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Miscellaneum.

Tiefkiihl-Konservierung von Trypanosoma cruziin einem
der natiirlichen Ubertriger (Triatoma infestans).*

VYon V. FLUCK.

Schweizerisches Tropeninstitut, Basel.

Einleitung und Problemstellung.

Die Konservierung von Mikroorganismen in gefrorenem Zustand hat der
Labortechnik manche interessante Moglichkeit eroffnet. Blutparasiten, wie
beispielsweise Trypanosomen oder Spirochiiten, miissen {iblicherweise in Labor-
tieren gehalten oder auf kilinstlichen Nihrbéden geziichtet werden, was einen
beachtlichen Aufwand an Arbeit und Tierverschleill erfordert. Das oftmalige
Uberimpfen eines Parasiten, das erforderlich ist bei seiner Stammhaltung auf
Labortieren, kann zu einer Veriinderung seiner Virulenz oder ganz allgemein
zu einer Verinderung seiner biologischen Eigenschaften fithren. Oftmals ist
auch der Transport von Mikroorganismen im gefrorenem Zustand recht vor-
teilhaft oder iiberhaupt erst moglich, gegeniiber dem Transport in Labor-
bzw. Wirtstieren.

Zur Konservierung von Trypanosomen bei tiefen Temperaturen wurden
von WEINMANN & MCALLISTER (1947), von POLGE & Sortys (1957) und von
MUHLPFORDT (1960) erfolgreiche Methoden entwickelt. Die von uns im Prinzip
nachgearbeiteten Methoden von MUHLPFORDT bewiihrten sich am besten.

Im Verlaufe unserer Arbeiten am Schweizerischen Tropeninstitut erschien
es wiinschenswert zu untersuchen, ob Trypanosoma cruzi auch in Triatoma
infestans mittels tiefer Temperaturen konserviert werden kann, nachdem wir
mit der bereits erwithnten Methode festgestellt hatten, daB 7'. cruzi im Miuseblut
ohne Beeintriichtigung seiner Virulenz bei tiefen Temperaturen sich iiber Mo-
nate hinweg halten lLilt,

Im Hinblick auf die Erhaltung der Virulenz von T. cruzi in seinem natiir-
lichen Ubertriiger (Triatoma infestans) war es hier von besonderem Inleresse,
die Stammhaltung durch Anwendung tiefer Temperaturen zu vercinfachen.

Material und Methode.

Der von uns verwendete Stamum von 7. cruzi triigt die Bezeichnung «Cara-
cas II» und wurde im Mai 1957 von Dr. PIFANO, Caracas, auf Miuse iiberimpft
und von IFrau Dr. HERBIG an unser Institut gebracht. Die Stammhaltung er-
folgte cyclisch auf Reduviiden (7'riatoma infestans bzw. Rhodnius prolirus)
und Kleinsiiugern (Miluse bzw. Meerschweinchen). Die Wanzen werden jeweils
infiziert, indem man sie auf mit 7. cruzi infizierten Miiusen oder Meerschwein-
chen, deren Blut gut positiv ist, saugen liBt. Die Infektion eines Kleinsiiugers
erfolgt durch i.p. Applikation von 0,1--0.3 ml aus einer Aufschwemmung von
3—4 im Morser mit 3% Natrium-Citrat zerstoBenen gut infizierten Reduviiden.
oder es wird mit einer Injektionsspritze der infizierte Kot mehrerer Reduviiden
gesammelt, mit Natrium-Citrat verdiinnt und davon ebenfalls 0,1-—0,2 ml i.p.
in Kleinsiuger appliziert.

Der Kot der zum Tiefgefrieren vorgeschenen Wanzen wurde bei der 2. Fiit-
terung auf Trypanosomen untersucht und bei genligender Anzahl von infektio-
sen, metacyclischen Formen wurden je 2—3 Wanzen lebend in Kunststoff-
bzw. Glastuben gebracht. Erstere sind 60 mm lang, haben 18 mm lichte Weite
und weisen einen am Rohrchen angehiingten Deckel auf, der durch Aufdriicken

* Herrn Prof. Dr. RUDOLF GEIGY gewidmet mit herzlichen Gliickwiinschen
zum 60. Geburtstag.
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dicht schlieft. Diese Tuben haben den Vorteil unzerbrechlich zu sein, aullerdem
lassen sie sich wiihrend der Lagerung in der Kiihltruhe zur Kontrolle oder
Materialentnahme 6ffnen und wieder verschlieBen. Es mufliten gut schlieBende
Tuben verwendet werden; wenn trotzdem einmal Kiihlmedium d. h, Alkohol
eindrang, so wurde bel der Entnahme aus der Kiihltruhe der Réhrcheninhalt
(Blut oder Wanzen) vor dem Auftauen mit eiskaltem destillierten Wasser aus-
gewaschen; das Angehen der Infektion erlitt dadurch keine LinbuBe.

Die von uns verwendeten Glastuben haben 8 mm lichte Weite und werden
nach dem Einfullen der Wanzen zugeschmolzen.

Als Behiilter fir das Tiefkithlgemisch verwendeten wir Lagerconservatoren
(Dewar-Gefill) der Firma «Carba», Basel. Zu 4—5 Liter 957% Alkohol wurden
ca. 3—4 kg Trockeneis zugegeben, wodurch im Kiihlbehiilter ein Medium von
— 79° C erreicht wurde.

Die Zugabe von jeweils 2 ml physiologischer Kochsalz-Glyzerin-Losung
(70% physiologische Kochsalzlosung + 307% Glyzerin) pro Kunststolf- oder
Glastube erfolgte im Sinne von POLGE, SMITH & PARKES (1948), die feststellten,
dal} Glyzerin bei Spermatozoen eine Schutzwirkung ausiibt gegeniiber tiefen
Temperaturen. Dasselbe beobachteten verschiedene Forscher spiiter auch bei
der Anwendung tiefer Temperaturen gegeniiber andern Mikroorganismen
(SnrrH, 1954).

Das Auftauen des Tubeninhaltes erfolgte durch Eintauchen in ein Wasserbad
von + 40° C. Nach dem Auftauen der Wanzen wurden Beine, IFliigel und
Thorax weggeschnitien und die Abdomen von 2—3 Wanzen unter Zugabe von
0.5—1 ml Natrium-Citrat im Morser zerstoBen. Von dieser Aufschwemmung
wurden pro Maus 0.2—0,3 ml i.p. appliziert.

Versuchsvarianten.
I's wurden folgende Verfahren zur Tiefgefrierung von infizierten Triatoma
infestans ausprobiert:
TABELLE
Ergebnisse der Infektion auf weilen Miusen mit Aufschwemmungen aus lief-
gefrorenen Wanzen, enthaltend infektidse metacyclische Formen von T. cruzi.
Kontrolle auf Trypanosomen durch Blutentnahme am Mausschwanz.

Zusalz Kuhlung Anzahl Tage bei —=79°C
bb 185
Glastuben physiol. NaCl-
Glyzerin sofort — 79° C positiv negativ
stufenweise # positiv
Glastuben ohne sofort — 79° C ¥ negativ
stufenweise ki negativ
Kunststofftuben physiol. NaCl.
Glvzerin sofort — 79° C positiv negativ
stufenweise positiv e
Kunststofftuben ohne sofort — 79° G positiv ¥
stufenweise positiv positiv
Konlrolle ohne keine positiv positiv

* = nicht geprifl.
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1. Wanzen in Glastuben.

2. Wanzen in Kunststofftuben ohne Zusatz.

3. Wanzen in Glastuben mit physiologischem Kochsalz-Glyzerin-Zusatz,

4. Wanzen in Kunststofftuben mit physiologischem Kochsalz-Glyzerin-Zusatz.

a) Verfahren 1—4 wurden nach VerschluB8 der Tuben sofort in ein Alkohol-
Trockeneis-Gemisch von — 79° C gebracht.

b) Die Tuben wurden stufenweise tiefgekiihlt; wihrend 10 Min. von Raum-
temperatur auf 0° C, dann wiihrend 10 Min. von 0° C bis — 15° ( und weitere
10 Min. von — 15° C bis — 79° C.

Versuchsdurchfithrung und Ergebnisse.

Es sind nicht infizierte & und § Wanzen zum Saugen auf Miuse gebracht
worden, die 20 Tage zuvor mit 7". cruzi infiziert worden waren. 4 Wochen spiiter
bei der zweiten Flitterung wurde der Wanzenkot auf metacyclische Formen
untersucht und als ausreichend positiv befunden. Die Wanzen wurden hierauf
tiefgekiihlt. Es wurde dabei stets darauf geachtet, da in jeder Versuchsvariante
nur Wanzen vom gleichen Infektionstag verwendet wurden, in denen sich der
Erreger withrend 4 Wochen hatte entwickeln koénnen, um méglichst gleich-
artige Bedingungen zu schaffen,

Diskussion der Ergebnisse.
Mit stufenweise tiefgefrorenen, metacyclischen Formen von 7'. cruzi konnten

nach halbjihriger Lagerung bei — 79° C Miuse infiziert werden. Bereits 20
Tage nach der Infektion wurden Trypanosomen im peripheren Blut der Miuse
festgestellt.

Nach 55tigiger Lagerung bei — 79° C zeigte sich noch kein Unterschied im
Infektionserfolg der verschiedenen von uns angewandten Gefrierverfahren. Das
schonungsvollere, stufenweise Tiefgefrieren bedingte, wie die halbjihrigen Ver-
suche zeigen, eine geringere Absterberate. Das Hinzufiigen von physiologischer
Kochsalz-Glyzerin-Losung ist bei der Verwendung von Kunststofftuben nicht
erforderlich, sondern nur bei Glastuben. Dies ist wahrscheinlich daraufl zuriick-
zufithren, daf3 Kunststoff ein schlechterer Wiirmeleiter ist als Glas und dadurch,
ihnlich dem Glyzerin, einen Schutz ausiibt auf das einzufrierende Material
bzw. auf dessen Auftauen.

Wir haben mit Absicht nur einen direkten Nachweis der Trypanosomen
im peripheren Blut versucht. Es wiire denkbar, daB andere Methoden,
z. B. mehrmaliges Saugenlassen von Wanzen auf den in unsern Priifungen
negativen Miiusen (Xenodiagnose), einen Nachweis der Infektion innerhalb der
20tigigen Inkubationszeit erbracht hiitte. Es war unser Ziel, fiir die Labor-
technik eine einfache und sichere Methode zu schaffen zur Stammhaltung von
T. cruzi in einem ihrer natiirlichen Ubertriiger bei nachfolgender guter Uber-
tragbarkeit auf Labortiere.
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