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Einleitung

Infektibse dritte Filarienlarven werden flr verschiedene Untersuchungen im Labor
bendtigt. Dabei gilt das Interesse den Wirt-Parasit-Interaktionen zur Kléarung der Ursa-
chen der Wirtsspezifitét der Filarien. Ari metazyklischen Larven sollen die Phdnomene
der Wirtsspezifitdt auf molekularer und hiochemischer Ebene, liber die Charakterisie-
rung exkretorischer und sekretorischer Produkte, untersucht werden. Fir die Beant-
wortung immunologischer Fragen ist die Gewinnung von infektidsen Larven des Para-
siten eine wesentliche Voraussetzung.

Die Filarien des Menschen sind ausgesprochen wirtsspezifisch, d. h. ihr Zyklus a8t
sich nicht Gber Surrogatwirte im Labor aufrechterhalten. Schwierigkeiten begegnen uns
auch bei der Zucht der Ubertragerinsekten, vor allem bei denen von Onchocerca volvu-
lus. Daher versuchen wir wenigstens einzelne Phasen der Filarienzyklen im Labor zu
etablieren, wobei wir uns Filarien bedienen, die dem menschlichen Parasiten naheste-
hen und fur die wir auch nach einfachen Surrogatvektoren suchen. Die uns interessie-
renden Arten wie O. volvulus, die Rinderfilarien O. gutturosa, O. lienalis, O. ochengi, O.
armillata, die Hirschfilarien O. flexuosa, O. tarsicola und die Humanfilarien Mansonella
perstans und M. ozzardi werden spezifisch von Simuliiden oder Ceratopogoniden der
Gattung Culicoides auf den Endwirt Ubertragen. Simuliiden sind im Labor nur mit gro-
Bem Geschick zu zlchten, wohingegen Ceratopogoniden der Art Culicoides nubeculo-
sus mit geringem Aufwand kontinuierlich im Labor gehalten werden kénnen (6).

Diese Gnitze stellt einen Surrogatvektor fur einheimische Tierfilarien, afrikanische Rin-
derfilarien und maéglichenveise auch fur die Humanfilarien M. perstans und M. ozzardi
dar (1, 2, 8), denn die bei Felduntersuchungen bestimmten natlrlichen Vektoren von
M. perstans gehdren ebenfalls zur Gattung Culicoides, und fir die einheimische Rin-
derfilarie O. gutturosa wurde C. nubeculosus bereits erfolgreich als Laborvektor einge-
setzt (4).

Die natiirliche Infestation des Ubertrigers Uber eine Verfiitterung von Mikrofilarien in
Blutsuspension an einer Latexmembran, bei der stets groBere Mengen an lebenden
Mikrofilarien vorhanden sein mussen, wurde durch die intrathorakale Injektion der
Mikrofilarien ersetzt. Dabei wird die Darmpassage in der Miicke umgangen und die
Mikrofilarien werden direkt an den Ort ihrer Entwickiung, die Thoraxmuskulatur,
gebracht. FiUr diese exakte Applikation genlgt eine viel geringere Mikrofilariendosis als
bei der Membraninfestation, da dort die Mikrofilarien zuerst die peritrophische Mem-
bran und das Darmepithel durchbohren missen und der Entwicklungserfolg auf die-
sem natlrlichen Infektionsweg nur wenige Prozent betragt.
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Material und Methoden

Isolierung von Mikrofilarien:

Hautmikrofilarien wurden gewonnen, indem kleingeschnittene Hautstlicke von frischen
Rinderfellen in Gewebemedium RPM! 1640 mit 10% FCS und 200 iu/mi Penicillin und
200 ug/ml Streptomycin eingelegt wurden. Wéhrend einer 4- bis 6-stlindigen Inkuba-
tion bei 25° C wanderten die Mikrofilarien aktiv aus und konnten mit dem Medium abge-
nommen werden. Zur Reinigung wurde die Mikrofilariensuspension anschlieBend ent-
weder durch einen Schwamm filtriert oder auf eine mit Sephadex G 25 in RPMI 1640
geflllte Saule zur Trennung von Erythrozyten gegeben. Eine mogliche gleichzeitige
Infektion mit O. lienalis konnte durch eine intrathorakale Injektion in ihren natlrlichen
Ubertrager Odagmia ornata nachgewiesen werden.

Zum Nachweis der Blutmikrofilarien von M. perstans wurde Patienten aus einem ende-
mischen Gebiet in Togo vends Blut abgenommen, dieses heparinisiert und nach einer
Lyse der Erythrozyten durch einen Membranfilter der PorengréBe 3 um gepreBt. Der
Polykarbonatfilter konnte dann direkt unter dem Mikroskop nach Mikrofilarien abge-
sucht und so die Mikrofilaréamie bestimmt werden. Durch die Filtration wurden die
Mikrofilarien allerdings geschadigt und waren auch nur schwer wieder vom Filter zu
entfernen. Deswegen wurden alternative Methoden zur Isolierung eingesetzt.

Bei einem fur Nagetiermikrofilarien standardisierten Verfahren (5) wurden die Blutmi-
krofilarien durch eine Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll von anderen Blutbe-
standteilen getrennt. Blutmikrofilarien konnten auBerdem durch eine Dextransedimen-
tation aus heparinisiertem Blut isoliert werden. Dabei wurden 10 mi Blut mit 10 ml RPMI
1640 und 10 ml 5%iger Dextraniésung in HBSS gemischt und bei 25° C fir 30 Minuten
zur Sedimentation belassen, bis etwa '; des Volumens als Sediment vorlag. Der Uber-
stand wurde abgenommen, die Mikrofilarien abzentrifugiert und mehrmals gewaschen.

Kryokonservierung der Mikrofilarien:

Hautmikrofilarien wurden fir den Transport oder zur Lagerung im Zweistufenverfahren
(7) mit Ethylenglykol als Gefrierschutzmittel in 15 ul-Portionen auf Deckglasstreifen ein-
gefroren. M. perstans-Mikrofilarien wurden mit 10% DMSO-Endkonzentration in
Suspension zu Portionen von 500 - 800 ul kryokonserviert.

Intrathorakale Injektion:

C. nubeculosus ist zwar unproblematisch zu zlichten, aber in der Handhabung wesent-
lich empfindlicher als die groBeren Simuliiden. Deswegen wurden die Versuche zur
intrathorakalen Injektion in einer kombinierten Betdubungs- und Injektionskammer
durchgeflhrt (3) (Abb. 1a, 1b). Mit einem kontinuierlichen Strom aus wasserdampfge-
sattigtem CO, wurden die Ceratopogoniden im Rondell betéubt. Durch eine Offnung im
Deckel der Kammer wurde die Mlicke mit einer feinen Pinzette an den Extremitdten
fixiert und die Mikrofilarien mit einer feinen Glaskapillare mit einem AuBendurchmesser
von ca. 40 um und einem Kapillarhalter mit Gummibaltaufsatz in den Thorax injiziert
(Abb. 1c). Sofort nach der Injektion wurden die Ceratopogoniden in einen mit Gaze
bespannten Styroporbecher (3) mit hoher Luftfeuchtigkeit gebracht, um ein Austrock-
nen durch die Wunde zu vermeiden. 30 - 50 Ceratopogonidenweibchen wurden in
einem 500 ml Styroporbecher gesammelt, die Temperatur betrug 25° C, die Luftfeuch-
tigkeit zu Beginn 95 - 100%, nach 24 Stunden 85%. Zur Ernahrung wurde eine 10%ige
Glukoseldsung mit Antibiotika und frisches Wasser angeboten.
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Abb. 1:

Kombinierte Betaubungs- und Injektionskammer.
a=vonoben - b=vonvorne - ¢ = Einstich der Kapillare in die Ceratopogonide
B = Betaubungsrondell -+ O = Injektionséffnung - K = Kapillare
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Gewinnung von Parasitenstadien:

Taglich wurden die gestorbenen Ceratopogoniden abgesammelt und die drei Tagmata
Kopf, Thorax und Abdomen getrennt in physiologischer Kochsalzldsung feinprépariert
und nach Parasitenstadien untersucht.

Ergebnisse
Uberlebensrate von C. nubeculosus nach intrathorakaler Injektion:

Bei der gewahlten Temperatur von 25° C dauerte die Entwicklung von der ersten Larve,
der Mikrofilarie, zur infektidsen dritten Larve im Ubertréger etwa zehn Tage. Durch eine
aufBerst schonende Behandlung der Ceratopogoniden, die Ermittlung einer optimalen
Temperatur und Luftfeuchtigkeit gelang es, 30 - 40% der Mucken nach Injektion Uber
diesen Zeitraum am Leben zu erhalten (Abb. 2).

Entwickiung von Rindermikrofilarien der Art O. gutturosa:

Ein bis zwei Tage nach der Injektion konnte bei frisch préparierten Mucken das Eindrin-
gen der Mikrofilarien in die Thoraxmuskulatur beobachtet werden (Abb. 3a). Anschlie-
Bend begann sich die Mikrofilarie zum sogenannten Wurststadium (Abb. 3b) zu verkdr-
zen und zu verdicken. Die Hautung zum zweiten Larvenstadium (Abb. 3c) erfolgte nach
finf Tagen und vom zehnten Tag an wurden infektidse dritte Larven aus dem Kopf iso-
liert (Abb. 3d). Die Entwicklungsrate, bezogen auf die injizierte Mikrofilariendosis,
betrug 12%.

Rindermikrofilarien der Art O. gutturosa aus Togo haben sich nach intrathorakaler
Injektion nur bis zum Wurststadium entwickelt.

Vorlaufige Infestationsversuche mit Mikrofilarien von M. perstans:

Zunachst wurde versucht, C. nubeculosus an der Latexmembran Uber eine Blutmahl-
zeit mit Mikrofilarien zu infestieren. Es wurden bei allen 60 praparierten Mlcken keine
weiterentwickelten Parasitenstadien im Thorax gefunden. Ob die Mikrofilarien dabei
schon an der Darmpassage durch die peritrophische Membran gescheitert sind, muf
noch durch intrathorakale Injektion von Mikrofilarien Uberprift werden.

Diskussion

Unsere Untersuchungen zeigten, daB3 die Technik der intrathorakalen Injektion von
Mikrofilarien zur Gewinnung von infektidsen Filarienlarven gut geeignet ist. Werden bei
der Kryokonservierung von Mikrofilarien Kryoprotektantien wie Ethylenglykol oder
DMSO verwendet, so erhdlt man nach dem Auftauen bis zu 80% vitale und entwick-
lungsfahige Mikrofilarien. Damit kann von schwer zuganglichen Filarien wie M. per-
stans und O. gutturosa ein Vorrat an Mikrofilarien gesammelt und fUr 1angere Zeit auf-
bewahrt werden.

Einheimische Rindermikrofilarien lassen sich routinemaBig und in ausreichenden Men-
gen am Schlachthof Tlbingen aus Hautproben von Weidetieren gewinnen. Die Mikrofi-
larien der in Mitteleuropa endemischen Rinderfilarien O. lienalis und O. gutturosa sind
jedoch morphologisch und auch nach einer Anfarbung mit Saurer Phosphatase nicht
unterscheidbar. Daher kann zu Beginn eines Versuches mit intrathorakaler Injektion
nur von einer undefinierten Mischprobe der beiden bovinen Mikrofilarien ausgegangen
werden. Eine qualitative Zuordnung zu den Arten kann erst retrospektiv anhand der
Entwicklungsrate von infektiosen Larven bei einer Parallelinjektion in C. nubeculosus
und in O. ornata erfolgen, in denen die Arten sich jeweils spezifisch entwickeln.

154



100
. * Haltung bei 75-80% rel Lf
90 A A 4 Haltung bei 85% rel Lf
= = Haltung bei 90% rel Lf

80 + v v Haltung bei 95—100% rel Lf
—_— . * Haltung 24 Stunden 100%,
ﬁ 70 + dann 85% rel Lf
L 60t
2
2 50+
S 401
8 L
o 304
8
> 20+

10 -+

0 Il =
0 5 10 15 20
Tage —>
Abb. 2:

EinfluB der relativen Luftfeuchtigkeit in den HaltungsgeféaBen auf die Uberlebensrate von
C. nubeculosus nach inthratorakaler Injektion von Rindermikrofilarien.

O. gutturosa konnte ebenfalls aus Rindern, die im Schlachthaus in Sokode/Togo
geschlachtet wurden, in gréBeren Mengen isoliert werden. Die Ubertrager dieses afri-
kanischen Stammes von O. gutturcza sind zu denen in Europa verschieden. Daher
stellt sich die interessante Frage, ob diese afrikanische Art fir den européischen Uber-
trager noch empfanglich ist. Eine eindeutige Antwort konnten wir jedoch bisher nicht
erhalten, da unser Mikrofilarienmaterial aus Togo anfangs nicht optimal kryokonserviert
worden war.

Mikrofilarien der Humanfilarie M. perstans sind schwieriger zu gewinnen. Da eine Infek-
tion mit M. perstans meist symptomlos verlduft, sind die Trager von M. perstans-Mikro-
filarien meist nicht bekannt und werden zufallig bei Blutuntersuchungen entdeckt. Wah-
rend einer klinischen Studie mit lvermectin zur Behandlung der Onchozerkose in Togo
wurden die Blutmikrofilarien von M. perstans gleichzeitig erfaBt (9), da diesen Patienten
flir Untersuchungen zur humoralen und zelluldren Immunitat Blut abgenommen wurde.
Dieses Blut konnte nach einer Isolierung von PBMC flr die Gewinnung von Mikrofilarien
weiterverwendet werden. Dabei muBte die flr die Diagnose Ubliche Methode der Blutfil-
tration mit einem Membranfilter durch ein Sedimentationsverfahren mit Dextran T 500
ersetzt werden, da die Mikrofilarien nicht in ihrer Vitalitdt und Entwicklungsfahigkeit
geschadigt werden durften.

Bei der intrathorakalen Injektion von Mikrofilarien in C. nubeculosus muBten die sehr
kleinen und empfindlichen Ceratopogoniden schonend behandelt werden, damit eine
ausreichende Anzahl von ihnen die Entwicklungsdauer bis zur dritten Larve (iberlebte.
Dies ist uns mit unserer Technik inzwischen gelungen. In der kombinierten Betdu-
bungs- und Injektionskammer konnte zum einen die Luftfeuchtigkeit hoch gehalten und
die Dauer der Operation verkiirzt werden, zum anderen erlaubte diese Methode eine
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quantitative Infestation des Vektors, und durch die Umgebung der peritrophischen
Membran genligten geringere Mengen an Mikrofilarien als bei einer Blutfltterung. Die
anschlieBende Haltung der Ceratopogoniden nach der Injektion konnten wir in bezug
auf Luftfeuchtigkeit, Temperatur und HaltungsgefaBe optimieren.

Zusammenfassung

Mikrofilarien von O. gutturosa aus einheimischen und afrikanischen Rindern und der
Humanfilarie M. perstans wurden durch Inkubation von Hautstlicken bzw. durch Dex-
transedimentation aus Venenblut isoliert und fur den Transport mit verschiedenen
Gefrierschutzmitteln kryokonserviert.

Nach dem Auftauen wurden die Mikrofilarien intrathorakal in Weibchen der Laborzucht
von C. nubeculosus injiziert. Der Einsatz einer Injektions- und Betdubungskammer und
die schonende Haltung reduzierten die Mortalitat, und nach zehn Tagen konnten 30 -
40% der Ceratopogoniden zur Gewinnung von infektiosen Filarienlarven prapariert
werden. Der Entwicklungserfolg flr O. gutturosa aus einheimischen Weiderindern
konnte gegenlber der Membraninfestation deutlich auf 12% gesteigert werden. Afrika-
nische Rindermikrofilarien der Art O. gutfurosa haben sich nur bis zum Wurststadium
entwickelt. Nach Membranverfiitterung von M. perstans-Mikrofilarien an C. nubeculo-
sus konnten keine weiterentwickelten Parasitenstadien gefunden werden. Die Technik
der intrathorakalen Injektion von Mikrofilarien eignet sich einerseits zum Nachweis der
Empfanglichkeit eines potentielien Surrogatvektors und andererseits zur routinemé&si-
gen Gewinnung von infektidsen Larven fir immunologische, biochemische und mole-
kularbiologische Untersuchungen.

Schliisselworter
Intrathorakale Injektion, Membranfitterung, infektiose Larven, Laborvektor.

Summary

Production of infective filarial larvae by intrathoracic injection of
microfilariae into Culicoides nubeculosus

A technique is presented for the development of extrinsic filarial stages in Culicoides
nubeculosus after intrathoracic inoculation of microfilariae. Skin microfilariae of Oncho-
cerca gutturosa were isolated from hides of pasture cattle at the abattoirs of Tbingen,
South West Germany, and in Sokode, Togo, West Africa, by incubation of fresh skin
samples in tissue medium. Blood microfilariae of Mansonella perstans were isolated
from Togolese patients using a sedimentation technique with Dextran T 500. Viable
microfilariae were cryopreserved either with ethandiol on glass slices or with DMSO in
solution.

Female C. nubeculosus were anaesthetized and intrathoracically inoculated with
microfilariae in a special isolation chamber. 12% of European O. gutturosa microfilariae
developed to infective third-stage larvae after inoculation. This indicates a significant
increase of development in comparison with the membrane feeding technique. The
growth of cryopreserved microfilariae of O. gutturosa from cattle in Togo was arrested
at the sausage stage. No developing larvae of M. perstans could be found after infesta-
tion of midges at an artificial membrane.

Intrathoracic injection of microfilariae provides a very suitable method for the produc-
tion of infective larvae for biochemical and immunological studies.

Key words
Intrathoracic injection, membrane feeding, infective stage larvae, surrogate vector.
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Abb. 3:

Entwicklung der injizierten Rindermikrofilarien von O. gutturosain C. nubeculosus.
a = Eindringen der Mikrofilarie in die Thoraxmuskulatur - b = Wurststadium - ¢ = zweites
Larvenstadium (—: Lage des Analpfropfes) - d = infektitse dritte Larve
MaBstab entspricht 40 um.

157




Literatur

1. BAIN, O. (1979):
Transmission de 'Onchocerque bovine, Onchocerca gutturosa, par Culicoides.
Ann. Parasit. Hum. Comp. 54, 483-488.

2. BAIN, O., PETIT, G., POULAIN, B. (1978):
Validité des deux especes Onchocerca lienalis et O. gutturosa chez les Bovins.
Ann. Parasit. Hum. Comp. 53, 421-430.

3. BIANCO, A. E., HAM, P. J., TOWNSON, S., MUSTAFA, M. B., NELSON, G. S. (1989):
A semi-automated svetem of intrathoracic injection for the large-scale production of Onchocerca
lienalis infective larvae.
Trop. Med. Parasit. 40, 57-64.

4. BLINN, J., DOHNAL, J., WAHL, G. (1990):
Empfénglichkeit von Culicoides nubeculosus und Odagmia ornata fur Mikrofilarien von Onchocerca
gutturosa und Onchocerca lienalis.
Mitt. Osterr. Ges. Tropenmed. Parasitol. 12, 95-102.

5. CHANDRASHEKAR, R., RAO, U. R., RAJASEKARIAH, G., R., SUBRAHMANYAM, D. (1984):
Separation of viable microfilariae free of blood cells on Percoll gradients.
J. Helminthol. 58, 69-70.

6. FAHRNER, J., BARTHELMESS, C. (1988):
Rearing of Culicoides nubeculosus (Diptera: Ceratopogonidae) by natural or artificial feeding in the
laboratory.
Vet. Parasitol. 28, 307-313.

7. HAM, P.J.,, TOWNSON, S., JAMES, E. R., BIANCO, A. E. (1981):
An improved technique for the cryopreservation of Onchocerca microfilariae.
Parasitol. 83, 139-146.

8. MELLOR,P. S. (1976):
Infection of Culicoides variipennis, C. nubeculosus, C. riethi and Aedeas aegypti with
Mansonella ozzardi.
Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg. 70 (4), 352-353.

9. SCHULZ-KEY, H., ALBRECHT, W., HEUSCHKEL, C., WOLF, H., AWISSI, D. (1990):
Unterschiedliche Wirkung von Mectizan auf Mikrofilarien von Onchocerca volvulus und Mansonella

perstans in Patienten.
Mitt. Osterr. Ges. Tropenmed. Parasitol. 12, 179-184.

KORRESPONDENZADRESSE:
Priv. Doz. Dr. H. Schulz-Key

WilhelmstraBe 31
D-7400 Tubingen - Bundesrepublik Deutschland

158



ZOBODAT - www.zobodat.at

Zoologisch-Botanische Datenbank/Zoological-Botanical Database

Digitale Literatur/Digital Literature

Zeitschrift/Journal: Mitteilungen der Osterreichischen Gesellschaft fiir
Tropenmedizin und Parasitologie

Jahr/Year: 1991
Band/Volume: 13

Autor(en)/Author(s): Weil3 Bettina, Soboslay P. T., Schulz-Key Hartwig

Artikel/Article: Entwicklung von infekti6sen Filarienlarven nach

intrathorakaler Injektion von Mikrofilarien in Culicoides nubeculosus. 151-
158


https://www.zobodat.at/publikation_series.php?id=1351
https://www.zobodat.at/publikation_volumes.php?id=31031
https://www.zobodat.at/publikation_articles.php?id=118421



