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Verteilung der Mikrofilarien in ihrem Wirtshabitat
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Einleitung

Filarien mdssen in ihrem Entwicklungszyklus verschiedene kritische Phasen Uberste-
hen, bei denen es zu Engpéssen und hohen Verlustraten des Parasiten kommen kann.
Engpésse im Ubertragungszyklus entstehen zundchst einmal wegen der geringen
Wahrscheinlichkeit der Mikrofilarien, durch ihren Vektor bei der Blutmahlzeit tiberhaupt
aufgenommen zu werden. Aber kritische Phasen durchlebt die Mikrofilarie selbst nach
gegliickter Aufnahme, denn im Ubertrager muB dann die schnell erhértende peritrophi-
sche Membran rechtzeitig durchdrungen werden. Die Notwendigkeit, als infektidse
Larve wieder in den richtigen Endwirt zu gelangen, flihrt zu weiteren Verlusten. Umso
erstaunlicher ist es, wie epidemiologisch stabil Filarien in endemischen Gebieten im all-
gemeinen sind. Nur wenn es bei den einzelnen kritischen Phasen zu einer Anpassung
des Parasiten an die Eigenheiten des notwendigerweise spezifischen Ubertrdgers
kommt, konnen allzu hohe Verlustraten vermieden werden.

Filarien haben daher verschiedene Strategien entwickelt, mit Hilfe derer sie ihre Uber-
tragungschancen verbessern. So konzentrieren sich zum Beispiel die Mikrofilarien der
Gattung Onchocerca in charakteristischen Kérperregionen des Wirtes, um durch einen
spezifisch anfliegenden Vektor fir eine larvale Weiterentwicklung um so sicherer auf-
genommen zu werden (2, 4, 9). Eine weitere Voraussetzung fiir eine sichere Ubertra-
gung ist es auch, zum richtigen Zeitpunkt, d. h. wéhrend der Flugperiode des Ubertra-
gers prasent zu sein und sich dann direkt unter der Epidermis aufzuhalten. Es sind also
raumliche und zeitliche Komponenten, die mit dem Auftreten und den Sauggewohnhei-
ten des Ubertragers korreliert sein miissen, um eine optimale zyklische Parasiteniiber-
tragung zu gewéhrleisten.

Ziel unserer Untersuchungen an Rinderfilarien, zu denen auch die beiden bei uns
endemischen Arten Onchocerca gutturosa und Onchocerca lienalis gehoéren, ist es
unter anderem, solche Anpassungsmechanismen der Mikrofilarien in ihren Wirten
genauer zu untersuchen. Es sollen in der vorliegenden Arbeit Fragen Uber die spezifi-
sche Lokalisation der Mikrofilarien im Wirt, ihre genaue Verteilung im Habitat und ihr
jahreszeitliches Vorkommen in verschiedenen Hautschichten geklart werden.

Material und Methoden

Am Schlachthof in TUbingen wurden im Laufe eines Jahres von 291 getdteten Weide-
rindern aus der Nabelgegend 20 X 40 cm groBe Hautstlicke entnommen (Abb. 1), aus
ihnen kleine Biopsien zum Nachweis von Mikrofilarien ausgestanzt und in physiologi-
scher Kochsalzlosung inkubiert. Um die genaue Verteilung der Mikrofilarien in zwei
stark befallenen Hautstlicken zu ermitteln, wurden in regelméaBigen Abstanden von
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Abb. 1:

Oben: Fellprobe vom Nabel eines geschlachteten Rindes. Die gestrichelte Linie stellt die
mediane ventrale Mittelline durch den Nabel dar. N: Nabel

Unten: Mikrofilariendichten (mf/mg) in der Nahe des Nabels. Der Einfachheit halber sind die
Dichten nur flr die Seite links von der medianen Mittellinie dargestellt. Die Mikrofilariendichten
nehmen nach lateral schneller ab als nach carnial und caudal. * =, Mikrofilariennester

zwei Zentimetern Biopsien von 0,5 cm Durchmesser ausgestanzt und mit einer Genau-
igkeit von 0,1 mg gewogen. Die Hautproben wurden flir 24 Stunden bei 37° C inkubiert
und dann die ausgetretenen Mikrofilarien ausgezahit. Die in den Biopsien verbliebenen
Mikrofilarien wurden durch anschlieBende Kollagenaseverdauung bestimmt (0,5% Kol-
lagenase in PBS, 0,4 mg/ml Natriumazid (3).

Um festzustellen, ob sich die Mikrofilarien in kleinen Hautproben gleichméBig verteilen,
wurden von einem Hautsttick mit 1 cm Kantenlange mit einer Hornhauttrephine (2 mm
@) finf Hautproben in kreisformiger Anordnung und Abstéanden von etwa 3 mm ent-
nommen und deren Mikrofilariendichten wie zuvor bestimmt (Abb. 2).

Zur quantitativen Erfassung der Mikrofilarien in verschiedenen Hauttiefen wurden mit
den Hornhauttrephinen drei untereinanderliegende Hautproben eines alkoholfixierten
Fellstlickes ausgestanzt und das Wirtsgewebe mit Kollagenase verdaut (11) (Abb. 2).
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Abb. 2:

Oben: Lokalisation von Hautbiopsien, die mit Hornhauttrephinen (& = 2 mm) zur Feststellung
der Tiefenverteilung der Mikrofilarien in der Haut entnommen wurden
(Schichten R;, R, und Rj).

Unten: In einer Hautprobe von 1 cm Kantenldnge wurden in etwa 3 mm Abstand 5 kreisférmig
angeordnete Biopsien entnommen, um die Verteilung der Mikrofilarien auf engem Raum zu
zeigen.

Eine weitere Probe des gleichen Fellstlickes wurde mit Bouin fixiert und in Kunststoff
auf der Basis von Glykolmethacrylat, Polyethylenglykol und Benzoylperoxid eingebet-
tet. Die Schnittdichte der Praparate, die spater mit Hamatoxilin-Eosin angefarbt wur-
den, betrug 3-5 um.

Ergebnisse
Verteilung der Mikrofilarien in der Haut

Etwa 41% aller untersuchten Weiderinder zeigten Mikrofilarien in den Nabelproben. In
zwei genauer untersuchten stark befallenen Hautstlicken fanden wir die hdchsten
Mikrofilariendichten im Nabelzentrum selbst, die nur wenige Zentimeter davon entfernt
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Abb. 3:

Oben: Relative Verteilung der Mikrofilarien auf drei Hauttiefen im Laufe eines Kalenderjahres.
R, ist0-2mm, R, 2 - 4 mm und R, 4 - 6 mm von der Hautoberflache entfernt (siehe Abb. 2).
Im Winter ziehen sich die Mikrofilarien in die tieferen Schichten R, und R; zurlick.

Unten links: Relativ gleichméaBige Verteilung der Mikrofilarien im Corium einer Fellprobe vom
August. Die Pfeile deuten auf einige der angeschnittenen Mikrofilarien.

Unten rechts: ,Mikrofilariennest® im Corium an einer anderen Stelle des gleichen Felles.
Die Umgebung des Mikrofilariennests ist mikrofilarienarm oder gar mikrofilarienfrei.
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nach allen Seiten sehr rasch abnahmen (Abb. 1). Etwa die Halfte der Mikrofilarien des
gesamten Hautstlckes verteilte sich auf eine Flache um den Nabel herum mit einem
Radius von nur flinf Zentimetern. Die Mikrofilariendichten nahmen nicht radial, sondern
entlang der ventralen Mittellinie nach vorn und hinten langsamer als nach lateral ab,
d. h. sie verteilten sich nicht radial — sondern spiegelsymmetrisch. Die Abnahme der
Mikrofilariendichten war jedoch nicht immer gleichmaBig, denn in verschiedenen Loka-
lisationen konnten gelegentlich auch einmal hohe Mikrofilariendichten in groBerer Ent-
fernung vom Nabel angetroffen werden. Es handelte sich um lokale Mikrofilarienanhau-
fungen, die wir Mikrofilariennester nannten (Abb. 1). Sie kamen vorwiegend entlang der
ventralen Mittellinie vor. Auch in den kieineren Hautstlicken von 1 cm Kantenléange ver-
teilten sich die Mikrofilarien nicht gleichmaBig. So zeigten in einem besonders krassen
Beispiel drei dicht benachbarte Biopsien 12, 22 und 576 Mf/mg. Es handelt sich also
um eine geklumpte Verteilung der Mikrofilarien in der Haut, wie die statistische Auswer-
tung ergab. Sie lie3 sich auch in den histologischen Schnitten zeigen (Abb. 3).

Mikrofilariendichten in verschiedenen Hautschichten im Jahresverlauf

Die héchsten Mikrofilariendichten wurden in den Sommermonaten gefunden. Zu dieser
Jahreszeit hielten sie sich Uberwiegend in den obersten Hautschichten in den Biopsien
R, auf, die die Epidermis einschlossen (Abb. 2 und 3). In den Monaten Januar bis Mai
fanden wir aber auch in den Biopsien R, und R; der tieferen Hautschichten ahnlich
hohe Dichten wie in der obersten Schicht. Diese jahreszeitliche Abhangigkeit der Ver-
teilung der Mikrofilarien auf die einzelnen Hautschichten lieB sich auch anhand der
histologischen Schnitte zeigen.

Diskussion

Mikrofilarien von O. lienalis und O. gutturosa lassen sich morphologisch nur sehr
schwer unterscheiden. Wie Infestationsversuche an Simuliiden und Ceratopogoniden
gezeigt haben, finden wir in der Nabelgegend der Rinder nicht ausschlieBllich, aber
doch Uberwiegend die Mikrofilarien von O. lienalis (1), die von Simulium ornatum Uber-
tragen werden. Diese gemischte Mikrofilarienpopulation durfte aber die Aussagen
unserer Untersuchung nicht einschréanken.

EICHLER (2) konnte durch Feldversuche einen eindeutigen Zusammenhang zwischen
der Lokalisation des Mikrofilarienhabitats im Rind und den Sauggewochnheiten der
Ubertragermucken herstellen. Auch fir andere Filarien werden ahnliche Anpassungen
an das Verhalten ihrer Vektoren beschrieben (7, 9, 12). Es bleibt aber offen, auf wel-
chem Wege die Mikrofilarien ihr Habitat erreichen, das vom Sitz der adulten Wdrmer
teilweise weit entfernt liegt, und vor allem, wie sie es finden. Die spiegelsymmetrische,
d. h. nicht radialsymmetrische Verteilung der Mikrofilarien von O. lienalis entlang der
ventralen Mittellinie und das Auftreten von Mikrofilariennestern lassen rein mechani-
sche Techniken bei der Habitatfindung wie z. B. einen EinfluB der Schwerkraft aus-
scheiden. Ein Temperaturgefélle als Gradient, wie er fir die Mikrofilarien von Oncho-
cerca tarsicola wegen deren besonderen Lokalisation in den Ohrmuscheln flr mdglich
gehalten wird (9), kommt bei den Rinderfilarien eigentlich auch nicht in Frage.

Die Mikrofilarien von Onchocerca cervicalis im Pferd finden wir ebenfalls vorwiegend
entlang der ventralen Mittellinie, allerdings ohne sich wie bei den Rindern am Nabel zu
konzentrieren (4). Dies liegt vermutlich daran, daB Culicoides nubeculosus, der Uber-
trager von O. cervicalis, wesentlich kleiner ist als Simulium ornatum, sich zwischen den
Haaren besser bewegen kann und seine Saugaktivitaten nicht auf den sparlich behaar-
ten Nabel beschranken muB.
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Die Behaarung der Rinder und die GroBe der Mucke spielt fir das Saugverhalten offen-
sichtlich eine groBe Rolle und kdnnte indirekt ein wesentlicher Grund fur die Konzentra-
tion der Mikrofilarien von O. lienalis auf das Nabelzentrum und wenige Zentimeter
davon entfernt sein. Nach EICHLER (3) saugten uber 90% der anfliegenden S. orna-
tum entlang der ventralen Mittellinie zwischen den Vorderbeinen und dem Nabel, dem
Nabel selbst, dem Euter und den Zitzen. Bei mittlerer Saugaktivitat flogen am Nabei-
zentrum selbst anndhernd 80% der Miicken an. Erst wenn der Nabel wahrend héchster
Saugaktivitat ganz besetzt war, verteilien sich die Mlcken auch auf die anderen drei
Regionen.

Entlang der ventralen Mittellinie wachsen wenige kurze Haare, wie in Nabeln&dhe und
am Nabel selbst, der hdufig aus kurzen Haarkronen und Haarwirbeln besteht (Abb. 1).
In lateraler Richtung zu den Flanken hoch nimmt die Haaranzah! und Haarlénge ziem-
lich schnell zu, umgekehrt proportional zur Mikrofilariendichte. Flr die relativ groBen
Simuliiden, die nur kurze Mundwerkzeuge besitzen und damit die Haut anritzen und
das herausflieBende Blut aufnehmen, scheint somit der Nabel die am besten geeignete
Anflugstelle zu sein. Bei alteren Rindern kommt es oft durch die vielen Insektenstiche
am Nabel zur Narbenbildung, so dafB hier gar keine Haare mehr wachsen kénnen. So
konnten auch physiologische Veranderungen durch die Simuliidenbisse einen Gradien-
ten darstellen und die Mikrofilarien anziehen. Méglicherweise wirken mehrere Faktoren
zusammen, die sich im Laufe der Evolution im Parasit-Wirt-Verhaltnis entwickelt haben

(7).

Mikrofilarien von O. cervicalis zeigen eine auffallige Anhaufung oder ,Nesterbildung®
hauptséchlich in der Nahe von SchweiBdrisen oder Haarfollikeln (8). EICHLER und
NELSON (4) beobachteten eine solche Ansammlung in Gruppen direkt unter der Epi-
dermis in den Frlhjahrs- und Sommermonaten auch flr O. gutturosa, jedoch ohne dafB
sich die Mikrofilarien dabei an irgendwelche besonderen Strukturen banden. Diese
Ansammlung von Mikrofilarien 1osten in unmittelbarer Nachbarschaft Gewebsreaktio-
nen aus, dabei traten vor allem eosinophile Granulozyten und Makrophagen auf. Ein
auf diese Weise entstandener phyliologischer Gradient kdnnte auch die Ursache fir
eine sekundére Anhaufung der Mikrofilarien in Nestern sein. Dies kdnnte zum Beispiel
der Insektenspeichel bewirken, der beim Blutsaugen in die Wunde gelangt und so die
Mikrofilarien veranlaBt, sich auf diese Stelle hinzubewegen (6). Die biologische Erkla-
rung fur dieses Phanomen kdnnte darin liegen, daf die Mikrofilarien an eine Einstich-
stelle wandern, die dort liegt, wo der Vektor schon einmal angeflogen ist, erfolgreich
biutgesaugt hat und dadurch die Wahrscheinlichkeit fiir eine Ubertragung héher ist als
an anderen Stellen. Jedenfalls scheint die Anhaufung der Mikrofilarien in Nestern eine
weitere Eigenart der Rinderfilarien zu sein und ist unabhéngig davon zu sehen, daB
sich die Mikrofilarien beim Rind im Nabelzentrum konzentrieren.

Eine jahreszeitlich unterschiedliche Verteilung der Mikrofilarien auf verschiedene Haut-
schichten wird auch fur einige andere Onchocerca-Arten beschrieben (5). Sie werden
mit dem saisonalen Auftreten der Ubertragermiicken in Einklang gebracht, d. h. die
Mikrofilarien halten sich wahrend der Flugsaison der Vektoren in den oberen Haut-
schichten auf und wandern in der kalten Jahreszeit in tiefere Schichten ab. Die Ursa-
chen und die Steuerung dieses dritten Phdnomens sind uns ebenfalls nicht bekannt.
Die niedrige AuBentemperatur im Winter kann hierflr nicht als alleiniger Faktor gese-
hen werden, denn EICHLER versuchte vergeblich, durch Auflegen einer Warmeflasche
die Mikrofilarien aus den unteren Schichten in die oberen Schichten zu locken (3).

SchluBfolgerung: Wir kénnen flr die aufgezeigten Phanomene der Mikrofilarienvertei-
lung im Wirt eine biologische Bedeutung klar erkennen, Uber ihre Steuerungsmecha-
nismen kdnnen wir aber weiterhin nur Vermutungen anstellen.

92



Zusammenfassung

Bei Rindern im suddeutschen Raum wurde mit verschiedenen Techniken die genaue
Verteilung der Mikrofilarien in der Haut mit der Kollagenasetechnik untersucht. — Die
Halfte aller Mikrofilarien in 20 X 40 cm grof3en Hautstlcken vom Nabel infizierter Rinder
(die Infektionsrate bei den untersuchten Weiderindern lag bei 41%), konzentrierten sich
auf einer Flache von 10 cm Durchmesser um den Nabel. Die Mikrofilarien verteilten
sich spiegelsymmetrisch zur medianen Mittellinie des Wirtes und nahmen nach lateral
schneller ab als nach cranial und caudal. In kleinen Biopsien verteilten sich die Mikrofi-
larien keineswegs gleichmaBig, sondern kumulierten in kleinen Nestern (geklumpte
Verteilung). — Eine jahreszeitlich unterschiedliche Verteilung der Mikrofilarien auf ver-
schiedene Hautschichten lieB sich eindeutig feststellen. In den Sommermonaten waren
sie Uberwiegend in den obersten Hautschichten zu finden, wahrend sie im Winter in tie-
fere Schichten abwanderten. Wahrend die biologische Bedeutung dieser Phanomene
eindeutig erklart werden kann, gibt es Uber die Steuerungsmechanismen und UGber die
Orientierung der Mikrofilarien nur Vermutungen.

Schliisselworter

Parasit-Wirt-Beziehung, saisonale Ubertragung, Kollagenasetechnik, Onchocerca lie-
nalis, Simulium ornatum.

Summary

Bovine onchocerciasis in southern Germany:
Distribution of microfilariae in the skin

Umbilical skin samples (20 X 30 cm) from 291 pasture cattle were examined at the
abattoir of Tubingen over a period of 12 months. The prevalence of Onchocerca micro-
filariae was 41% on average. The distribution pattern of skin microfilariae and their
localization in different skin layers was assessed with the collagenase technique and in
histological sections. About half of the microfilariae found in the skin sample concentra-
ted near the umbilicus on an area of 10 cm diameter with a maximum at the umbilicus
itself. Microfilariae densities decreased rapidly and symmetrically to the /inea alba with
a slighter decline towards cranial and caudal. Even in small samples of one square
centimetre microfilariae were not regularly distribution but aggregated in irregular
nests. — Seasonal variations of the vertical distribution of skin microfilariae were appa-
rent: during summer most microfilariae were found in the uppermost skin layer of 2
mm, while during winter they predominated in layers deeper than 2 mm.

Key words

Parasite-host-relationship, seasonal transmission, southern Germany, Onchocerca lie-
nalis, Simulium ornatum.
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