktisch eine Verdoppelung der Anzahl der Drittlarven von
Brugia malayi beobachteten auch BOSWORT & EBERT (1973) bei Aedes togoi, wenn
diese ein zweites Mal an einer infizierten Katze gefuttert wurden. Die Befallsrate der
Mucken wurde aber von den Autoren nicht berucksichtigt. Dennoch lassen diese wie
auch unsere Untersuchungen an Aedes die Vermutung zu, daB die Anzahl der zur
Entwicklung kommenden Filarienlarven bei empfénglichen Mdcken kaum negativ
beeinfluf3t werden.

Die wiederholte Fltterung am Mikrofilarientrager fuhrte bei den Culex-Stammen weder
zu einer deutlichen Erhéhung der Befallsrate (alle Veranderungen der Befallsraten
nach der zweiten Blutmabhlzeit lagen jeweils im 95%igen Vertrauensbereich), noch kam
es zu einer deutlichen Zunahme von Drittlarven in den befallenen Micken. Dieses trifft
auch fdr den sehr hoch empfanglichen C. p. quinquefasciatus aus Delhi zu. Schon HU
(1937) gelang es bei entsprechenden Versuchen mit Culex pallens nicht, die Zahl der
Infektionslarven pro Muckenweibchen deutlich zu erhdhen; JORDAN & GOATLY
(1962) wie auch CRANS (1973) konnten trotz eines Anstiegs der Mikrofilarien im
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TABELLE 2

Durchschnittliche Anzahl von Filarienlarven pro infiziertem Weibchen bei verschiedenen
Stechmiickenstammen nach einem zweiten infektiosen Biutmahl an einem
Mikrofilarientrager mit W. bancrofti.

Die Mucken wurden 14 und 22 Tage nach der ersten infektiosen Blutmahlzeit getdtet und auf
Filarienbefall untersucht.

Mucken- Tag Mittlere Anzahl von Larvenstadien Mittlere
stamm p. i. pro infizierter Miicke Anzahl
(Anzahl infizierte Mlcken) reifer
Stadien
Frihe Reife Frihe und reife pro infiz.
Stadien Stadien Stadien Mucke
Anopheles 14 2,6 (33) 26(63) 57+ 39= 96( 88) 3,4
gambiae 22 1(1) 5,0(108) 1,3+ 7,3= 8,6( 10) 52
Culex 14 3,3 (80) 1,3(18) 24+ 1,4= 3,8( 18) 1,4
Monrovia 22 23(9) 1,4(15) 1,3+ 20= 33( 4) 1,5
Culex 14 6,5 (18) 35(17) 10,1+ 9,7=19,8(218) 9,3
Delhi 22 2,0(2) 12,8( 89) 3,4+ 10,9=14,3( 15) 12,5
Culex 14 3,9 (86) 28(32) 31+ 22= 53( 61) 2,4
Nagasaki 22 1,1( 5) 24(41) O 2,5
Aedes 14 26( 5) 11,6( 6) 7,3+10,7=18,0(224) 10,7
Laborst. 22 0 22,6 (131) 0 22,6
Aedes 14 1,9 (10) 1,0( 2) 734+ 47=120( 6) 38
Bong Town 22 0 70( 2) 0 7,0

aufgenommenen Blut bei ostafrikanischen C. p. quinquefasciatus keinen Anstieg der
Infektiositat beobachten. Danach scheinen bei den Culex-Weibchen mit dem Heran-
wachsen einer bestimmten, fir den jeweiligen Stamm spezifischen Anzahl von Filarien-
larven weitere in den Thorax eingedrungene Mikrofilarien in ihrer Entwicklung gehindert
zu werden. Nur wenige oder unter Umstanden auch keine Larven einer Neuinfektion
gelangen dann zur Ausreifung.

Auf die Existenz eines Kontrollfaktors, der ein Uberladen des Vektors mit Filarienlarven
verhindert, deuten z. B. auch die Entwicklungshemmung und Reduktion von jungen
Filarienlarven im Thorax der Miicken hin, wie sie beim hoch empfanglichen Stamm von
Delhi deutlich wurden. So waren bei der Masse der Weibchen sieben Tage nach der
zweiten Blutmahlzeit durchschnittlich 19,8 Filarienlarven (10,1 junge Larvenstadien,
9,7 Drittlarven) registriert worden, acht Tage spater wurden aber nur rund 12,5 Drittlar-
ven pro empféanglicher Micke nachgewiesen. Solch eine Verhinderung eines zu star-
ken Parasitenbefalles der Miicke muB aber nicht unbedingt vom Vektor allein ausge-
hen, sondern kann unter Umstanden auch durch eine Wechselbeziehung zwischen
muUcken- und filarienspezifischen Faktoren gesteuert werden. So sind z. B. die Ent-
wicklungsstadien (7) wie auch die Drittlarven (17) von W. bancroftiin Culex p. quinque-
fasciatus durchschnittlich deutlich kirzer wenn sie in Mlicken heranwachsen, die von
vielen Wurmlarven befallen sind.
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Zusammenfassung

Bei insgesamt sechs Muckenstdmmen von Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Culex
pipiens pallens und Culex pipiens quinquefasciatus wurde geprlft, ob eine zweite Fit-
terung an einem Mikrofilarientrager, der mit W. bancrofti infiziert ist, zu einer Erhéhung
der Befallsrate der Micken und einer Zunahme der Infektionslarven pro infizierter
Mucke fuhrt. Bei keinem der untersuchten Stamme kam es trotz des zweiten infektio-
sen Blutmahls zu einer statistisch signifikanten (p > 0,05) Erhdhung der Befallsrate.
Waéhrend sich aber bei Anopheles gambiae und den Aedes aegypfi-Stdmmen die
durchschnittliche Anzahl der Drittlarven pro infiziertem Weibchen verdoppelte, konnte
keine signifikante Zunahme der Drittlarven bei den Culex-Stammen registriert werden.

Bei den Culex-Stdmmen wurde ferner festgestellt, daB die Empfanglichkeitsrate der
Mucken Uber 20 Generationen zwar Schwankungen aufweist, aber letztlich stammspe-
zifisch konstant bieibt.

Schlisselworter

Culiciden, Wuchereria bancrofti, wiederholte Futterung, Infektionsraten, Stabilitat Uber
Generationen.

Summary

Infection rates in mosquitoes of different susceptibility to Wuchereria
bancrofti after a second infectious blood meal

Six mosquito strains of Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Culex pipiens quinquefas-
ciatus and Culex pipiens pallens were repeatedly fed on a microfilaria carrier who was
infected with Wuchereria bancrofti. None of the strains showed an increase of the
infection rate inspite of the second infectious blood meal. However, the mean number
of third stage larvae per infected mosquito was almost doubled in Anopheles and
Aedes females, whereas no significant increase of infective larvae per susceptible
mosquito was registered in the Culex strains.

The susceptibility rates of the Culex strains proved to be strain-specific stable over 20
generations, although some deviations within the 99% confidence interval were obser-
ved.

Key words

Mosquitoes, Wuchereria bancrofti, repeated feeding, infection rates,
stability over generations.
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