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Miscellaneum.

Tiefkühl-Konservierung von Trypanosoma cruzi in einem
der natürlichen Überträger (Triatoma infestans).*

Von V. Flück.
Schweizerisches Tropeninstitut, Basel.

Einleitung und Problemstellung.

Die Konservierung von Mikroorganismen in gefrorenem Zustand hat der
Labortechnik manche interessante Möglichkeit eröffnet. Blutparasiten, wie
beispielsweise Trypanosomen oder Spirochäten, müssen üblicherweise in Labortieren

gehalten oder auf künstlichen Nährböden gezüchtet werden, was einen
beachtlichen Aufwand an Arbeit und Tierverschleiß erfordert. Das oftmalige
Überimpfen eines Parasiten, das erforderlich ist bei seiner Stammhaltung auf
Labortieren, kann zu einer Veränderung seiner Virulenz oder ganz allgemein
zu einer Veränderung seiner biologischen Eigenschaften führen. Oftmals ist
auch der Transport von Mikroorganismen im gefrorenem Zustand recht
vorteilhaft oder überhaupt erst möglich, gegenüber dem Transport in Laborbzw.

Wirtstieren.
Zur Konservierung von Trypanosomen bei tiefen Temperaturen wurden

von Weinmann & McAllister (1947), von Polge & Soltys (1957) und von
Mühlpfordt (1960) erfolgreiche Methoden entwickelt. Die von uns im Prinzip
nachgearbeiteten Methoden von Mühlpfordt bewährten sich am besten.

Im Verlaufe unserer Arbeiten am Schweizerischen Tropeninstitut erschien
es wünschenswert zu untersuchen, ob Trypanosoma cruzi auch in Triatoma
infestans mittels tiefer Temperaturen konserviert werden kann, nachdem wir
mit der bereits erwähnten Methode festgestellt hatten, daß T. cruzi im Mäuseblut
ohne Beeinträchtigung seiner Virulenz bei tiefen Temperaturen sich über
Monate hinweg halten läßt.

Im Hinblick auf die Erhaltung der Virulenz von T. cruzi in seinem natürlichen

Überträger (Triatoma infestans) war es hier von besonderem Interesse,
die .Stammhaltung durch Anwendung tiefer Temperaturen zu vereinfachen.

Material und Methode.
Der von uns verwendete Stamm von T. cruzi trägt die Bezeichnung i Caracas

II und wurde im Mai 1957 von Dr. Pifano, Caracas, auf Mäuse überimpft
und von Frau Dr. Herbig an unser Institut gebracht. Die .Stammhaltung
erfolgte cyclisch auf Beduviiden (Triatoma infestans bzw. Rhodnius prolixus)
und Kleinsäugern (Mäuse bzw. Meerschweinchen). Die Wanzen werden jeweils
infiziert, indem man sie auf mit T. cruzi infizierten Mäusen oder Meerschweinchen,

deren Blut gut positiv ist, saugen läßt. Die Infektion eines Kleinsäugers
erfolgt durch i.p. Applikation von 0.1 0.3 ml aus einer Aufschwemmung von
3—4 im Mörser mit 3% Natrium-Citrat zerstoßenen gut infizierten Beduviiden.
oder es wird mit einer Injektionsspritze der infizierte Kot mehrerer Beduviiden
gesammelt, mit Natrium-Citrat verdünnt und davon ebenfalls 0.1—0.2 ml i.p.
in Kleinsäuger appliziert.

Der Kot der zum Tiefgefrieren vorgesehenen Wanzen wurde bei der 2.

Fütterung auf Trypanosomen untersucht und bei genügender Anzahl von infektiösen,

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 Röhrehen angehängten Deckel auf, der durch Aufdrücken

* Herrn Prof. Dr. Rudolf Geigy gewidmet mit herzlichen Glückwünschen
zum 60. Geburtstag.
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dicht schließt. Diese Tuben haben den Vorteil unzerbrechlich zu sein, außerdem
lassen sie sich während der Lagerung in der Kühltruhe zur Kontrolle oder
Materialentnahme öffnen und wieder verschließen. Es mußten gut schließende
Tuben verwendet werden; wenn trotzdem einmal Kühlmedium d. h. Alkohol
eindrang, so wurde bei der Entnahme aus der Kühltruhe der Röhrcheninhalt
(Blut oder Wanzen) vor dem Auftauen mit eiskaltem destillierten Wasser
ausgewaschen; das Angehen der Infektion erlitt dadurch keine Einbuße.

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

Als Behälter für das Tiefkühlgemisch verwendeten wir Lagerconservatoren
(Dewar-Gefäß) der Firma «Carba», Basel. Zu 4—5 Liter 95% Alkohol wurden
ca. 3—4 kg Trockeneis zugegeben, wodurch im Kühlbehälter ein Medium von
— 79° C erreicht wurde.

Die Zugabe von jeweils 2 ml physiologischer Kochsalz-Glyzerin-Lösung
(70% physiologische Kochsalzlösung X 30% Glyzerin) pro Kunststoff- oder
Glastube erfolgte im Sinne von Polge. Smith & Parkes (1948). die feststellten,
daß Glyzerin bei Spermatozoen eine .Schutzwirkung ausübt gegenüber tiefen
Temperaturen. Dasselbe beobachteten verschiedene Forscher später auch bei
der Anwendung tiefer Temperaturen gegenüber andern Mikroorganismen
(Smith. 1954).

Das Auftauen des Tubeninhaltes erfolgte durch Eintauchen in ein Wasserbad
von X 40° C. Nach dem Auftauen der Wanzen wurden Beine. Flügel und
Thorax weggeschnitten und die Abdomen von 2—3 Wanzen unter Zugabe von
0.5—1 ml Natrium-Citrat im Mörser zerstoßen. Von dieser Aufschwemmung
wurden pro Maus 0.2—0.3 ml i.p. appliziert.

Versuchsvarianten.

Es wurden folgende Verfahren zur Tiefgefrierung von infizierten Triatoma
infestans ausprobiert:

TABELLE
Ergebnisse der Infektion auf weißen Mäusen mit Aufschwemmungen aus
tiefgefrorenen Wanzen, enthaltend infektiöse metacyclische Formen von T. cruzi.

Kontrolle auf Trypanosomen durch Blutentnahme am Mausschwanz.

Zusatz Kühlung Anzahl Tage bei —79°C

55 185

Glastuben

Glas 1 üben

Kunststofftuben

Kunststofftuben

Kontrolle

physiol. NaCl-
Glyzerin

ohne

physiol. NaCl-
Glyzerin

ohne

ohne

sofort —79° C

stufenweise

sofort — 79° C

stufenweise

sofort — 79° C

stufenweise

sofort —- 79e C

stufenweise

keine

positiv
efe

clc

*

positiv
positiv

positiv
positiv

positiv

negativ
positiv

negativ
negativ

negativ

*

positiv

positiv

nicht geprüft.
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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 Verschluß der Tuben sofort in ein Alkohol-

Trockeneis-Gemisch von — 79° C gebracht.
b) Die Tuben wurden stufenweise tiefgekühlt; während 10 Min. von

Baumtemperatur auf 0° C, dann während 10 Min. von 0° C bis — 15° C und weitere
10 Min. von — 15° C bis — 79° C.

Versuchsdurchführung und Ergebnisse.
Es sind nicht infizierte ô und 9 Wanzen zum Saugen auf Mäuse gebracht

worden, die 20 Tage zuvor mit T. cruzi infiziert worden waren. 4 Wochen später
bei der zweiten Fütterung wurde der Wanzenkot auf metacyclische Formen
untersucht und als ausreichend positiv befunden. Die Wanzen wurden hierauf
tiefgekühlt. Es wurde dabei stets darauf geachtet, daß in jeder Versuchsvariante
nur Wanzen vom gleichen Infektionslag verwendet wurden, in denen sich der
Erreger während 4 Wochen hatte entwickeln können, um möglichst gleichartige

Bedingungen zu schaffen.

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

nach halbjähriger Lagerung bei — 79° C Mäuse infiziert werden. Bereits 20

Tage nach der Infektion wurden Trypanosomen im peripheren Blut der Mäuse
festgestellt.

Nach 55tägiger Lagerung bei — 79° C zeigte sich noch kein Unterschied im
Infektionserfolg der verschiedenen von uns angewandten Gefrierverfahren. Das
schonungsvollere, stufenweise Tiefgefrieren bedingte, wie die halbjährigen
Versuche zeigen, eine geringere Absterberate. Das Hinzufügen von physiologischer
Kochsalz-Glyzerin-Lösung ist bei der Verwendung von Kunststofftuben nicht
erforderlich, sondern nur bei Glastuben. Dies ist wahrscheinlich darauf
zurückzuführen, daß Kunststoff ein schlechterer Wärmeleiter ist als Glas und dadurch,
ähnlich dem Glyzerin, einen Schutz ausübt auf das einzufrierende Material
bzw. auf dessen Auftauen.

Wir haben mit Absicht nur einen direkten Nachweis der Trypanosomen
im peripheren Blut versucht. Es wäre denkbar, daß andere Methoden.
z. B. mehrmaliges Saugenlassen von Wanzen auf den in unsern Prüfungen
negativen Mäusen (Xénodiagnose). einen Nachweis der Infektion innerhalb der
20tägigen Inkubationszeit erbracht hätte. Es war unser Ziel, für die Labor-
technik eine einfache und sichere Methode zu schaffen zur Stammhaltimg von
T. cruzi in einem ihrer natürlichen Überträger bei nachfolgender guter
übertragbarkeit auf Labortiere.
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