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Quantitative Untersuchungen zur Entwicklung von
Acanthocheilonema viteae in Ornithodoros moubata
nach ein- und mehrmaliger Infektion *

G. Stein!, E. Hinz!, G. Textor-Schneider?, T. N. Petney!

Aufgrund der ahnlichen Biologie ihrer Erreger wird die Infektion von Nagetieren mit der Filarie
Acanthocheilonema viteae als adaquates Modell fur die durch Onchocerca volvulus verursachte
Onchocercose des Menschen verwendet und bevorzugt zur Abklarung immunologischer Prob-
leme, zur Testierung filarizider Substanzen wie auch zur Bearbeitung anderer Fragestellungen ein-
gesetzt. Als Endwirte fur A.viteae dienen dabei verschiedene Wuhlerarten, als experimentelle Uber-
trager kommen die Lederzecken Ornithodoros tartakovskyi und O. moubata in Frage. Die bisherigen
Untersuchungen tber Interaktionen zwischen A. viteae und ihren Ubertragern konzentrierten sich
auf die Mikrofilarienaufnahme und auf die Anzahl sich entwickelnder metazyklischer Larven (3, 8,
9, 10, 13, 18) sowie auf die Schadigung des Vektors als Folge einer einmaligen Infektion (1, 5, 8).
Keine Beachtung fand bisher die Frage, welche Rolle eine wiederholte Infektion mit Mikrofilarien
spielt. Eine solche mehrfache Aufnahme von Mikrofilarien entspricht jedoch den naturlichen
Gegebenheiten, da eine enge Vergesellschaftung zwischen Withlern und Zecken besteht. O. tarta-
kovskyi, der einzig bekannte natirliche Ubertrager von A. viteae, lebt namlich in den Bauten seiner
Wirte und verld®t diese nur selten (14). Ziel der eigenen Untersuchungen war es daher herauszu-
finden, ob ein Unterschied zwischen ein- und mehrmalig infizierten Zecken in der Aufnahme von
Mikrofilarien und in deren Entwicklung zu metazyklischen Larven besteht.

Fur unsere Untersuchungen verwandten wir einen in Heidelberg gezuchteten Ornithodoros mou-
bata-Stamm (11). Als Endwirte von Acanthocheilonema viteae und damit als Spendertiere standen
maénnliche, 8-10 Wochen alte Meriones unguiculatus zur Verfugung.

Die Versuchsanordnung (Abb. 1) umfaf3te drei Gruppen von Zecken:

1. Die Kontrollgruppe K, die vom ersten Nymphenstadium (N1) bis zum Adultstadium (A) mit
mikrofilarienfreiem Blut gefiittert wurde.

2. Die Infektionsgruppen B-G mit einmaliger Infektion, von denen jeweils 40 Tiere eines Ent-
wicklungsstadiums mikrofilarienhaltiges, die sonstigen Stadien jedoch mikrofilarienfreies Blut
erhielten.

3. Die Infektionsgruppen X mit mehrmaliger Infektion, d. h. Zecken, die von der N, an auf jedem
Stadium ihrer Entwicklung mikrofilarienhaltiges Blut geboten bekamen.
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Alle Zeckenstadien wurden

im Abstand von fliinf Wochen
gefiittert bzw. infiziert.
X Die Mikrofilariendichte im dar-
gebotenen Blut lag bei allen Fiit-
terungen bei 206 Mikrofilari-
en/20 pl.

Zur Bestimmung der aufge-
nommenen Blutmenge wurde
jeweils vor und nach dem

Saugakt ein Pool von 40 Zecken

(N,-N,) auf einer Sartorius-Waa-

ge (Mefsgenauigkeit £1 mg) ge-
wogen; bei den Adulten erfolgte

Einzelwégung. Bei der Transfor-
mation der Massen- zur Volu-
meneinheit wurde die Dichte
des Blutes mit 1 g/ml angenom-
men.

Zur Auszahlung der von den
Zecken aufgenommenen Mikro-

filarien wurden aus jeder Unter-

KONTROLLE EINMALIGE INFEKTION MEHRMALIGE INFEKTION
A
N1
(1. Woche)
N2
(6. Woche)
N3
(11. Woche)
N4
(16. Woche)
A1
(21. Woche)
A2
(26. Woche)
[ Fuitterung mit mikrofilarientreiem Biut
- Fiitterung mikrofilarienhaltigem Blut
N1-N4=erstes bis viertes Nymphenstadium
Al=Adultstadium (erste Fiitterung)
A2=Adultstadium (zweite Fitterung)
Abbildung 1: gruppe 10 Tiere unmittelbar nach Beendigung der Blutmahlzeit in 100 ul RMPI 1640-Medium
Versuchsanordnung (Gibco, Karlsruhe) tberfiithrt, mit einer Schere zerschnitten und nach 1 h portionsweise in einer

(Gruppeneinteilung)

Ergebnisse

Zschucke-Zahlkammer unter dem Mikroskop auf Mikrofilarien untersucht. Die Zahl der metazykli-
schen Larven (=L3) wurde funf Wochen p. i. auf dieselbe Art und Weise ermittelt. Bei der Untersu-
chung der Adultzecken erfolgte zur besseren Identifizierung der Mikrofilarien eine Anfarbung mit
750 ul einer Gentianaviolett-Losung (6).

Da die Anzahl der Mikrofilarien und metazyklischen Larven pro Zecke nicht normalverteilt, son-
dern aggregiert war, wurden zur statistischen Auswertung der Mann-Whitney U-Test, der Kruskal-
Wallis-Test und der t-Test (nach log10-Transformation der Daten) herangezogen (16).

Die von den Zecken aufgenommene Blutmenge (Tab. 1) steigt erwartungsgemaf mit fortschrei-
tender Entwicklung von weniger als 10 ul im 1. Nymphenstadium (N1) auf mehr als 200 pl pro Tier
bei den adulten weiblichen Zecken nach der ersten (A| W) bzw. zweiten Futterung (A, W) an. Dabei
ubt die Infektion mit A. viteae offensichtlich keinen Einfluf aus, denn es lassen sich weder Unter-
schiede zwischen infizierten und nichtinfizierten noch zwischen ein- und mehrmalig infizierten
O. moubata feststellen.

Dieses Ergebnis eines fehlenden Unterschieds betrifft jedoch nicht allein die Blutmenge, sondern
auch die Anzahl der beim Saugakt aufgenommenen Mikrofilarien von A. viteae. Zwar zeigt deren
Anzahl die von Entwicklungsstadium zu Entwicklungsstadium zu erwartende Zunahme, jedoch
lakt der Vergleich zwischen ein- und mehrmalig infizierten Zecken keine signifikanten Unter-
schiede erkennen (Tab. 1). Der Ausgangswert fiir die N, lag bei ca. 9 Mikrofilarien/Zecke. Bei den
Tieren, die nur eine infektidse Blutmahlzeit erhielten, stieg ihre Anzahl von ca. 39 (N,) auf 672
(A,W); nahezu parallel dazu verlief die Zunahme bei Zecken, denen auf jedem Entwicklungssta-
dium mikrofilarienhaltiges Blut dargeboten wurde. In beiden Gruppen handelte es sich hierbei ent-
sprechend der durch die verschiedenen Stadien aufgenommenen Blutmenge nicht um einen
gleichméRigen, sondern um einen sprunghaften Anstieg.
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Tabelle 1:

Aufgenommene Blutmenge (ul), Zahl der Mikrofilarien und Zahl der metazyklischen Larven (L3) nach ein- und

mehrmaliger Infektion von Ornithodoros moubata mit Acanthocheilonema viteae.

Stadium  Infektion pl Mikrofilarien L, ER
EW BW % kum.
N, @ ? - — — — — —
+ ? — 8,9 — 8,9 0,4 4,5
N, %) 5,4 — — — — — —
+ 7,0 72,1 38,8 53,8 — 1,5 3,9
++ 4,0 41,2 29,0 70,4 37,9 2,8 7,4
N, %) 19,7 — — — — — —
+ 21,0 216,3 23,5 10,9 — 57,1 243,0
+++ 18,3 188,5 56,2 29,8 94,1 54, 57,4
N—>W @ 62,5 — — — — — —
+ 52,8 543,8 173,9 .0 -— 55,5 31,9
++++ 56,0 576,8 179,0 31,0 273,1 61,5 22,5
AW %] 212,0 — = — — — —
+ 280,0 2884,0 382,0 13,2 — 150,1 39,3
bt 164,0 1689,2 433,3 257 706,4 54,0 7.6
AW @ 249,0 — — — - - -
+ 202,0 2080,6 672,22 32,3 — 18,8 2,8
o+t 190,0 1957,0 629,8 32,2 1336,2 84,2 6,3
N—>M & 62,5 — — — — — —
+ 52,8 543,8 173,9 32, — 61,9 35,6
++++ 56,0 576,8 179,0 31,0 273,1 95,7 35,0
AM @ 25,0 — — — — — -
+ 18,0 185,4 96,5 52,0 — 0,0 0,0
o+ 31,0 319,3 66,8 20,9 3399 59,1 17,4
AM @ ? — — - - - —
+ ? — 24,7 — — 3,8 15,4
FRI— ? — 99,3 — 439,2 54,3 12,4
A/A,  Adultzecken, 1. oder 2. Blutmahizeit (M = mannliche, W = weibliche Zecken)
BW Beobachtungswert (tatsachliche Anzahl der Mikrofilarien)

ER

EwW
kum.
N,-N,
N,—>M
N,—>W
?

%

(%]

+

++ bis
bbb

Entwicklungsrate (Mikrofilarien zu L3)

(bei mehrmaliger Infektion [++ Bis +++++] bezogen auf die kumulative Anzahl)

Erwartungswert (aufgrund der aufgenommenen Blutmenge zu erwartende Anzahl)

Anzahl kumulativ
Nymphen 1 bis 4

Nymphen 4, die sich zu Mannchen entwickelten
Nymphen 4, die sich zu Weibchen entwickelten

zu geringe, nicht meRbare Blutmenge

Beobachtungswert in% des Erwartungswertes

nicht infizierte Zecken des entsprechenden Entwicklungsstadiums

einmalig infizierte Zecken des entsprechenden Entwicklungsstadiums
2-, 3-,4-, 5- oder 6mal, d. h. auch auf den vorangegangenen Entwicklungsstadien

bereits infizierte Zecken

Eine deutliche Diskrepanz be-
steht allerdings in beiden
Infektionsgruppen  zwischen
der Anzahl der ingestierten
Mikrofilarien und derjenigen,
die in der entsprechenden Men-
ge gebotenen Blutes enthalten
war (Tab. 1). In den Zecken aller
Entwicklungsstadien waren —
z. T. deutlich — weniger Mikrofi-
larien nachzuweisen, als in der
aufgenommenen  Blutmenge
hatten enthalten sein mussen.
Dabei schwankte die Minder-
aufnahme zwischen etwa 30%
und 89%; in den Zecken fanden
sich also nur 1 Zehntel bis 2
Drittel der im Infektionsblut ent-
haltenen Mikrofilarien wieder.
Fur alle Stadien konnte mittels
des t-Tests ein signifikanter Un-
terschied zwischen der erwarte-
ten und der tatséchlichen An-
zahl aufgenommener Mikrofila-
rien festgestellt werden. Die An-
zahl der metazyklischen Larven
stieg bei den Tieren mit einmali-
ger Infektion von 0 bei den N,
auf 150,1 (A, W). Bei den Zecken
mit mehrmaliger Infektion
nahm die Zahl der L, von 0,4
(N,) auf 54,0 (A, W) zu. Aufgrund
der verminderten Blutaufnahme
und der damit verbundenen ge-
ringeren Mikrofilarienzahl, ent-
wickelten sich in den ménnli-
chen Zecken nach einmaliger
Infektion im Adultstadium deut-
lich weniger metazyklische Lar-
ven als in den weiblichen Tieren.
Eine andere Situation stellte
sich bei den Tieren mit mehrma-
liger Infektion dar. Hier war ab

dem vierten Nymphenstadium eine gewisse Stagnation in der Anzahl metazyklischer Larven zu
beobachten. Zwischen ménnlichen und weiblichen Zecken (N,-A,) konnte allerdings kein stati-
stisch signifikanter Unterschied in der L,-Zahl festgestellt werden. Genausowenig bestanden bei al-
len Nymphenstadien und bei den ménnlichen Zecken statistisch gesicherte Unterschiede in der An-
zahl der metazyklischen Larven zwischen den beiden Gruppen. Andere Verhéltnisse lagen bei den
weiblichen Tieren vor. Nach der ersten Infektion im Adultstadium entwickelten sich in den Zecken
mit einmaliger Infektion signifikant mehr L, als in denjenigen mit mehrmaliger Infektion (U=8;
p<0,01). Umgekehrt verhielt es sich nach der zweiten Infektion im Adultstadium. Hier hatte die
mehrmalige Infektion signifikant mehr L, zur Folge als die einmalige Infektion (U=6; p<0,001).
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Diskussion

Flr eine effiziente Ubertragung von Filarien ist nicht nur von Bedeutung, daR eine Schadigung der
Mikrofilarien und metazyklischen Larven des Parasiten durch den Ubertrager méglichst gering
gehalten wird, sondern auch, daf der Vektor seinerseits keine wesentliche Schadigung durch sol-
che Parasitenstadien erfahrt. Ein den Vektor schadigender Effekt 143t sich z. B. daran erkennen, daf3
nach einer infektiosen Blutmahlzeit eine erneute Blutaufnahme unterbleibt. Solche Beobachtun-
gen liegen nicht nur fur Zecken, so z. B. fur A. viteae-infizierte Ornithodoros tariakovskyi vor (8), son-
dern auch fur Wuchereria bancrofti-infizierte Culiciden wie Anopheles gambiae und Culex quinque-
Jfasciatus (19). In anderen Féllen, so bei einer Infektion der Milbe Ornithonyssus bacoti mit der Filarie
Litomosoides carinii, kommt es zwar noch bei wenigstens einem Teil der Tiere zur neuerlichen
Blutaufnahme, dann jedoch mit deutlicher Verzdgerung ihres Beginns (7).

Dagegen hat, wie unsere eigenen Untersuchungen ergaben, zumindest die Aufnahme der
Mikrofilarien von A. viteae offensichtlich keinen direkt schadigenden Effekt auf O. moubata. Aus der
unverminderten Blutaufnahme bei den mehrfach infizierten Zecken 1af3t sich zumindest schliefZen,
daf® vorausgegangene Infektionen keine gravierenden Verletzungen der Mundwerkzeuge zur
Folge hatten. Diese Schluldfolgerung 14t sich allerdings nicht auf die Abgabe metazyklischer
Larven ausdehnen, da dieser Vorgang bei O. moubata bisher niemals beobachtet wurde (11).

Fur diese Zeckenspecies ist nicht einmal bekannt, ob die infektidsen Filarienlarven iberhaupt ins
Capitulum einwandern. Insofern ist bisher auch nicht gesichert, eher sogar unwahrscheinlich, dafs
O. moubata tatsachlich als Vektor im eigentlichen Sinn fir A.viteae fungieren kann. Dennoch bleibt
die Infektion nicht ganzlich ohne Einflufs auf die Zecken. Sie duflerte sich in unseren Untersuchun-
gen in der Reproduktionsrate. So konnten wir in den Eigelegen infizierter Weibchen deutlich mehr
deformierte Eier entdecken als in denjenigen nichtinfizierter Kontrolltiere. Zieht man die Anzahl
sich entwickelnder N, als Bewertungsmalfstab fur den Effekt einer A. viteae-Infektion heran, dann
ist deren Anzahl bei nichtinfizierten Tieren mit durchschnittlich 65,5 N, signifikant hoher als bei
einmalig infizierten (28,6 N,) und diese wiederum signifikant erhoht gegentiber mehrmalig infi-
zierten O. moubata (2,6 N).

Was die metazyklischen Larven anbetrifft, so stieg ihre Zahl in beiden Gruppen zunéchst an. Bei
den mehrmalig infizierten Zecken trat dann aber ab dem vierten Nymphenstadium eine Stagnation
der L,-Zahl ein, die moglicherweise als eine Entwicklungshemmung zu deuten ist, wie dies auch
fur andere Filarienarten vermutet wird (20). Eine solche Entwicklungshemmung kann als Folge der
Kombination von zecken- und filarienspezifischen Kontrollfaktoren gedeutet werden.

Errechnet man die prozentuale Wahrscheinlichkeit, mit der sich eine Mikrofilarie zur L, ent-
wickelt (Tab. 1), so 1afét sich kein deutlicher Trend in beiden Gruppen erkennen. Nach mehrmaliger
Infektion wurde bei den N, mit 57,4% der hochste Prozentsatz erreicht. Von da an fiel der Wert ab.
In der Gruppe mit einmaliger Infektion Gberschritt die Entwicklungsrate einmal die 100%-Grenze,
ein Ergebnis, das auf die aukerordentlich groe Schwankungsbreite in der Aufnahme von Mikrofi-
larien bei Zecken desselben Stadiums hinweist. Diese Schwankungsbreite bei den aufgenomme-
nen Mikrofilarien erklart auch, dafs zehn N, im Durchschnitt 23,5 Mikrofilarien aufgenommen
hatten; zehn andere bei der Sektion jedoch 57,1 L, aufwiesen. Vergleicht man die Gruppen mit ein-
und mehrmaliger Infektion in threr Gesamtheit, dann stellt sich heraus, daf3 sie sich hinsichtlich der
L,-Zahl nicht wesentlich unterscheiden (Tab. 1). Es ist jedoch zu berlcksichtigen, daf die mehr-
mals infizierten Zecken insgesamt durchschnittlich 1336 (w) bzw. 439 (m) Mikrofilarien aufge-
nommen hatten. Daraus resultierten 84,2 (w) bzw. 54,3 (m) metazyklische Larven, was einer Ent-
wicklungsrate von 6,3% bei weiblichen und von 12,4% bei den ménnlichen Zecken entspricht. D. h.
trotz deutlich geringerer Mikrofilarienaufnahme kam es in mannlichen und weiblichen Zecken zur
Entwicklung von annéhernd der gleichen Anzahl von L,. Diese niedrige Entwicklungsrate kommt
moglicherweise auch durch eine Verringerung der Mikrofilarienzahl schon unmittelbar nach der
Blutmahlzeit zustande. So ist O. tartakovskyi in der Lage, A. viteae-Mikrofilarien mit der Coxalflis-
sigkeit auszuscheiden, was auf bis zu 30% der aufgenommen Mikrofilarien zutrifft (10). Zwei an-
dere denkbare Wege zur Ausscheidung der Mikrofilarien waren durch Regurgitation und/oder
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Zusammenfassung

Schliisselworter

durch Salivasekretion. Als unwahrscheinlich kann gelten, daf% es zu einer Verletzung der Mikrofi-
larien bei der Blutaufnahme kommt. Anders als z. B. einige Culiciden (22) besitzen weder O. mou-
bata (4) noch O. tartakovskyi (8) Pharynxstrukturen, die einen entsprechenden Effekt ausiiben
konnten.

Eine weitere, immer noch kontrovers diskutierte, flir die Epidemiologie der Filariosen jedoch
bedeutsame Frage besteht darin, ob es zu einer ,Anreicherung” von Mikrofilarien im Ubertrager
kommen kann oder nicht, d. h. ob sich im Ubertrager mehr Mikrofilarien nachweisen lassen, als
aufgrund der aufgenommenen Blutmenge zu erwarten sind. Eine solches Phanomen wurde fir
Dipteren mehrfach beschrieben (12, 15, 21), nicht jedoch fur Acarinen. Bei Milben und Zecken tuber-
steigt die Anzahl der aufgenommenen ganz offensichtlich niemals diejenige der in der entspre-
chenden Menge dargebotenen Blutes enthaltenen Mikrofilarien, und zwar unabhangig davon, ob
die Tiere Gelegenheit hatten, am infizierten Versuchstier zu saugen oder Blut mittels Membranfiit-
terung aufzunehmen (2, 3, 13, 17, 18). Wie die eigenen Untersuchungen zeigen, wird der Erwar-
tungswert immer deutlich unterschritten: In den Zecken lieden sich namlich nur 11-70% der im
Futterungsblut enthaltenen Mikrofilarien wiederfinden. Dabei ist die Minderaufnahme auch nicht
mit der Hohe des Entwicklungsstadiums von O. moubata korreliert. D. h. die mit jeder Hautung
verbundene Grofenzunahme auch der Mundwerkzeuge wirkt sich nicht derart auf die Anzahl auf-
genommener Mikrofilarien aus, daf diese dann z.B. bei den Adulten tberproportional haufiger
nachgewiesen werden kdnnten als bei den Nymphen (Tab. 1). Nochmals hervorzuheben bleibt
auch in diesem Zusammenhang, daf die Minderaufnahme unabhéngig ist von der Anzahl infek-
tioser Blutmahlzeiten.

Die Acanthocheilonema viteae-Infektion der Rennmaus (Meriones unguiculatus) stellt ein etabliertes
adaquates Tiermodell fur filarienspezifische Untersuchungen, insbesondere fur die Onchocercose
des Menschen, dar. Als Spender von Infektionslarven dient hierfiir die Zecke Ornithodoros moubata.
Bisherige Studien analysierten ausschlieflich die Verhéltnisse nach einmaliger Aufnahme von
Mikrofilarien durch den Vektor. In der Natur sind jedoch die Endwirte so eng mit ihren Ektoparasi-
ten vergesellschaftet, daR es auf jedem Nymphen- und im Adultstadium zu infektiésen Blutmahl-
zeiten kommt. Ziel unserer Experimente war es, diese natrlichen Verhéltnisse zu simulieren.

Die Versuchsanordnung umfafste drei Gruppen: 1. nichtinfizierte Zecken, 2. Zecken, die einmal
und 3. Zecken, die mehrmals, und zwar aufjedem Entwicklungsstadium, mikrofilarienhaltiges Blut
geboten bekamen. Dabei erfolgte die Blutaufnahme Uber eine Futterungsapparatur.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, daf die Zecken aller drei Gruppen die gleiche Blutmenge
aufnahmen. Es bestanden auch keine Unterschiede zwischen ein- und mehrmals infizierten Tieren
in der Zahl ingestierter Mikrofilarien, deren Ruckfindungsrate unmittelbar nach der Blutaufnahme
je nach Entwicklungsstadium der Zecken zwischen 11% und 70% schwankte. Beide Gruppen
unterschieden sich auch nicht in der Zahl der beherbergten metazyklischen Larven, obwohl die
mehrmals infizierten mehr als doppelt so viele Mikrofilarien akkumulierten als Zecken mit einma-
liger Infektion. Dies ist moglicherweise auf zecken- und/oder filarienspezifische Kontrollfaktoren
zurtickzufthren, die eine Uberpopulation mit Schadigung des Vektors verhindern. Als schadigen-
der Effekt wurde allerdings bei beiden Infektionsgruppen eine signifikante Reduktion der Repro-
duktionsrate festgestellt, die bei Zecken mit mehrmaliger Infektion am deutlichsten ausgpragt war.

Acanthocheilonema viteae, Ornithodoros moubata, mehrfache Infektion.
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Summary

Key words

Development of Acanthocheilonema viteae in Ornithodoros moubata
after single and repeated infections: a quantitative analysis

Acanthocheilonema viteae infection of jirds (Meriones unguiculatus) is a well-established animal
model for research on human filariases, especially onchocerciasis. Larvae to infect jirds are obtai-
ned from the vector tick, Ornithodoros moubata. Former research on A. viteae infection of ticks was
based exclusively on a single ingestion of microfilariae. This does not reflect the natural situation.
In nature ticks live in close association with their hosts and thus repeated infections are the rule.
The aim of our study was to simulate these natural conditions.

The experimental design included three groups of ticks: 1. non-infected ticks, 2. ticks which fed
only once on infected blood, and 3. ticks which were fed at each developmental stage on blood con-
taining microfilariae. Feeding was conducted via a special membrane feeder.

The results of our investigation show that there was no difference in the amount of blood taken
by the three groups of ticks during a single meal. The number of microfilariae ingested by groups 2
and 3 was the same at each feeding. The recovery rate of microfilariae in ticks dissected immedia-
tely after their blood meal varied between 11% and 70% depending on the developmental stage of
the ticks. Furthermore there was no difference between the two infected groups of ticks in the num-
ber of infective larvae developing, although the accumulated number of microfilariae ingested was
twice as high in repeated as in single infections. Thus, there seems to be some regulating factor
determining the number of larvae which develop, probably as a mechanism to prevent overcrow-
ding in repeated infections. On the other hand, the reproduction rate in both groups of infected ticks
was significantly reduced compared with non-infected controls, this effect being most pronounced
in ticks with repeated infections.

Acanthocheilonema viteae, Ornithodoros moubata, repeated infection.
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