Mit. Osterr. Ges. Tropenmed. Parasitol. 7 (1985) 229234

Aus dem tropenmedizinischen Institut der Universitat Tibingen (Komm. Dir. Prof. Dr. W. Hofler)

Wirkung von Ivermectin auf die Verteilung der Mikrofilarien
in den Organen und auf die Embryogenese bei der Baum-
wollrattenfilarie Litomosoides carinii (Nematoda: Filarioi-
dea)”

* Mit Unterstltzung der Firma Merck Sharp & Dohme

Einleitung

IVERMECTIN besitzt eine erstaunlich rasche und nach einmaliger Dosis auch griindli-
che therapeutische Wirkung bei der menschlichen Onchocerciasis (AZIZ et al. 1982).

Im Tierversuch wurde IVERMECTIN gegen Dirofilaria immitis, Dipetalonema viteae,
Litomosoides carinii, Brugia malayi, Seteria equina, Onchocerca, spp. etc. getestet
(CAMPBELL 1981).

Beider Nagerfilarie Litomosoides carinii istnach der Behandlung von Baumwollratten
selbst mit einer Dosis von 0,001—0,1 mg IVERMECTIN pro kg Kérpergewicht schon
wenige Stunden spater keine Parasitimie mehr im peripher zirkulierenden Blut nach-
weisbar. Es fragt sich, ob die Mikrofilarien so rasch abgebaut werden kénnen, oder ob
sie sich in den Kapillarsystemen bestimmter Organe ansammeln.

Umdies zukldren, wurden patente Baumwollratten mitIVERMECTIN per osbehandelt
und in zunehmenden Zeitabstdnden nach dem Verbleib der Mikrofilarien gefahndet.

Methodik

Fir jeden Obduktionstermin wurden 15—20 Baumwollratten (BWR) (Sigmodon hispi-
dus) mit je 30 metazyklischen Larven von L. carinii durch subcutane Injektion in eine
Vorderextremitat infiziert (modifiziert nach PETRANYI und MIETH 1972). Die BWR
stammen aus hauseigener, konventioneller Zucht isogenetischer Tiere (TONCAR
1979).

Die metazyklischen Larven werden aus Meriones unguiculatus gewonnen, die zuvor
als Pooliiere in eine Milbenzucht von infestierten Ornithonyssus bacotigesetzt waren
(MOSSINGER 1984).

Zur Bestimmung der Parasitamie wurde den BWR am retroorbitalen Venenplexus
(TILGNER und METZKE 1964) Blut abgenommen und die Mikrofilar&mie mit Hilfe ei-
ner FUCHS-ROSENTHAL-Zahlkammer (RAETHER und MEYERHOFER 1967) aus-
gezahlt. Zudem wurde bei den Tieren ein Test auf Mikrofilarien-agglutinierendes Se-
rum durchgefuhrt (STAB 1985).

Zur Behandlung wurde den Versuchstieren unter Ather-Narkose eine zweimalige Do-
sis von 0,1 mg IVERMECTIN pro kg Kdrpergewicht mittels einer Schlundsonde oral
verabreicht. Die Kontrolltiere bekamen eine entsprechende Menge Plazebo (L&~
sungsmittel).
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Zur Obduktion wurden die BWR mit Ather tief betaubt, sodann Blut aus dem retroorbi-
talen Venenplexus zur Bestimmung der Parasitdmie entnommen und die Tiere auf die-
sem Wege vollends ausgeblutet.

Danach wurden Herz, Lunge, Leber, Milz und Nieren entnommen und als Ganzes so-
wie ein spdter zu untersuchendes Teilstlick auf 0,001 g genau abgewogen. Die Teil-
stlicke wurden durch ein feines Metallsieb passiertund in einer definierten Menge von
1,5 bis 2 ml Medium TC199 aufgenommen. In einer Probe dieser Organsuspension
wurden mittels einer FUCHS-ROSENTHAL-Zahlkammer nativ bewegliche und auch
unbewegliche Mirkofilarien ausgezahit (BAYER 1983). Auf diese Weise 148t sich die
absolute Anzahl Mikrofilarien pro Organ sowie auch deren Dichte in dem betreffenden
Organ berechnen.

Die Gesamtmenge Blut pro Ratte wurde auf 5 ml festgelegt.

Dieses erschien vertretbar, da es sich einerseits um einen in der Praxis bewahrten Er-
fahrungswert handelt, andererseits es technisch unmdéglich war, alle Ratten gleich-
magig grindlich auszubluten.

Von den Wirmern wurden Embryogramme angefertigt. Dabei wurde nach den Krite-
rien von NIEMOLLER (1971) und SCHULZ-KEY (1980) vorgegangen.

Versuche und Ergebnisse

Fur die Versuche wurden nur solche Tiere verwendet, die 8 bis 13 Wochen p. i. eine
sténdig steigende Mikrofilaramie aufwiesen, die den Wert von 100 Mf/ul Blut minde-
stens erreichthaben muBte. AuBerdem durften beiden Tieren vor der Behandlung kei-
ne spezifischen Antikdrper nachweisbar sein, es sollte also sicher sein, daB die Tiere
nicht schon auf dem Wege zur Postpatenz waren (STAB, pers. Mitteilung).

Die Obduktionen, je 4 bis 7 Tiere pro Termin, erfolgten 2 bis 4 Stunden, 2 Tage, eine
Wocheund 3WochennachderinWoche 13p.i. erfolgten Behandlung. AuBerdemwur-
den Propandiol-behandelte Kontrolltiere obduziert.

Bei den patenten Kontrolltieren finden sich 66% der Mikrofilarien im zirkulierenden
Blut. Die librigen 34% verteilen sich in den Organen, wobei die Lunge die héchste
Dichte und auch die hdchste Anzahl an Mikrofilarien aufweist (Tab. 1,2).

Sofort nach der Behandlung mit IVERMECTIN fallt die Mikrofilaramie steil ab. Inner-
halb von 2 bis 4 Stunden lassen sich nurnoch 4% der urspriinglich vorhandenen Para-
sitdmie im peripher zirkulierenden Biut nachweisen.

Die Mikrofilarien finden sich jetzt vor allem in der Leber wieder, aber auch in der Milz
stauen sie sich in besonderem MaBe. Die Absolutzahlen aber auch die Dichten der Mi-
krofilarien in diesen beiden Organen steigen gegenliber den Kontrolltieren fast um ei-
ne Zehnerpotenz an. Bezogen auf die Parasitdmie vor der Behandlung entspricht der
Wert der gefundenen dem Wert der erwarteten Anzahl Mikrofilarien. Nur ist die Vertei-
lung der Mikrofilarien aus der Peripherie in die inneren Organe verschoben.
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Tabelle 1:

Dichte der Mikrofilarien von Litomosoides carinii pro g Organ bzw. ml Blut von infi-
zierten Baumwollratten (Sigmogon hispidus) zu unterschiedlichen Zeiten nach
IVERMECTIN-Behandlung.
Letzte Zeile: Summe der insgesamt in den Organen und im Blut wiedergefundenen Mf.

Kontrollen (n=7) | 2—4 Std. (n=6) 2 Tage (n=4) 1 Woche (n=6) | 3 Wochen (n=7)
MfprogOrgan | MfprogOrgan | MfprogOrgan | MfprogOrgan | MfprogOrgan
x 1000 %1000 x 1000 x 1000 % 1000
(O}TI:C;ZQ) 65,9 53,1 17 79 996
(Sgﬂgg) 1067.7 6705 67 23,2 160.7
(SL%%) 354 2349 23 05 104
(O%Z , 1308 11834 04 12 371
(:‘fggeg) 684 56,7 13 14 18.1
(ci'?g) 262,0 17,0 00 00 9,0
Summe 27000 2200,0 20,0 8,0 7005
Tabelle 1:

Absolute Anzahl und prozentuale Verteilung der wiedergefundenen Litmosoides ca-
rinii-Mikrofilarien in Organen und Blut infizierter Baumwollratten (Sigmodon hispi-
dus) zu unterschiedlichen Zeiten nach IVERMECTIN-Behandlung. Die Prozentwerte
der Einzelorgane beziehen sich auf die Organsumme. (n = Anzahl obduzierter BWR)

Kontrollen (n=7) | 2—4 Std. (n=6) 2 Tage (n=4) 1 Woche (n=6) | 3 Wochen (n=7)
Absolute| Anteil |Absolute| Anteil [Absolute| Anteil jAbsolute| Anteil [Absolute| Anteil
Anzahl | in% | Anzahl | in% | Anzahl | in% | Anzahi | in% | Anzahl | in%
x 1000 x 1000 x 1000 x 1000 x 1000
Herz
(0,43 g) 289 3 24,5 1 08 4 2,8 16 47,4 22
Lunge
(051 g) 566,5 62 7172 | 32 4,0 20 10,8 61 77,5 36
Leber
(537 ) 196,3 21 12594 | 56,5 12,9 66 2,6 15 62,8 29
Milz
(0,13g) 17,0 2 157,8 7 0,1 0,5 0,1 1 52 2
Nieren
(1,29) 110,8 12 772 3,5 1,9 9,5 1,2 7 24,4 11
Organe 919,5 34 2236,0 | 96 19,7 100 17,5 89 217,3 31
Blut
(ca.5q) 1803,0 66 87,0 4 0,0 0 2 11 483,0 69

Normale Mikrofilarien sind sehr beweglich. 2 bis 4 Stunden nach der Behandlung sind

jedoch fast alle Mikrofilarien immobil. Offenbar kénnen sie die Organe nun nicht mehr
selbststéndig verlassen und werden in den Kapillarnetzen festgehalten. Auch kénnen
in verstarktem Maf3e Zelladhaerenzen beobachtet werden. 2 Tage nach der Behand-
lung finden sich in den Organen nur noch vereinzelt immobile oder sogar nur noch in
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Fragmenten erhaltene Mikrofilarien. Auch nach Giemsa-Farbung lassen sich mikro-
skopisch keine weiteren Mikrofilarien mehr nachweisen. Zu diesem Zeitpunkt sind
auch in der Pleuraflissigkeit nurirreversibel geschadigte bzw. tote z. T. mitLeukozy-
ten (Makrophagen) behaftete Mikrofilarien festzustellen.

Eine Woche nach der Behandlung finden sich wieder normale, bewegliche Mikrofila-
rien in den Organen, wenn auch ihre Anzahl sehr gering, ca. 1,2% des bezlglich der
vorher vorhandenen Parasitdmie erwarteten Wertes ist.

3 Wochen nach der Behandlung scheint der urspriingliche Zustand hinsichtlich der
Verteilung der Mikrofilarien sowohl im Blut als auch in den Organen ungeféhr
wiederhergestellt zu sein. Die Parasitdmie und die absolute Anzahl Mikrofilarien errei-
chen jedoch erst wieder ein Drittel des urspringlichen Wertes. Allerdings wird die vor
der Behandlung vorhandene Héhe der Mikrofilaramie auch 30 Wochen p. i. nicht wie-
der voll erreicht.

Nach diesen Befunden werden die Mikrofilarien von L. cariniivon IVERMECTIN nicht
getdtet, sondern nurinsoweit ,,geschwacht, daB sie in den Kapillarsystemen derinne-
ren Organe abgefiltert und dann vom Abwehrsystem der BWR vernichtet werden kén-
nen.

Dies geschiehtinnerhalb der ersten zwei Tage nach der Behandlung.

Die embryonalen Mikrofilarien in den Uteri der weiblichen Wirmer bleiben dagegen
beweglich und werden auch weiterhin ausgestoBen. Da IVERMECTIN verhaltnisma-
Big rasch wieder ausgeschieden wird, bleiben diese Mikrofilarien relativ unbeeinfluBt.
Sie werden auch weiterhin in die Pleura ausgeschdttet und fillen die Zirkulation der
BWR wieder auf. Die neuerliche Parasitdmie beruht demnach ausschlieBlich auf neu-
geborenen Mikrofilarien.

Beiden Embryogrammen dagegen konnte zwischen den Kontrolltierenund den nach 3
Wochen obduzierten BWR ein Unterschied festgestellt werden. Zwischen dem 16-
Zell-Stadiumundkleiner Morulafinden sich beiden VERMECTIN-behandelten Tieren
deutlich mehr pathologisch verédnderte Embryonen. Wahrend die kleinen Morulae bei
den Kontrolltieren zum gréBten Teile kompakt und normal sind, finden sich 3 Wochen
nach [VERMECTIN-Behandlung Uberwiegend pathologische Formen. Im 16-Zell-
Stadium und der kleinen Morula wirken die Zellen der Embryonen wie ,aufgeldst” oder
flllen die Eihille nur zur Halfte aus.

Bei den anderen Embryonalstadien konnte keine Veradnderung gegentiber den Kon-
trolltieren festgestellt werden. AbschlieBende Ausarbeitungen dieser Ergebnisse ste-
hen jedoch noch aus.

Zusammenfassung

Nach einer einmaligen peroralen Dosisvon 0,1 mgIVERMECTIN prokg Kérpergewicht
an patenten Baumwollratten wurden 2 bis 4 Stunden, 2 Tage, eine Woche und dreiWo-
chen nach der Behandlung je 4 bis 7 Tiere obduziert.

Bei den unspezifisch behandelten Kontrollen befanden sich 66 % der wiedergefunde-
nen Mikrofilarien im peripheren Blut und 34% verteilten sich auf Herz, Lunge, Leber,
Milz und Nieren. In der Lunge erreichten die Mikrofilarien die héchsten Dichten und
auch die héchste absolute Anzahl. Bei den behandelten Tieren fiel innerhalb von 2 bis
4 Stunden die Anzahi der Mikrofilarien im peripheren Blut auf 4% der urspringlich vor-
handenen Menge ab.
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Offenbar werden sie durch IVERMECTIN immobilisiert und sammeln sich vor allemin
den Kapillarnetzen von Leber und Milz an. Nach 2 Tagen sind sie jedoch auch bei
Giemsa-Farbung selbst dort mikroskopisch nicht mehr nachzuweisen. Die embryona-
len Mikrofilarien in den Uteri der weiblichen Wiirmer bleiben relativ unbeeinfluBt und
werden auch weiterhin in die Pleurahdhle ausgeschlttet, so daB sich die urspriinglich
vorhandene Parasitdmie mit neugeborenen Mikrofilarien innerhalb von drei Wochen
zu rund 33% wieder herstellt. Jedoch wird die vor der Behandlung gemessene Parasi-
tamie bis zu 30 Wochen p. i. nicht mehr voll erreicht. Dies kénnte durch eine Beein-
trachtigung der Embryogenese (in den friihen Stadien) vielleicht aber auch durch Sti-
mulierung des Abwehrsystems erklart werden.

Summary
Effects of IVERMECTIN on the distribution of microfilariae in the internal organs of cot-
ton rats and on the embryogenesis of Litomosoides carinii (Nematoda: Filarioidea)

After a single peroral dose of 0,1 mg IVERMECTIN per kg body weight a postmortem
examination was carried outwith 4—7 cotton-ratsrespectively atincreasing time inter-
vals, 2—4 hours, two days, one week and three weeks after treatment. In the unspecifi-
cally treated control cotton rats 66 % of the microfilariae where found in the peripheral
blood and 34% divided up in heart, lung, liver, spleen and kidneys. The highest density
and absolute level was estimated in the lung. in the IVERMECTIN-animals within 2—4
hours after treatment the amount of microfilariae in the peripheral blood is reduced to
4% of the original value. Obviously the microfilariae are immobilised by IVERMECTIN
and accumulate in the capillary systems of liver and spleen. 48 hours after treatment
they are no longer to be identified microscopically even not when stained by Giemsa.

The embyonic microfilariae in the uteri of female worms are only slightly influenced by
the treatmentand are continously delivered into the pleurai cavity. Hence three weeks
after treatment the parasitemiarises again up to 33%, exclusively due to newborn mi-
crofilariae. However, even 30 weeks p. i. the initially measured level is never reached
again. Thismightbe due to ahampered embryogenesis (in the early stages) orevento
a stimulation of the defence system.
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