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Schweizerisches Tropeninstitut, Basel

Parasitologische und
immunbiologische Untersuchungen tber die durch
Dipetalonema viteae erzeugte Nagetierfilariose

NikLAUSs WEISS
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Einleitung

BALTAZARD et al. (1953) haben die Haltung einer «nouvelle filaire de labora-
toire» beschrieben. Es handelt sich dabei um die von CHABAUD (1952) in der
Wiistenratte Meriones libycus entdeckten Filarie Dipetalonema blanci. Spiter hat
es sich gezeigt, daB diese neue Art mit der 1933 von KREPKOGORSKAJA beschriebe-
nen Filarie Litomosa wite aus Rhombomys opimus identisch ist. Seither ist der
Name Dipetalonema viteae gilltiz, Englische Autoren verwenden D, witei als
Schreibweise. Die systematische Stellung von D. viteae ist noch nicht sicher abge-
klart. Nach YEH (1957) gehort dieser Parasit zur Gattung Monigofilaria.

Bis heute sind nur wenige Studien iiber D. viteae verdffentlicht worden. An-
gaben liber den Lebenszyklus dieser Art, bei welcher die Lederzecke Ornithodorus
tartakovskyi und die Schildzecke Rhipicephalus spec. Zwischenwirte sind, stam-
men von CHABAUD (1954). Bain (1967) hat die larvale Entwicklung in O. tarta-
kovskyi und O. erraticus untersucht. TERRY et al. (1961) haben Geschlechtsorgane,
Gametogenesis und Entwicklung der Mikrofilarien beschrieben. Eine Infektion
durch transplacentire Ubertragung der Mikrofilarien von infizierten Weibchen auf
thre Jungen haben wir im Laboratorium beobachtet (GEIGY, AESCHLIMANN &
WEIss, 1967). 1967 habe ich in Zusammenarbeit mit dem Institut Pasteur de
I'Tran Feldforschungen im Iran durchgefiihrt. Bei diesen epidemiologischen Unter-
suchungen sind Meriones persicus als neuer Hauptwirt und Ornithodorus erraticus
sonurai als Ubertriger entdeckt worden (CHaMsA & WEISS, 1969).

Zur Priifung potentieller filaricider Substanzen in chemotherapeutischen Unter-
suchungen eignen sich besonders Laborinfektionen mit der Baumwollrattenfilarie,
Litomosoides carinii, und den Filarien des Hundes, Dirofilaria immitis und D. re-
pens. Die Haltung im Laboratorium sowie die Wirkung bekannter filaricider Sub-
stanzen auf D. viteae haben Wonrms et al. (1961) beschrieben. Vor- und Nachteile
von D.viteae im Vergleich zu L. carinii sind diskutiert worden. Dabei sind die
genannten Autoren zu folgenden Schliissen gelangt: 1. Fiir grofangelegte chemo-
therapeutische Untersuchungen ist L. carinii besser geeignet. 2, Fiir Demonstra-
tions- und allgemeine parasitologische Studienzwecke im Labor ist D. viteae L.
carinii vorzuzichen.

Im Rahmen meiner Dissertation bin ich der Frage nachgegangen, wie dic
Infektion mit D. viteae im Hauptwirt verliuft. Ich habe den Infektionsveriauf
in zwei Laborwirten, dem Goldhamster und Gerbillus hirtipes, mit demjenigen
im natiirlichen Wirt, Meriones libycus, verglichen. Dabei habe ich eine Wirts-
immunitit gegen Mikrofilarien bei M. libycus und beim Hamster festgestellt.
Diese {iberraschende Beobachtung hat mein Interesse fiir Wirt-Mikrofilarien-
Beziehungen geweckt, die dann zum Mittelpunkt meiner Untersuchungen gewor-
den sind. Eine kurze, vergleichende Ubersicht iiber den Infektionsverlauf bei
M. libycus und beim Hamster sowie iiber eine Immunitit gegen Mikrofilarien
habe ich schon verdfTentlicht (WEiss, 1969 a). Serologische Untersuchungen beim
Hamster sind mit Hilfe der indirekten Immunofluoreszenzmethode durchgefiihrt
worden (WEISs, 1969 b).

Die vorliegende Dissertation ist unter der Anleitung von Herrn Prof. Dr. R.
Geigy und Herrn PD Dr. A. Aeschlimann entstanden, denen ich fiir ihre Anre-
gungen und fiir ihr stetes Interesse an meiner Arbeit sowie fiir den Arbeitsplatz
am Schweizerischen Tropeninstitut herzlich danke. AuBerdem bedanke ich mich
bei Herrn Dr. C. Lambert, der mir das Arbeiten in den Laboratorien der CIBA
Aktiengesellschaft, Basel, ermoglicht hat, und bei Herrn R. Dufey, der mich in
die Methoden eingefiihrt hat.
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Material und Methoden
1. Material

Der Stamm von D. viteqe ist von CHABAUD (1952) im Iran isoliert werden und
wird seit mehreren Jahren in der CIBA AG, Basel, gehalten. Die beiden Stimme,
die wir 1967 bei Qaleh-Morghi und Ghasvin (Iran) isoliert haben (vgl. CHAMSA
& WEIss, 1969), sind in den Versuchen nicht verwendet worden. Als Zwischen-
wirte dienen Lederzecken der Art Crnithodorus tartakovskyi aus der Zucht des
Schweizerischen Tropeninstituts, Basel. Die meisten Wirtstiere stammen aus der
Zucht der CIBA AG, Basel.

2. Methoden

Angaben zur Haltung der Filarie D. viteae sowie ihres Haupt- und Zwischen-
wirtes im Laboratorium finden sich in der Arbeit von Worms et al. (1961). Im
groflen und ganzen habe ich seine Methoden libernommen. Abidnderungen sind
untenstehend aufgefiihrt.

2.1. Haltung und Infektion des Zwischenwirtes

Die Zecken werden bei 26° C und hoher Luftfeuchtigkeit (um 90°) gehalten
und alle 2-3 Monate auf Meerschweinchen oder M. libycus gefiittert. Die In-
fektion des Zwischenwirtes erfolgt mittels Blutmahlzeit auf nicht narkotisierten
M. libycus. Die besten Infektionsergebnisse sind bei einer Mikrofilardmie in der
Hohe von 100-300 Mikrofilarien pro 20 mm3 zu erwarten. Bei hoheren Werten
sterben viele der infizierten Zecken. Die larvale Entwicklung der Filarien in
O. tartakovskyi dauert bei 26° C circa 30 Tage. Bis zu 250 Larven entwickeln sich
in einer einzigen Zecke. Lebende Larven konnten noch nach 2!/» Jahren in ihrem
Zwischenwirt nachgewiesen werden.

2.2. Infektion und Kontrolle des Hauptwirtes

Die infektiosen Larven aus der Hidmolymphe sezierter Zecken werden in
physiologischer Kochsalzlosung ausgezihlt. Die Nagetiere werden meist durch
subcutane (in wenigen Fillen intraperitoneale) Injektion der infektiosen Larven
infiziert. Bei Infektion sind M. libycus und Hamster 50-70 g und G. hirtipes
25-30 g schwer. Die Infektionsdosis betrigt meist zwischen 80 und 120 infektioser
Larven III pro Tier fiir M. libycus und Hamster und zwischen 60 und 90 fiir
G. hirtipes.

Die um 200 i langen Mikrofilarien! im Blut werden mittels Augenpunktion an
mit Ather andsthesierten Tieren vierzehntidglich nachgewiesen. Dabei wird das Blut
eines dicken Tropfens von 20 mm? nach Hamolyse (mit dest. H,O), Fixierung mit
Methanol und Firbung mit Hamatoxylin (Delafield) auf Mf untersucht. Bei
negativem Ergebnis wird ein zweiter dicker Tropfen gepriift. Bei hohen MI-
Zahlen wird das Blut mit Natriumcitratlosung auf 1/20 verdiinnt.

Zum Nachweis der Filarien im subcutanen Bindegewebe und den Fascien der
Muskulatur werden die Tiere getotet und sofort gehdutet. AnschlieBend werden
Peritoneal- und Pleurahéhle auf Filarien untersucht. Das subcutane Fettgewebe,
vor allem bei Hamstern zu finden, wird in physiologische Kochsalzlésung ein-
gelegt. Nach einiger Zeit treten die Filarien aus.

1 Mikrofilarien werden im weiteren als Mf bezeichnet.
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2.3. Mf-Injektionen, Filarientransplantationen und in vitro-Versuche

Bei den Injektionsversuchen mit Mf werden 1-2 ml Blut infizierter G. hirtipes
mit hoher Mikrofilaramie nach Versetzen mit Natriumcitratlosung und Bestim-
mung der Mf-Zahl subcutan injiziert. Bei Gewichtszunahme der Tiere werden
die bei spateren Kontrollen gemessenen Mf-Werte auf das Injektionsgewicht
umgerechnet 2.

Durch Sektion gewonnene adulte Filarien werden nach kurzem Aufenthalt in
steriler NaCl-Losung oder «Schistosomen-Medium» 3 mittels einer Inzision der
Haut in der Steifiregion implantiert.

In vitro-Versuche habe ich in kleinen Petri-Schalen mit sterilem «Schistosomen-
Medium» bei 37° C durchgefiihrt. Alle Tage werden die Filarien in neues Medium
gelegt. Fiir 2 Filarien pro Petri-Schale werden 5 ml Medium benétigt. Um die
tagliche Mf-Produktion zu bestimmen, wird das Medium zentrifugiert (3000 U/min
wiahrend 10 min) und bis auf 0,5 ml abpipettiert. Nach Aufschiitteln des Nieder-
schlages werden 2 Proben von je 10 mm? Medium ausgezihlt.

2.4. Splenektomie

Die Nager werden intraperitoneal mit Nembutal (0,1 ml/100 g Korpergewicht)
narkotisiert. Die Milz wird nach iiblicher Methode unter sterilen Kautelen ent-
nommen. Nach beendigter Operation sowie an den beiden folgenden Tagen wer-
den je 10000 E Penicillin pro 100 g Korpergewicht i.p. injiziert.

Resultate
1. Hauptwirte fiir D, viteae

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die bis heute in der Natur ge-
fangenen Wiistenrattenarten, die mit D. viteae infiziert gewesen sind.
Es handelt sich dabei um Nagetiere der Gattungen Meriones und

Rhombomys.
TABELLE 1

Natiirliche Wirte fiir D. viteae

Wirt Fundort Autor
Rhombomys opimus Kasakstan KREPKOGORSKAJA (1933)
(Licht. 1823)
Meriones libycus NO - Iran CHABAUD (1952)
(Licht. 1823)
Meriones erythrourus Tadzhikistan DERLYATKO (1962)
(Gray 1842)
Meriones persicus Iran (Teheran, Ghasvin)  CHAMSA & WEISS (1969)

(Blanford 1875)

2 Es wird angenommen, dafl das Blutvolumen in bezug auf das Korpergewicht
konstant bleibt,

3 «Schistosomen-Medium» enthdlt 1000 ml Hanks, 400 ml «Parker 199», 600 ml
Kilberserum, 100 E/ml Penicillin und 40 @/ml Streptomycin (C. R. LAMBERT, 1966).
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Fiir Laboratoriumsversuche wiirde man die {iiblichen Nagetiere, wie
Hamster, Miuse und Ratten, den Wiistenratten vorziehen, da die Zucht
der ersteren weit erfolgreicher ist und somit geniigend Tiere zur Ver-
fiigung stehen. Jedoch sind Laborratten, weiflfe Mause, Meerschwein-
chen sowie Mastomys coucha resistent gegen eine Infektion mit D. viteae
(Worwms et al., 1961; SEN & BHATTACHARYA, 1964). Einzig der Hamster
146t nach Worwms et al. (1961) eine erfolgreiche Entwicklung der Fila-
rien zu. BAIN (1967) hat Meriones shawi erfolgreich infiziert, und mir
st die Infektion von M. unguiculatus, M. vinogradovi sowie von Ger-
billus hirtipes gelungen.

Das Wirtsspektrum fiir D. viteae umfalBBt neben Arten der Unter-
familie der Gerbillinae (Wiisten- und Rennmiuse) auch den Goldham-
ster. Die Empfianglichkeit von Goldhamster und G. hirtipes entspricht
der systematischen Bezichung zu den natiirlichen Wirten, werden doch
nach SiMPsON (1945) die Gattungen Mesocricetus, Gerbillus und Me-
riones zu der Familie der Cricetidae (Hamsterdhnliche) gerechnet.

2. Infektionsraten

M. libycus, Hamster und G. hirtipes sind mit infektiosen Larven*
subcutan injiziert worden. Die sich daraus ergebenden Infektionsraten
sind in Tabelle 2 zusammengestellt. AuBBerdem habe ich 2 M. persicus
und 2 M. vinogradovi sowie 5 von 7 M. unguiculatus erfolgreich in-
fiziert.

TABELLE 2

Infektionsraten

Anzahl infizierter Tiere erfolgreiche Infektionen

von in %
M. libycus 90 69 76,7
41 Weibchen 26 63,4
49 Minnchen 43 87,7
Hamster 39 39 100
18 Weibchen 18 100
21 Minnchen 21 100
G. hirtipes 36 35 97,3
19 Weibchen 18 94,8
17 Mannchen 17 100

4 Im weiteren als L III bezeichnet.
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Die Infektionsrate fiir M. libycus betragt 76,7%/p und ist mit dem
von WorMS et al. (1961) gefundenen Wert von 840/ vergleichbar.
Interessant ist, dafl die Infektionsrate bei den ménnlichen M. libycus
wesentlich hoher liegt als bei den Weibchen. Der Unterschied ist jedoch
statistisch nicht signifikant. Solche geschlechtsbedingten Unterschiede
sind schon bei anderen Wurminfektionen festgestellt worden ®. Bei den
beiden anderen untersuchten Wirten, dem Hamster und dem G. hir-
tipes, sind die Infektionsraten hoher als beim natiirlichen Wirt und un-
abhidngig von seinem Geschlecht.

3. Infektionsverlauf von D.viteae bei M. libycus, beimn Hamster
und bei G.hirtipes

3.1. Die Pripatenzzeit

In der Pripatenzzeit, der Zeit von Infektion bis zum Auftreten der
ersten Mf, entwickeln sich die L III zu adulten Filarien. CHABAUD
(1954) hat einige Angaben liber diese Entwicklung publiziert. Ebenso
hat er die einzelnen Entwicklungsstadien beschrieben. Sie sind alle im
subcutanen Bindegewebe und in den Fascien der Muskulatur zu finden.
Etwa 7 Tage nach Infektion hduten sich die L III. Darauf folgt ein
rasches Langenwachstum. Die L IV hiduten sich zu adulten Filarien vor
dem 21. Tag nach der Infektion. Zu diesem Zeitpunkt sind die Ménn-
chen 13-15 mm, die Weibchen 15-21 mm lang. Das Lingenwachstum
wird bis etwa 3 Monate post inf. fortgesetzt. Minnliche Filarien kon-
nen bis zu 4 cm, weibliche bis zu 7 cm lang werden.

Die Linge der Priapatenzzeit bei den verschiedenen Wirten ist in
Tabelle 3 aufgefiihrt. Sie betrédgt fiir den natiirlichen Wirt, M. libycus,

TABELLE 3
Die Pripatenzzeit von D. viteae in M. libycus, Hamstern und G. hirtipes

Wirt Priapatenzzeit in Tagen Autor
M. libycus ca. 50 CHABAUD (1954)
42-65 WoRrMS ct al. (1961)
46-59 WEISS
Hamster 49-57 WEISS
G. hirtipes 51-58 WEIss

5 Z.B. von TopD & HOLLINGSWORTH (1952) fiir Ascaridia galli beim Huhn.
SADUN (1948 und 1951) hat die Beziehungen von Sexualhormonen zur natiirlichen
Resistenz und zu ihren Wirkungen auf das Wachstum des Parasiten A4. galli unter-
sucht.
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wie fiir den Hamster und den G. hirtipes etwa 7-8 Wochen. Die Uber-
einstimmung der Pridpatenzzeit 1d6t auf eine gleiche Entwicklung des
Parasiten in den Laborwirten wie im natiirlichen Wirt schlief3en.

3.2. Verlauf und Dauer der Mikrofilarimie

Etwa 7-8 Wochen post inf. kann eine Mikrofilarimie verschieden
langer Dauer beginnen. Nach WorwmS et al. (1964) erreicht die Mikro-
filaramie bei M. libycus ungefiahr 80 Tage nach Infektion einen Hohe-
punkt. Es sind zwischen 10 und 800 Mf/mm® gefunden worden. Die
Mikrofilaramie kann bis 15 Monate andauern. Genauere Beobach-
tungen zum Verlauf der Mikrofilaramie sind nicht beschrieben. In
Tabelle 4 werden die Versuchstiere nach der Dauer der Mikrofilarimie
sowie nach der bei Sektion gefundenen Anzahl weiblicher Filarien in
5 Gruppen dargestellt.

TABELLE 4

Gruppeneinteilung

Gruppe Mikrofilaramie Sektionsbefund

keine Filarien

keine o .
B nur Filarien eines
Geschlechts
G keine oder eine
kiirzer als weibliche Filarie
3 Monate )
D mehr als eine
weibliche Filarie
E langer als mehr als eine
3 Monate weibliche Filarie

Tiere, deren Sektion vor dem 5. Monat nach Infektion ausgefiihrt
worden 1ist, konnen hier nicht beriicksichtigt werden.

Meriones libycus: Uber die Gruppeneinteilung der infizierten M. li-
bycus gibt Abbildung 1 A eine Ubersicht. Es konnen 77 der 90 M. liby-
cus beriicksichtigt werden. M. libycus sind in allen Gruppen vertreten;
doch tiberwiegen in den Gruppen A und C die Weibchen, in den Grup-
pen B und besonders D und E die Minnchen. Die Gruppeneinteilung
ist signifikant vom Geschlecht abhingig (y*-Test, a <5%).
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% a2 A M. LIBYCUS
40 -
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>4 B: HAMSTER
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Abb. 1. Nach Geschlecht getrennte Gruppenverteilung bei M. libycus, Hamstern
und G, hirtipes (in %o aller infizierten Tiere). Schwarze Sdulen: Weibchen, weille
Saulen: Miannchen.

Hamster: Bei allen 39 Hamstern haben sich aus den L III Filarien
entwickelt (Abb. 1 B). In den Gruppen A und B ist kein Tier zu finden.
34 der 39 Hamster sind in die Gruppe D einzuordnen. Ein Tier der
Gruppe C und 4 Tiere der Gruppe E bilden Ausnahmen vom iiblichen
Infektionsverlauf.

Gerbillus hirtipes: 35 der 36 G. hirtipes sind erfolgreich infiziert
worden. 16 G. hirtipes sind schon 3 bis 4 Monate nach Infektion seziert
worden (da die Filarien als Antigen benstigt worden sind) und kom-
men fiir die Gruppeneinteilung nicht in Betracht. Es hat sich gezeigt,
daf3 die Infektion sehr gut angeht. Doch sind alle Tiere 4 bis 7 Monate
post inf. gestorben. Einige sind stark abgemagert und manche (auch
schwach infizierte) sind an den Hinterbeinen gelahmt gewesen. Ob ein
direkter Zusammenhang zur Infektion besteht, ist nicht abgeklirt.

Die Gruppenzugehdrigkeit der 20 G. hirtipes ist in Abbildung 1C
aufgezeichnet. 17 Tiere fallen in die Gruppe E, eines in die Gruppe A
und zwei in die Gruppe C.
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3.2.1. Gruppe A

Mit Ausnahme eines G. hirtipes sind nur M. libycus erfolglos in-
fiziert worden. Entsprechend der niederen Infektionsrate fiir die Weib-
chen sind in Gruppe A 36,69, aller infizierten Weibchen und nur
23,3%/y aller Mannchen einzuordnen.

3.2.2. Gruppe B

Bei 8 von 90 infizierten M. libycus sind bis zu 7 Filarien nur eines
Geschlechtes gefunden worden. Mf sind keine festgestellt worden.
Offenbar konnen sich Mf nicht parthenogenetisch entwickeln. Unter-

suchungen iiber eine Parthenogenese bei Filarien sind mir nicht be-
kannt.

3.2.3. Gruppe C

Die Tiere der Gruppen C und D zeichnen sich durch eine kurze
Mikrofilardmie aus, wobei diejenigen der Gruppe C nur eine schwache
Mikrofilardimie mit Werten meist unter 10 Mf/20 mm?® (max. 50 M{f/
20 mm?®) haben. Die Abgrenzung zur Gruppe D ist auf Grund der Sek-
tionsergebnisse durchgefiihrt. — Bei 6 Tieren lassen sich keine oder nur
calzifizierte Filarien nachweisen. Die Calzification und Lysis der Filarien
bei beginnender Mf-Produktion ist Grund fiir die kurze Mikrofilarimie.
Bei 2 M. libycus und einem Hamster ist bei Sektion noch eine lebende
weibliche Filarie gefunden worden. Ein Nachweis von Mf ist nur wih-
rend kurzer Zeit moglich gewesen. Die Ursache der kurzen Mikro-
filardmie ist nicht weiter untersucht worden. Moglicherweise sind nur
wenige Mf abgegeben worden, die mit der Methode nicht feststellbar
gewesen sind.

3.2.4. Gruppe D

Tiere, in denen nach einer kurzen Patenzzeit mehr als eine weib-
liche Filarie gefunden wird, gehdren in die Gruppe D. Von den M. liby-
cus sind 15,5%, d. h. 12 Minnchen und 2 Weibchen, in diese Gruppe
eingeteilt. Der Verlauf der Mikrofilarimie und das Sektionsergeb-
nis dreter Tiere zeigt Abbildung 2. 87,29/ der infizierten Hamster
(18 Minnchen und 16 Weibchen) haben ebenfalls eine kurze Mikro-
filarimie. Abbildung 3 gibt einige Beispiele. — Die Mikrofilarienkurve
steigt rasch an. 2 bis 3 Wochen nach Beginn erreicht die Mikrofilardmie
thr Maximum (bis zu 230 Mf/20 mm?® bei M. libycus und 420 Mf/20 mm?®
bei Hamstern). 4 bis 5 Monate post inf. sind keine Mf im peripheren
Blut mehr nachweisbar. Bei der Sektion werden aber lebende Filarien
(3—32 Weibchen bei M. libycus und 11-71 Weibchen bei Hamstern)
gefunden, die in vitro Mf abgeben. Die Tiere dieser Gruppe zeigen ein
Immunphinomen gegen Mf, auf das ich im Kapitel 7 eingehen werde.
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Abb. 2. Gruppe D: Verlauf der Mikrofilarimie bei M. libycus. Sektionsbefunde
in Klammern.

3.2.5. Gruppe E

Beim M. libycus dauert die Mikrofilardmie zwischen 6 und 17 Mo-
naten mit einem Mf-Maximum 5 bis 8 Monate nach der Infektion.
Bei einem Tier sind bis zu 22 000 Mf/20 mm?® gezihlt worden. 319/
der infizierten M. libycus, 19 Minnchen und 9 Weibchen, befinden sich
in Gruppe E. Abbildung 4 gibt Beispiele des Mikrofilaramieverlaufes
und der Sektionsergebnisse.

Bei 4 Hamstern ist die Patenzzeit langer als 3 Monate gewesen. Bei
allen sind bakterielle Infektionen, hervorgerufen durch Bilwunden,
festgestellt worden, woran zwei Tiere 6 bzw. 7'/ Monate post inf. ge-
storben sind. Vor ihrem Tode sind 1700 bzw. 4500 Mf in 20 mm® Blut
funden worden (Abb. 5 a und b).

17 von 20 G. hirtipes, deren Gruppenzugehorigkeit bestimmbar
war, befinden sich in dieser Gruppe. Bei den meisten Tieren ist eine
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Abb. 3. Gruppe D: Verlauf der Mikrofilarimie beim Hamster. Sektionsbefunde
in Klammern.

hohe Mikrofilarimie aufgetreten. Bis zu 25 000 Mf/20 mm?® sind ge-
ziahlt worden. Die Tiere sind jedoch vor dem Absinken der Mf-Kurve
(in einem Fall kurz nachher) gestorben. Abbildung 6 zeigt den Infek-
tionsverlauf eines G. hirtipes bis zum 7. Monat.

Zusammenfassung von Kapitel 3

Die Dauer der Mikrofilardmie ist bei M. libycus, Hamstern und bei
G. hirtipes untersucht worden. Um die Ergebnisse iibersichtlicher dar-
stellen und besser vergleichen zu konnen, sind 5 Gruppen gebildet
worden (Tabelle 4). Eine Gesamtiibersicht iiber die Gruppenzugehorig-
keit der 3 Wirte gibt Tabelle 5.
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Abb. 4. Gruppe E: Verlauf der Mikrofilarimie bei M. libycus. Sektionsbefunde
in Klammern.
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Abb. 5. Gruppe E: Verlauf der Mikrofilarimie beim Hamster. Sektionsbefunde
in Klammern.
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Abb. 6. Gruppe E: Verlauf der Mikrofilardmie bei G. hirtipes. Sektionsbefund
in Klammern.
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TABELLE 5
Gruppenzugehorigkeit von M. libycus, Hamster und G. hirtipes

Art Total Gruppen

A B e D E unbest.

M. libycus 90 21 8 6 14 28 13
Minnchen 49 6 5 1 12 19 6
Weibchen 41 15 3 5 2 9 7

Hamster 39 0 0 1 34 4 0
Mannchen 21 0 0 0 18 3 0
Weibchen 18 0 0 1 16 1 0

G. hirtipes 36 1 0 2 0 17 16
Minnchen 17 0 0 0 0 9 8
Weibchen 19 1 0 2 0 8 8

Eine vergleichende Betrachtung der Ergebnisse fiihrt zu folgenden

Schliissen:

1. M. libycus, der natiirliche Wirt fiir D. viteae, ist in allen Gruppen
anzutreffen. Die Gruppenverteilung ist im Gegensatz zum Hamster
und G. hirtipes geschlechtsabhingig. Die Infektion verlduft bei den
Mannchen erfolgreicher als bei den Weibchen. Bei 65,39/ der
Minnchen im Gegensatz zu nur 399/¢ der Weibchen ist es zu einer
Mikrofilardmie gekommen.

2. Bei allen Goldhamstern ist eine Mikrofilarimie aufgetreten. 87,29/
der Tiere sind in Gruppe D eingeteilt.

3. AuBer einem Tier sind alle G. hirtipes erfolgreich infiziert worden.
859/p befinden sich in Gruppe E. Diese Tiere sind vor dem 7. Monat
post inf. gestorben.

4. Wie in Kapitel 7 ausgefiihrt wird, besteht eine Immunitidt des Wir-
tes (Gruppe D) gegen MIf bei M. libycus und Hamstern, nicht aber
bei G. hirtipes. Beim Hamster ist sie die Regel.

5. Zur Haltung von D. viteae im Laboratorium sind ménnliche M. liby-
cus den anderen Wirten vorzuziehen, denn 44,2°/, der infizierten
Minnchen sind iiber Monate Mf-positiv (GruppeE).

4. Lebensdauer und Verteilung der Filarien im Wirtskorper

4.1. Lebensdauer der Filarien

Filarien werden vom Wirtsorganismus nur wihrend einer be-
schrinkten Zeit toleriert. Durch Abkapselung und Lysis werden sie
vernichtet. Der Beginn dieses Prozesses kann nach Sektionsbefunden
beim Hamster ab 10. Monat, bei M. libycus ab 12. Monat post inf.
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angesetzt werden. Allerdings wird bei einigen Tieren (Gruppe C) eine
frithzeitige Abwehrreaktion festgestellt. Lebende Filarien konnen beim
Hamster 15 Monate und beim M. libycus 16 Monate post inf. noch
festgestellt werden. 2 M. libycus mit einer Mikrofilardmie von 19 Mo-
naten lassen auf eine noch lingere Lebensdauer schlieBen.

4.2. Verteilung der Filarien im Wirtskorper

Sektionsbefunde bei M. libycus und Hamstern nach artifizieller In-
fektion lassen erkennen, dafl die Filarien vor allem im subcutanen
Bindegewebe der Riickenseite sowie den Fascien der Riicken-, Steil3-
und Oberschenkelmuskulatur gefunden werden (Abb. 7 a und c). Es ist
fraglich, ob diese Ergebnisse durch den dorsal gelegenen Infestations-
ort bedingt sind; denn Autopsien von natiirlich infizierten M. persicus,
die 1967 von uns im Iran gefangen worden sind (vgl. CHAMSA & WEISS,
1969), haben ergeben, daf3 deren Filarien ebenfalls die Dorsalseite und
die Hinterextremitdten bevorzugt aufsuchen (Abb.7b). 80,40/, aller

, 8) M.LIBYCUS b)Y M.PERSICUS
C/ ] subcutane Inj. natdrlich infiziert
5;_ % 21 Tiere 30 Tiere
% 657 Filarien N -] 336 Filarien
1%
30 - 7 7
Ir
é / orn % orra e i -1
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
o/ |
% C) HAMSTER d) HAMSTER
701 subcutane Inj. intraperitoneale Inj.
_ 28 Tiere 4 Tiere
959 Filarien 177 Filarien
504
307
10+

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Abb. 7. Verteilung der Filarien im Wirtskorper. 1: dorsal, 2: Hinterextremititen,
3: Vorderextremitdten, 4: ventral, 5: intraperitoneal.
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Filarien sind in der Steillregion und an den Hinterbeinen gefunden
worden. Nach intraperitonealen Injektionen mit infektiosen Larven in
Hamster ergibt sich ein dhnliches Verteilungsbild wie nach subcutanen
Injektionen (Abb. 7d). Die Filarien der Art D. viteae bevorzugen
offenbar bestimmte Korperregionen.

Bei Tieren mit starkem Filarienbefall werden ofters einzelne Fila-
rien in der Peritonealhohle gefunden. Es handelt sich dabei um eine
Konkurrenzerscheinung, die zu einer Migration der Wiirmer in tiefere
Muskelschichten und schlieflich in die Peritonealhohle fiihrt®. Die
Peritonealhohle ist aber offenbar kein giinstiges Milieu, denn 93,8/
der Filarien vollzichen ihre weitere Entwicklung auflerhalb der Bauch-
hohle. Von den restlichen sind die meisten schon 4 Monate post inf.
calzifiziert aufgefunden worden.

5. Die Entwicklungsraten

Durch die Anzahl injizierter L III pro Tier ist die Infektionsdosis
bestimmt. Fiir Tiere, die vor der Abkapselung der Filarien seziert wer-
den, 14Bt sich der Anteil der Larven, die sich zu adulten Wiirmern
entwickelt haben, berechnen (= Entwicklungsrate). Tabelle 6 gibt dar-
liber Auskunft.

Die mittleren Infektionsdosen (mL) pro Gruppe fiir den jeweiligen
Wirt weichen nicht stark voneinander ab. Der Verlauf der Mikrofilar-
amie ist somit von der Infektionsdosis unabhéngig.

Die mittlere Anzahl weiblicher Filarien pro Tier (mwF) ist fiir
Gruppe A definitionsgemill null. Diejenige fiir die Tiere der Grup-
pen B und C liegt unter 1. Interessant ist ein Vergleich der Gruppen D
und E. Fiir M. libycus betragen die mwF 14,49/y bzw. 15,40/o, sind
also beinahe gleich. Die kurze Mikrofilaramie der M. libycus in der
Gruppe D kann deshalb nicht durch eine geringere Anzahl weiblicher
Filarien erklart werden. Beim Hamster ist die mittlere Anzahl weib-
licher Filarien um 50°/¢ hoher als der entsprechende Wert von M. liby-
cus. Ein Vergleich mit der Gruppe E ist hier nicht moglich, da nur ein
Einzelwert zur Verfiigung steht.

Die mittlere Entwicklungsrate (mE) von D. viteae in der Gruppe A
ist definitionsgemdfl 0%/p und in den Gruppen B und C sehr niedrig.
Die mE der Gruppen D und E sind vergleichbar. Sie miissen aber mit
Vorsicht interpretiert werden, da grofe individuelle Schwankungen der
Einzelwerte festzustellen sind. Die Extremwerte fiir M. libycus betra-

6 BERTRAM (1958) hat fiir Litomosoides carinii ein dhnliches Konkurrenzpha-
nomen beschrieben. Bei sehr starken Infektionen werden die Wiirmer in der
Pleurahohle im Wachstum beeintrichtigt. Einige wandern in die Peritonealhohle
aus, wo ihr Wachstum nicht oder nur wenig beeinflufit wird.
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TABELLE 6
Die Entwicklungsraten
Gruppe Tierart Anzahl+ Sex mL mwF mF mE in %
M. libycus 15w 105 0 0
A 6 m 95 0 0
21 102 0 0 0
G. hirtipes 1w 60 0 0 0
M. libycus 3w 90 <1 3
B 5m 90 <1 2,6
8 90 <1 2,8 3,1
M. libycus 5w 75 <1 2.4
1m 100 0 0
C 6 80 <1 2,0 2.5
Hamster 1w 65 1%* 13 %
G. hirtipes 2w 60 1 2.5
M. libycus 2w 118 16,5 34,5
12 m 85 14,0 22,8
14 90 14,4 24.5 275
D Hamster 8w 130 26,6 51,7
3w oEE 110 24,0 52,6
10 m 90 17,0 31,6
21 109 21,7 42,0 38,5
M. libycus 2w 105 19,5 42,0
12 m 108 14,8 26,4
14 108 15,4 28,6 26,5
E Hamster 1m 125 27 37
G. hirtipes 4 w 65 8.3 12,8
3m 90 227 41,3
7 76 14,4 25,0 32,9

At Infektion i.p.
mL  durchschnittliche Infektionsdosis (L I11/Tier).

mwF

unbestimmte Anzahl calzifizierter Filarien.

mE  mittlere Entwicklungsrate pro Gruppe.
w Weibchen.
m Mainnchen.

durchschnittliche Anzahl weiblicher Filarien pro Tier der Gruppe.
mF  durchschnittliche Anzahl Filarien pro Tier der Gruppe.
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gen in der Gruppe D 6%/ und 479 und in der Gruppe E 39/ und
78%/y, diejenigen fiir den Hamster in der Gruppe D 149/ und 749/.

Da nicht alle Tiere jeder Gruppe zur Auswertung herangezogen
werden konnen, ist die mE aller M. libycus und Hamster nicht berech-
net worden. Drei Tatsachen sprechen aber dafiir, daB3 im Hamster die
mE gesamthaft hoher ist als im natiirlichen Wirt: 1. Die Infektionsrate
des Hamsters ist hoher (Kapitel 2), 2. 97,40/y der Hamster, im Gegen-
satz zu nur 54,5%¢ der M. libycus, gehoren in die Gruppen D und E,
und 3. die mE der Hamster der Gruppe D ist grofBer als der Vergleichs-
wert des natlirlichen Wirtes,

6. Beziehungen zwischen Mikrofilarien und den Wirten
M. libycus und Hamster

Im Kapitel 3.2. sind Verlauf und Dauer der Mikrofilardmie bei den
verschiedenen Wirten beschrieben. Mf werden tiiber kiirzere oder lin-
gere Zeit im Wirtsblut toleriert (vgl. Gruppen D und E). Auf das
Phdnomen einer Immunitdt gegen Mf soll im nidchsten Kapitel einge-
gangen werden. Hier sind Untersuchungen zur Bestimmung der Uber-
lebenszeit von Mf im Blut reiner Tiere dargestellt. Ebenso werden Ver-
suche beschrieben liber den EinfluB der Wirtsreaktion und der Milz
auf die Linge der Mikrofilaramie.

6.1. Mikrofilarien im Wirtsorganismus

WoRrMS et al. (1961) haben Angaben iiber die Verteilung von Mf in
den verschiedenen Organen bei M. libycus veroffentlicht. 53,59/ aller
Mf sind im Blut, 37,19/ in der Skeletmuskulatur, je 2,3%/p in Lunge
und Nieren und 2,69/ in der Herzmuskulatur zu finden. Die grof3iten
Mfi-Dichten weisen Blut, Lunge und Herzmuskel auf. Im Herzmuskel
ist sie sechsmal grof3er als in der Skeletmuskulatur. Die Autoren weisen
darauf hin, dafl die Mf nach dem Tode des Wirtes bis zur Fixierung
der Organe ihren Aufenthaltsort dndern konnen. Ihre Resultate geben
also nicht die genaue Verteilung der Mf im lebenden Tier wieder.
Vor allem im linken Herzventrikel und im peripheren Blutkreislauf
befinden sich unmittelbar nach dem Tode bedeutend mehr Mf. Eine
Erkldrung fiir diese Beobachtung haben HAWKING (1954) und HAWKING
et al. (1964) gefunden. Sie haben gezeigt, daB unter EinfluB von Nar-
kotika (Ather, Chloroform), erhohtem Sauerstoffgehalt der Atemluft,
Herabsetzung der Korpertemperatur sowie durch Injektion von Ace-
tylcholin (1 mg/kg i.m.) Mf aus den Lungenkapillaren freigesetzt wer-
den. Sie sind dann in erhohter Zahl im peripheren Blutkreislauf zu
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finden. HAWKING & CLARK (1967) haben die Bewegungen der Mf von
D. viteae in der Lunge untersucht. Ihre dortige Ansammlung ist nicht
durch eine Immobilisation bedingt. Vielmehr bewegen sich die Mf leb-
haft innerhalb des préakapilliren Netzwerkes der kleinen Arteriolen,
so lebhaft, daf} ein Weitertransport mit dem Blutstrom verhindert wird.
Zur Erklarung der angefiihrten experimentellen Befunde postulieren
die Autoren eine Sensibilitdt der Mf auf bestimmte Sauerstoffspannung
und Temperatur. Erst eine Beeintrachtigung ihrer Eigenbewegung
durch Narkose, zu hohen Sauerstoffgehalt oder verminderter Korper-
temperatur des Wirtes fiihrt zu einer Ausschwemmung und damit zu
einer Erhohung der Mf-Zahl im peripheren Blut.

Ich habe alle Blutproben narkotisierten Tieren entnommen. So ist
ein Nachweis auch von wenigen Mf im Blut eher moglich.

6.2. Diaplacentdre Ubertragung von Mikrofilarien

MANTOVANI & JACKSON (1966) haben Mf der Art Dirofilaria immi-
tis in der Amnionsflissigkeit, im Foetus und im Blut neugeborener
Hunde nachgewiesen. Diese Mf sind diaplacentdr von der Mutter liber-
tragen worden. Wir (GEIGY et al.,, 1967) haben Angaben zur Uber-
tragung von Mf der Art D. viteae von einem M. libycus auf seine Nach-
kommen verofTentlicht. Aulerdem sind bei Feldforschungen im Iran
diaplacentdr infizierte M. persicus gefangen worden (CHAMSA & WEISS,
1969).

Die Uberlebenszeit der Mf 1453t sich in diesem «Naturversuch» dia-
placentidr infizierter Foeten klar bestimmen 7. Bei M. libycus dauert die
transitorische Mikrofilarimie meist bis zu einem Alter von 15 bis
20 Wochen. 16 Tiere aus 5 Wiirfen sind untersucht worden. Die mitt-
lere Linge der Mikrofilardmie betrdgt fiir die mannlichen Jungtiere 19
und fiir die weiblichen 18 Wochen. Bei einem kridnklichen Midnnchen
sind noch nach 29 Wochen Mf gefunden worden. Der Verlauf der
Mikrofilardmie eines Wurfes von 5 Jungen, 4 Minnchen und einem
Weibchen zeigt Abbildung 8. Es sind die Mittelwerte der 5 Tiere sowie
Minima und Maxima angegeben ®.

Beim Hamster habe ich ebenfalls eine diaplacentdre Ubertragung
von Mf festgestellt. Da kein Weibchen in der Zeit der hohen Mikro-
filardamie geworfen hat, sind jeweilen nur wenige Mf libertragen wor-
den. Aussagen liber die Uberlebenszeit in jungen Hamstern sind daher
nicht mo6glich. Bei einem Jungen ist der Nachweis noch 5 Wochen nach
Geburt gelungen.

7 Die Augenvene kann von der 4. Woche nach Geburt an punktiert werden.
8 Alle Werte sind auf ein mittleres Geburtsgewicht von 6,5 g umgerechnet
worden, um die Gewichtszunahme der Tiere zu berticksichtigen.
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Abb. 8. Diaplacentire Ubertragung von Mf bei M. libycus (Wurf 560 a—e, 4 3, 1%).

6.3. Injektionsversuche mit Mikrofilarien

Die ersten Transfusionsversuche mit Mf sind von FUELLEBORN
(1929) am Hund durchgefiithrt worden. Seither haben verschiedene
Autoren dhnliche Experimente unternommen.

HAwWKING (1953) hat Mf der Art Dirofilaria repens intravenos in
einen reinen Hund injiziert. Die Mf sind bis zum 68. Tag nach Trans-
fusion nachgewiesen worden. Bei verschiedenen Transfusionsversuchen
hat sich gezeigt, dal} iiber 809/, der injizierten Mf sofort verschwinden.
Ihr Schicksal ist nicht bekannt.

Bei M. libycus und bei Hamstern sind keine intravendsen Injektio-
nen durchfithrbar. Deshalb sind Mf subcutan injiziert worden.

6.3.1. Mf-Injektionen in reine Tiere

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Injektionsversuche bei reinen
M. libycus und Hamstern zusammengefa3t. Die Linge und der Ver-
lauf der Mikrofilardmie ist von Art und Geschlecht des Wirtes ab-
hingig.

Bei ménnlichen M. libycus sind die Mf 16-22 Wochen und bei
den Weibchen 8-11 Wochen nachweisbar. Die Anzahl injizierter Mf ist
bei den Minnchen allerdings hoher. Abbildung 9 zeigt den Verlauf der
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Abb. 9. Mf-Injektionen in reine M. libycus.
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Abb. 10. Mf-Injektionen in reine Hamster.

Mikrofilardmie beim minnlichen ML 4 und weiblichen ML 51 mit #hn-
licher Injektionsdosis. Ber den Minnchen nimmt die Zahl der Mf im
Blut erst etwa 7 Wochen nach Injektion ab, bei den Weibchen da-
gegen bereits nach der zweiten Woche. Es wire denkbar, dafl weibliche
Sexualhormone eine Rolle spielen, denn bei jungen M. libycus finden
wir nach diaplacentirer Ubertragung keine geschlechtsbedingten Unter-
schiede in der Uberlebenszeit der Mf (Kapitel 6.2.).
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TABELLE 7

Mf-Injektionen in reine M. libycus und Hamster

Gew. bei Anzahl injiz, Mf max. Mf Mikrofilaramie
Inj.in g pro Gramm pro 20 mm? in Wochen

M. libycus

3 ML 4 63 16 000 880 16

4 ML 9 85 40 000 900 I

3 ML 12 21 90 000 1400 21

& MI, 13 24 80 000 1800 22

¢ ML 29 77 5500 270 8

Q@ ML 37 92 6 000 190 8

¢ ML 51 100 9 000 320 10

¢ ML 52 60 11 000 140 11
Hamster

3 HA 5 90 5000 145 8

3 HA 6 70 ? 220 7

3 HA 8 92 38 000 1400 9

3 HA 11 57 1000 35 6

3 HA 34 125 7000 350 7

¢ HA 28 63 10 000 180 6

¢ HA 31 215 5000 35 6
Ratte

3 RA 24 50 10 000 150 7

* 16. Woche: 1 Mf/20 mm?.

Beim inaddquaten Wirt, dem Hamster, ist eine im Vergleich zu
M. libycus verkiirzte Mikrofilarimie zu beobachten (Tabelle 7). Die
Minnchen sind wihrend 6 bis 9, die Weibchen wihrend 6 Wochen
Mf-positiv (Abbildung 10).

Einem resistenten Wirt, einer Laborratte, sind ebenfalls Mf injiziert
worden. Die Dauer der Mikrofilardmie ist mit derjenigen des Hamsters
vergleichbar (Tabelle 7).

6.3.2. Wiederholte Mf-Injektionen in reine Tiere

Verdndert sich die Wirt-Parasit-Beziehung im Verlauf der Mikro-
filaramie? Ist die Uberlebenszeit der Mf im Blut von der Immunlage
des Wirtes abhingig? Um diese Frage abzukldren, sind nach der ersten
Injektion weitere Mf injiziert worden. Uber die Ergebnisse gibt Ta-
belle 8 Auskunft.

Bei M. libycus werden die Mikrofilardmien mit jeder weiteren In-
jektion kiirzer und schwicher im Vergleich zur vorhergehenden
(Abb. 11 a, b). Auf die 4. Injektion 8 Monate nach Versuchsbeginn
reagiert der Wirt trotz einer hohen Injektionsdosis nur noch mit einer



Weiss, Parasitologie, Immunbiologie Dipetalonema viteae 241

Mf/ 20 mm

3
49 1 a) o ML 29

1 15500 Mf/g
200 A I 6700 M‘F/g

| I 7500 Mf/g
100

=TT & i ;;km- T -
1 1 5 I 10 Y 15 Wo. nach 1.1n).
Mf-verlauf b) & ML 4

300 + I 4500 Mf/g
ki I 7500 MF/g
.F‘
— IV 7000 Mf/g
100
oAy A O

i T T T T T 1717[ T l‘l_rT‘! T T F'Tl L T !11310’1' T 1?35Wonach1|nJ
1 i
Abb. 11. Wiederholte Mf-Injektionen in reine M. libycus.
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Abb. 12. Wiederholte Mf-Injektionen in reine Hamster.
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TABELLE 8

Wiederholte Mf-Injektion in M. libycus und Hamster

Injektion Monate nach Anzahl injiz. max. Mf Mikrofilaramie
Versuchsbeginn Mf/g pro 20 mm? in Wochen

M. libycus 1. 0 16 000 960 16
3 ML 4 2. 5 6 500 260 8
3. 7 7500 5 2
4, 8 7 000 3 2
M. libycus 1. 0 5500 270 8
Q ML 29 2. 2 6 500 83 2
3. 3 7500 6 3
Hamster 1. ¢ 5000 145 8
3 HA 5 2: 3 4 500 10 1
3, 4 6500 0 0
Hamster 1. 0 38 000 1420 9
3 HA 8 2. 3 4 500 5 1
3. 4,5 5300 0 0
4. 6,5 6 000 0 0
Hamster 1. 0 5 000 7 6
Q HA 31 2. 1,5 5500 50 5
3. 3 4 000 0 0

Hamster 1. 0 6 300 60 2. Injekt.

vor Ende
Q HA 43 2. 0,5 4 500 55 3
3. 1,5 6 500 3 1
4. 2 2 500 0 0

sehr schwachen und kurzen Mikrofilardmie. Das Wirt-Parasit-Verhilt-
nis hat sich gedndert: Nur noch wenige Mf werden kurze Zeit im Blut-
kreislauf toleriert.

Beim Hamster tritt nach der ersten Mf-Injektion eine nachweisbare
Immunreaktion auf. Antikorper werden mit der Immunofluoreszenz-
methode 2 Wochen nach der ersten Injektion nachgewiesen. Der Anti-
korpertiter erreicht am Ende der ersten Mikrofilarimie ein Maximum
(WEiss, 1969 b). Die zweite Injektion fiihrt zu einer kiirzeren Mikro-
filarimie und bei der dritten (mindestens 3 Monate nach Versuchs-
beginn) kénnen keine Mf mehr im peripheren Blut gefunden werden
(Abb. 12 a). Wird die zweite Injektion bereits 2 Wochen nach der
ersten ausgefiihrt, so gelangen nach der 3. Injektion noch wenige Mf
in das Blut. Nach der 4. Injektion, 2 Monate nach Versuchsbeginn, ist
eine Mikrofilarimie ausgeblieben (Abb. 12 b).



Weiss, Parasitologie, Immunbiologie Dipetalonema viteae 243

WONG (1964) hat dhnliche Resultate bei wiederholten intravenosen
Injektionen von Mf der Arten Dirofilaria immitis und Brugia pahangi
bei Hunden erhalten.

6.3.3. Der Einfluf3 der Milz auf die Mikrofilarimie

DukEe (1960) hat gezeigt, dall bei Mandrillus-Affen, die mit Loa
loa infiziert worden sind, die Zahl der Mf im Blut nach Splenektomie
erhoht wird. Er schliefit daraus, dal Mf in der Milz zerstort wiirden.
HAwKING (1962) hat den Einflufl der Milz auf zirkulierende Mf ver-
schiedener Filarienarten, unter anderen auch auf D. viteae untersucht.
Bei drei infizierten M. libycus ist nach verschieden langer (!) Patenz-
zeit die Milz extirpiert und der Verlauf der Mikrofilaramie weiterhin
beobachtet worden. Die erhaltenen Resultate sind jedoch nicht schliis-
sig. Die Versuchsanordnung ist fiir diese Fragestellung eher ungiinstig,
da die Reproduktionsfihigkeit der Filarien im Laufe der Patenzzeit
kaum konstant bleibt. Er schreibt in der Diskussion: «In jirds infected
with Dipetalonema witei the spleen may perhaps be sometimes active
in removing microfilariae from the blood, although not to such a great
extent as in monkeys with loa.» Die Frage nach der Rolle der Milz auf
MTf der Art D. viteae ist oflen geblieben.

WoRrMS et al. (1961) haben bei ihrer Untersuchung iiber die Ver-
teilung der Mf der Art D. viteae in M. libycus nur 0,3%/y aller Mf in
der Milz gefunden. Die Mikrofilariendichte im Milzgewebe ist nur 3%/
von derjenigen im Blut. Dieser Befund spricht gegen eine hohe Zer-
storungsrate von Mf in der Milz.

Wenn die Milz Mf zerstort, wiare bet Mf-Injektionen in splenekto-
mierte Tiere eine ldngere Mikrofilardmie gegeniiber den Kontrollen
zu erwarten. Je 2 M. libycus und 4 Hamstern habe ich 8-18 Tage nach
der Milzextirpation Mf injiziert. Eine Ubersicht iiber die Auswirkungen
gibt Tabelle 9. Die Mikrofilardmie ist bei den splencktomierten Tieren
gegeniiber den Kontrollen nicht verldngert (Abb. 13 a, b). Die Milz
iibt also nur cinen unbedeutenden EinfluB3 auf das Wirt-Mf-Verhilt-
nis aus.

6.3.4. Einflufs zirkulierender Antikorper auf Mf

Im Kapitel 6.3.2. sind die Wirt-Mf-Beziehungen nach wiederholten
Mif-Injektionen dargestellt worden. Die immunologische Toleranz des
Wirtes wird durch wiederholten Antigenreiz verdndert. Bei diesen Ver-
suchen sind nur Mf antigen wirksam. Im Gegensatz dazu ist bei
Filarieninfektionen auch die Beeinflussung des Wirt-Mf-Verhéltnisses
durch die adulten Filarien zu berlicksichtigen, die wie die Mf die Pro-
duktion von Antikdrpern stimulieren. Als Antigen wirken Stoffwechsel-
produkte (Sekrete und Exkrete) sowie Zerfallsprodukte bei der ein-
setzenden Lysis (somatische Antigene). Allgemein wird angenommen,
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Abb. 13. Mf-Injektionen in splenektomierte M. libycus und Hamster.

dafl die ersteren bei der Ausbildung einer Immunitit eine Rolle
spielen.

Die folgenden Experimente sollen zeigen, ob sich die Toleranz des
Wirtes auf Mf durch Filarien beeinflussen 1dft. Ich habe zu diesem
Zweck den Wirten tote Filarien injiziert.

Bei den ersten Versuchen sind reinen Tieren 5, 4 und 2 Wochen vor
der Mf-Injektion homogenisiertes oder lyophilisiertes Wurmmaterial
intraperitoneal injiziert worden. Die Resultate sind in der Tabelle 10
aufgefiihrt. Die Linge der Mikrofilardmien ist im Vergleich zu den
Kontrollen stark verkiirzt. Bei M. libycus ML 14 und ML 15 sind nur
wenige Mf wihrend 1 bzw. 2 Wochen nachgewiesen worden, obwohl
die Injektionsdosen mit derjenigen der Kontrolle ML 29 vergleichbar
sind. Entweder ist es den Mf nicht gelungen, in den Blutkreislauf zu
gelangen, oder aber sie sind sofort im Blut angegriffen und eliminiert
worden. Den Verlauf der Mikrofilardmien der beiden Hamster HA 20
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TABELLE 9

Die Mikrofilarimie von splenektomierten M. libycus und Hamstern

Mf-Injektion Gewicht Anzahl max. Mf Mikrofilaramie
nach Splenektomie bei injizierter pro 20mm?® in Wochen
in Tagen Injektion Mf/g

M. libycus

38 ML 39 8 60 7200 170 11

¢ ML 40 8 82 5500 120 9

@ ML 37 Kontrolle 92 5800 190 9
Hamster

3 HA 35 10 100 7 200 200 7

3 HA 36 10 105 7 000 95 7

3 HA 34 Kontrolle 125 7 200 350 7

¢ HA 33 10 145 7 000 200 7

? HA 44 18 85 5500 25 7

und HA 23, denen lyophilisierte Filarien bzw. Mf injiziert worden
sind, und der Kontrolle zeigt Abbildung 14. Die Uberlebenszeit der
MTf im Blut ist wesentlich kiirzer als bei der Kontrolle.

Dall die Antikorper, hervorgerufen durch einen Antigenstimulus
mit toten Filarien, einen Einfluf auf die Mf im Blut haben, beweist der
ndchste Versuch (Tabelle 11). Drei Injektionen von homogenisierten

TABELLE 10

Mf-Injektionen in mit totem Wurmmaterial «immunisierte» M. libycus
und Hamster

3i.p. Gewicht Anzahl max, Mikrofilar-
Injektionen bei injizierter Mf pro amie
von je Injektion Mfjg 20 mm® in Wochen
M. libycus
3 ML 14 26/23/38
homogen. Fil. 115 5500 23 2
3 ML 15 27/30/32
homogen. Fil. 105 5200 21 1
@ ML 29 Kontrolle 77 5200 270 8
Hamster
d HA 20 15,7/32/25,2 mg
Ivophil. Fil. 128 5000 80 1
3 HA 23 9/6,5/12 mg
lyophil. Mt 110 6 000 250 4

Y HA 34 Kontrolle 125 7000 350 7




246 Acta Trop. XXVII, 3, 1970 — Parasitologie

MF/20 mm®
L
1R HA 20
300 - —_— HA 23
———=- HA 34 (Kontrolle)
200 -
100 +
Yo~wo
A T O ——— Oy

5 Wo. post inj.

Abb. 14. Mf-Injektionen an mit totem Wurmmaterial «immunisierten» Hamstern.

MF/20mm?>

] ML 16
i \I ————— ML 12 ( Kontrolle)
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Abb.15. Einflufl zirkulierender Antikérper auf den Verlauf der Mikrofilarimie
bei M. libycus.
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TABELLE 11

Mf-Injektion in mit totem Wurmmaterial «immunisierte» M. libycus

3 i.p. Injek- Gewicht bei Anzahl injiz, max. Mf  Mikrofilaramie
tionen von Injektion Mf/g pro 20mm? in Wochen
3 ML 16 30/18/24
homog. Fil. 74 40 000 1300 16
3 ML 12 Kontrolle 21 90 000 1400 21
3 ML 13 Kontrolle 24 80 000 1 800 22

Filarien am Tier ML 16 sind 1 Woche vor sowie gleichzeitig mit der
Mi-Injektion und 2 Wochen spiter ausgefiihrt worden. Der Antikorper-
titer erreicht 1 Monat nach Mf-Injektion, d. h. nach Ausbildung einer
hohen Mikrofilardmie, das Maximum. Abbildung 15 zeigt, daB3 zu die-
sem Zeitpunkt die Zahl der Mf im Blut stark reduziert wird. Allerdings
werden noch bis zur 17. Woche wenige Mf gefunden.

Zusammenfassung und Besprechung von Kapitel 6

Die Ergebnisse der Mf-Injektionen in reine Tiere sowie diejenigen
der diaplacentdr infizierten Jungen zeigen, dal3 Mf im natiirlichen Wirt,
M. libycus (auBer bei adulten Weibchen), lange iiberleben konnen.
Beim inadédquaten Wirt, dem Hamster, hingegen ist die Uberlebenszeit
der Mf im Blut kiirzer als im natiirlichen Wirt.

SMITHERS (1968) ist in seinem Ubersichtsartikel «Immunity to blood
helminths» der Frage nachgegangen, wie es Mf und Schistosomen mog-
lich ist, liber lange Zeit im Wirtsblut zu iiberleben. Bleibt eine immuno-
logische Antwort des Wirtes aus oder konnen die Parasiten eine Wirts-
reaktion abwehren? Allgemein wird angenommen, daBl Mf im natiir-
lichen Wirt nur eine geringe Immunreaktion auslosen. Die Verwandt-
schaft von Wirt- und Parasitantigen wire eine mogliche Erklarung (vgl.
DamMiaN, 1964, u. a.). MANTOVANI & SULZER (1967) haben festgestellt,
daf sich lebende Mf bei Immunofluoreszenztesten nicht als Antigen
eignen. Die Oberfliche der Mf scheint antigen inert zu sein.

Meine Untersuchungen an reinen Tieren fithren zu folgenden
Schliissen: Aus den Versuchen mit wiederholten Mf-Injektionen ist zu
ersehen, daB sich die Wirtsreaktionen gegen Mf im Laufe einer Mikro-
filardmie dndert. Bei M. libycus wird die Wirtstoleranz gegen Mf her-
abgesetzt. Beim Hamster ist eine Immunitidt gegen Mf ausgelost wor-
den. Eine immunologische Reaktion auf Mf bleibt demnach nicht aus,
doch wirkt sie beim inaddquaten Wirt heftiger und wird schneller aus-
gebildet. Beim Hamster lassen sich im Gegensatz zum M. libycus bald
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nach der Mf-Injektion Antikorper mit Hilfe der Immunofluoreszenz-
methode nachweisen (WEiss, 1969b). Der Schwellenwert zur Anti-
korperbildung scheint beim inadidquaten Wirt niedriger. Bei Tieren, in
denen eine Immunreaktion durch Injektion von toten Filarien provo-
ziert wird, ist die Uberlebenszeit der Mf stark verkiirzt. Dall Anti-
korper Mf angreifen und eliminieren konnen, haben auch die Versuche
von WONG (1964) bewiesen: Nach Transfusion von Immunserum in
Hunde mit einer hohen Mikrofilarimie wird die Zahl der Mf sofort
stark reduziert. DaB3 Mf nicht von der Milz zerstort werden, zeigen die
Experimente mit splenektomierten Tieren. Fiir D. viteae scheint die
Milz keinen Einfluf} auf die Kontrolle der Mikrofilarimie zu haben.

7. Untersuchungen iiber die Immunitit von M. libycus und Hamster
gegeniiber den Mikrofilarien

Die Infektion eines Organismus durch einen Parasiten fithrt zu einer
Reaktion des Wirtes. Wechselwirkungen zwischen Parasit und Wirt
beeinflussen den Infektionsverlauf. Bei einer optimalen Adaptation des
Parasiten an den Wirt wird sich ein Gleichgewicht einstellen, wobei der
Wirt den Parasiten toleriert und der Parasit den Wirt moglichst wenig
schidigt. Auf die Infektion mit D. viteae bezogen, ist dies bei den
M. libycus der Gruppe E (vgl. Tabelle 4, Seite 225) der Fall, die Mf
iiber lange Zeit tolerieren. Bei Tieren der Gruppe D erlischt die Mikro-
filardamie nach 2—3 Monaten. Wie Tabelle 5 (Seite 232) zeigt, tolerieren
15,59 der M. libycus und 87,2% der Hamster darauf keine Mf mehr
im Blut, obwohl noch adulte Filarien bis zu 15 Monaten post inf. iiber-
leben. Sobald sich die ersten Mf im Blut befinden, bilden diese Tiere
eine Immunitdt aus und werden nach beendeter Mikrofilarimie als
Immuntiere bezeichnet.

Nachdem im Kapitel 6 Experimente zur Wirt-Mf-Beziehung an
reinen Tieren beschrieben sind, sollen hier Untersuchungen an Tieren
der Gruppe D und an ihren Filarien aufgefiihrt werden. Anhand von
Filarientransplantationen, Mf-Injektionen und in vitro-Versuchen sol-
len die beiden folgenden Fragen abgeklirt werden:

1. Wie kommt es, dal Mf vom Wirt nicht mehr toleriert werden?

2. Wie wirkt diese Immunreaktion auf die Wurmstadien?

Materialbedingt sind die meisten Untersuchungen an Hamstern
durchgefiihrt worden.

7.1. Filarientransplantationen

Werden adulte Filarien 4—6 Monate nach Infektion in reine Tiere
transplantiert, so kommt es in diesen zu ciner Mikrofiardmie, die etwa
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TABELLE 12

Filarientransplantationen in reine Tiere

Gewicht bei  Anzahl max. Mikro- Sektions-
Implan- implant. Mf pro filaramie befund
tationin g Filarien 20 mm?® in Wochen (post impl.)
? 3
M. libycus
¢ Mk 12 60 2 59 3200 28 ¢ Tier verbissen
¢ Mk 13 60 23 0 3200 32 Alle Fil. calc.
(8 Monate)
Hamster
? Mk 1 80 15 11 160 8 49,338+ cale.
(2 Monate)
Q Mk 2 80 32 27 230 7 79,12 3 +calc.
(3 Monate)
? Mk 3 80 22 0 20 9 3 @ +calc.
(10 Monate)

3—-4 Wochen nach Implantation ihre héchsten Werte erreicht. Bei den
3 Hamstern (Mk 1-3) sind Mf 7-9 Wochen, bei den beiden M. libycus
(Mk 12 und 13) bis iiber 7 Monate nachweisbar (Tabelle 12).

In M. libycus Mk 13 sind nur weibliche Filarien implantiert wor-
den. Die darauf einsetzende Mikrofilarimie ist lang und schwer. Dal}
Filarienweibchen auch ohne wiederholte Kopulation iiber lange Zeit
reproduktionsfahig bleiben, hat WEBBER (1954) ebenfalls festgestellt®.

Die Hamster reagieren auf die implantierten Filarien heftig.
2 Monate nach Implantation sind viele Filarien bereits lysiert oder cal-
zifiziert. Bei Sektion am Ende der kurzen Mikrofilarimie sind noch
lebende Filarien vorhanden. Die auffallend kurze Mikrofilardimie muf
auf einer Immunisierung gegen Mf beruhen (vgl. Kapitel 7.3)".

Bei weiteren Transplantationsversuchen sind Filarien aus Immun-
tieren (Hamstern der Gruppe D, 5-6 Monate post inf.) in reine Tiere
implantiert worden (Tabelle 13). Es zeigt sich, dafl weibliche Filarien
aus Immuntieren ihre Reproduktionsfihigkeit nicht eingebiillt haben;
denn in allen Empféngertieren ist eine Mikrofilardmie, wenn auch nicht
mit besonders hohen Werten, spontan aufgetreten.

9 WEBBER (1954) hat bei seinen Transplantationsversuchen mit Litomosoides
carinii beobachtet, daBl nach Implantation ausschlieBlich befruchteter Weibchen
oder auch Weibchen mit Méannchen eine Mikrofilarimie in vergleichbarer Hohe
und Dauer auftritt.

10 SEN & BHATTACHARYA (1964) haben Filarien der Art D. viteae in weille
Laborratten implantiert. Am Ende einer 6-7woéchigen Mikrofilarimie sind bei
Sektion keine Filarien mehr zu finden gewesen. Die Wirtsreaktion gegen Filarien
ist bei diesem resistenten Wirt noch stiarker als beim Hamster.
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TABELLE 13

Transplantation von Filarien aus Immuntieren in reine Wirte

Gewicht bei Anzahl im- max., Mf  Mikrofilar-  Sektionsbefund
Implantation plant. Filarien pro 20 mm? amie (post impl.)
ing ? 3 in Wochen
M. libycus
3 Mk 6 100 10 11 100 7 negativ
(2 Monate)
8 Mk 10 60 7 9 60 12+ 19,18
(3 Monate)
Q Mk 11 60 17 14 125 12 1 5928
(3 Monate)
Hamster
3 Mk 7 90 12 8 30 6 negativ
(2 Monate)
3 Mk 8 125 14 14 40 9 negativ

(2,5 Monate)

7.2. Splenektomien von Immuntieren

Um die Auswirkungen einer Splenektomie bei Immuntieren zu
untersuchen, sind vier Hamstern 1'/; bis 4'/; Monate nach beendigter
Mikrofilardmie die Milz entfernt worden (Tabelle 14). Drei der Tiere
sind Mf-negativ geblieben. Beim Hamster 563 D sind wihrend 4 Wo-
chen wenige Mf im Blut gefunden worden. Bei der Sektion habe ich
eine schwere bakterielle Infektion in der Bauchhohle festgestellt. Da
auch die Hamster der Gruppe E (vgl. 3.2.5.) bakteriell infiziert gewesen
sind, liegt es nahe, anzunehmen, dall beim Hamster 563 D nicht die
Milzextirpation die kurze Mikrofilardmie verursacht hat. Offenbar wird
durch eine zusitzliche Infektion die Abwehrreaktion des Wirtes gegen
die Mf geschwacht.

TABELLE 14

Milzextirpation bei Immuntieren

Splenektomie nach max. Mf Mikrofilar- Sektions-
Ende der Mikrofilar-  pro 20 mm? imie ergebnis
amie in Monaten

Hamster
3 29 11/2 0 keine nicht seziert
3 26 2 0 keine 239,198
3 560 D 41/3 0 keine 159, 838
3 563 D 21/a 18 4 Wochen 339,188
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Diese Ergebnisse sprechen wie diejenigen in Kapitel 6.3.3. gegen
eine Kontrolle der Mikrofilardmie durch die Milz.

7.3. Mf-Injektionen in Immuntiere

AuBer in reine Tiere (vgl. Kapitel 6.3.2.) sind auch in Immuntiere
Mf injiziert worden. Bei keinem der letzteren, einem M. libycus
(ML 30) und sechs Hamstern, sind nach subcutaner Injektion Mf im
Blut nachweisbar, selbst wenn bis zu 5,2 Millionen Mf appliziert und
die ersten Blutproben 2'/;, 6 und 12 Stunden nach Injektion kontrol-
liert worden sind (Tabelle 15). Die Injektionen sind 4'/; bis 14 Monate
post inf., d. h. etwa '/; bis 10 Monate nach beendigter Mikrofilardmie,
ausgefiihrt worden. Dem Hamster Mk 2 (vgl. Tabelle 12) sind 2!/, Mo-
nate nach Implantation der Filarien Mf injiziert worden. Auch dieses
Tier ist Mf-negativ geblieben.

TABELLE 15

Mf-Injektionen in Immuntiere

Gewicht Mf-Injektion Sektionsbefund
bei Monate Anzahl (2-3 Wo. p. inj.)
Injektion p. inf, in Mill. o 3
M. libycus
3 ML 30 120 4,5 0,8 11 9
Hamster
3 HA 26 160 4 0.6 9 18
& HA 32 170 10,5 1,0 14 12
3 HA 50 175 12,5 1,6 8 4
¢ HA 7 160 6,5 5,2 71 84
¢ HA 53 195 14 2,0 26 12 + calc.
? Mk 2 150 2,5% 0,3 7 12 + calc.

* Nach Filarienimplantation.

Zum Vergleich ist einem M. libycus der Gruppe E ein Monat nach
Abklingen seiner siebenmonatigen Mikrofilardmie 0,7 Millionen Mf
(d. h. 4000 Mf/g) injiziert worden (Abbildung 16). Im Gegensatz zu
den Immuntieren hat sich eine Mikrofilarimie entwickelt. Wie nach
mehreren Injektionen in reine M. libycus (vgl. Kapitel 6.3.2.) werden
auch hier nur noch wenige Mf iiber kurze Zeit im Blut toleriert. Das
weist darauf hin, daBl das Ende der Mikrofilarimie bei Tieren der
Gruppe E durch eine Wirtsreaktion gegen die adulten Filarien bedingt



252 Acta Trop. XXVII, 3, 1970 — Parasitologie

MF/ 20 mm?
S00
d'5

| (19,44, 105 Mte)
300
100

$ T T T T T T T = 1 1
70 LTI 1 S Mte.postinf MF-Inj. 10 Sektion

4000 Mf/g

Abb. 16. Mf-Injektion in M. libycus der Gruppe E nach beendigter Mikro-
filardmie.

ist. Sie wird in Calcification und Lysis manifest (vgl. Sektionsbefunde,
Seite 232). Ob die Filarien durch andere Abwehrreaktionen, die den
genannten Prozessen vorausgehen, beeintrichtigt werden, ist nicht un-
tersucht worden.

7.4. Versuche mit Filarien in vitro

In vitro-Versuche mit Filarien sind u. a. von HAWKING (1954) und
TAYLOR (1960) ausgefiihrt worden. Bis heute ist es nicht gelungen, Lar-
venstadien, Mf oder L III, auflerhalb des Wirtes zu ziichten. Adulte
Filarien konnen wihrend kurzer Zeit in Kulturmedium am Leben er-
halten werden, wobei sie Mf produzieren. Kulturmedien verschiedener
Zusammensetzung sind auf ihre Eignung zur Haltung adulter Lito-
mosoides carinii von TAYLOR (1960) gepriift worden .

Das «Schistosomenmedium» (siche S.222) hat sich fiir D. viteae gut
geeignet; die Filarien iiberlebten bis zu 3 Wochen. Mf sind in einzelnen
Fillen bis zum 18. Tage abgegeben worden. Bis zu 15 000 Mf sind
von einer Filarie pro Tag ausgestoflen worden. Am ersten Tag ist die
durchschnittliche Anzahl produzierter Mf im Vergleich zu den folgen-
den Tagen niedriger (Tabelle 16). Der Grund fiir die verzogerte Mf-

11 Die besten Resultate hat sie mit einem Kulturmedium aus Rattenserum und
Medium «Parker 199» erhalten. Die Filarien haben bei 37° C 23 Tage iiberlebt
und bis zum 18. Tag Mf abgegeben. Die mittlere Mf-Produktion pro Weibchen
und Tag hat 8 300 betragen.
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Abgabe mag in der Anpassung des Stoffwechsels der Filarien an das
veranderte Milieu liegen.

Im Zusammenhang mit der Frage nach der Beeinflussung des Para-
siten durch die Wirtsreaktion bei Immuntieren ist die Wirkung von
Immunserum in vitro untersucht worden. Bei diesen Experimenten ist
das Medium mit 10%/p Immunserum von Hamstern angereichert wor-
den. Die Anzahl der abgegebenen Mf wird sofort stark vermindert
(Tabelle 16).

TABELLE 16

Einfluf3 von Immunserum auf Mf-Abgabe in vitro

Durchschnittliche Anzahl Mf/¢® (In Klammern: Anzahl 9)

1. Tag 2. Tag 3. Tag 4, Tag
Medium + 10% Immunserum 40 (14) 40 (9 75 (13) 280 (22)
Reines Medium 1300 (35) 4700 (37 4200 (23) 6500 (5)

Medium mit Serum von nicht infizierten Hamstern hat auf die Re-
produktionsfahigkeit der Filarien denselben Einfluf wie Medium ohne
Zusatz.

Bei drei Versuchen sind weibliche Filarien nach ein- bzw. dreitigi-
gem Aufenthalt in Medium mit 10°/y Immunserum in reines Medium
zuriickgefiihrt worden (Tabelle 17). Die Mf-Abgabe ist sofort wieder
aufgenommen worden. Ahnliche Resultate hat WonNG (1964) bei
in vitro-Versuchen mit Dirofilaria immitis erhalten. Neben Reduktion
der Mf-Produktion in vifro hat er gleichzeitig eine Erniedrigung des
Stoffwechsels der Filarien feststellen konnen.

Filarien, die 10 Monate post inf. aus einem Immuntier in Medium
tiberfiihrt worden sind, haben sofort Mf abgegeben.

IABELLE 17

Einfluf von Immunserum auf Mf-Abgabe in vitro
(IM = Medium + 10%¢ Immunserum)

Anzahl Mikrofilarien pro weibliche Filarie

1. Tag 2. Tag 3. Tag 4, Tag 5. Tag 6. Tag
A 25 2900 4 500 IM 250 10 000
B 0 1200 6 500 IM 0 2 400

L. 1000 11 000 IM 200 IM O IM 50 13 500
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Diese Versuche zeigen, dafl sowohl kurzfristig in vitro, wie auch
langfristig in vivo, die Reproduktionsfihigkeit der weiblichen Filarien
nicht irreversibel beeintrichtigt ist.

Zusammenfassung und Besprechung von Kapitel 7

Eine erworbene Immunitidt gegen Mf der Art Litomosoides carinii
nach natiirlicher Infektion eines inaddquaten Wirtes, der Laborratte, ist
von RAMAKRISHNAN et al. (1962) beobachtet worden. Kein Autor hat
dieses Phdnomen beim natirlichen Wirt, der Baumwollratte, bis heute
beschrieben. Allgemein wird angenommen, dal Mf vom natiirlichen
Wirt toleriert werden, und daf erst eine Abkapselung der Filarien die
Mikrofilarimie zum Erloschen bringt.

Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, dall bei Infektion mit
D. viteae auch der natiirliche Wirt, M. libycus, gegen Mf immun wer-
den kann (vgl. Gruppe D in Kapitel 3.2.4.). Beim inaddquaten Wirt,
dem Goldhamster, bildet die aktive Unterdriickung einer Mikrofilar-
dmie dic Regel. Nur wenige Tiere, deren Immunabwehr durch zusitz-
liche Infektion geschwicht ist, haben Mf ldnger als 3 Monate im Blut
toleriert.

Fine Immunitit gegen Mf wird in allen Féllen erst nach einer tran-
sitorischen Mikrofilarimie erworben. Welche Antigenreize sind fiir ihre
Ausbildung bedeutend? Zwei Hypothesen sind denkbar:

1. Die verantwortlichen Antigenreize fallen in die Prédpatenzzeit, in
der sich die Larven III zu adulten Filarien entwickeln. Die Wirtsreak-
tion kommt jedoch erst zur Geltung, wenn bereits die ersten Mf aus-
gestolBen worden sind.

2. Erst die zirkulierenden Mf rufen die Immunreaktion des Wirtes
hervor.

Wie es bei einzelnen M. libycus zu einer Immunitit gegen Mf
kommt, ist nicht geklirt. Beim Hamster 1af3t sich Genaueres aussagen.
Dic erste Hypothese wird mit folgender Feststellung widerlegt: Nach
Implantation von adulten Filarien in reine Hamster resultiert nur eine
kurze Mikrofilardmie, die auf eine Immunreaktion zuriickgefiihrt
werden kann (vgl. 7.1. und 7.3.). Fiir die zweite Hypothese spricht
dall nach wiederholten Injektionen von iebenden Mf alle Hamster
gegen Mf immun werden. Diese Resultate filhren zum Schluf3, dafl Mf
der Art D. viteae und ihre Stoffwechselprodukte eine Immunitidt des
inadiquaten Wirtes verursachen.

WENK & HEIMBURGER (1967) haben die Empfanglichkeit des Gold-
hamsters auf Litomosoides carinii untersucht und sind zu folgenden
Ergebnissen gelangt: Nach Infektion von adulten Hamstern ist nur bei
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230/y aller Tiere eine voriibergehende Mikrofilardmie aufgetreten. Wer-
den aber reinen Hamstern adulte Filarien implantiert, so resultieren
Mikrofilardmien, die zum Teil lang angedauert haben. Die Autoren
kommen daher zum Schlul}: «Die eingeschrinkte Empfianglichkeit des
Goldhamsters gegeniiber einer natiirlichen Infektion durch die Haut
beruht offenbar auf Wirkungen, die den Wirt wihrend der Invasions-
phase der Infektion, d. h. der Wanderung der mL (metazyklische Lar-
ven) durch das lymphatische System, treffen. Die Beantwortung dieser
Reize durch den Wirt erfolgt jedoch erst, wenn die mL bzw. L4 zu aW
(adulte Wiirmer) herangewachsen sind und bereits Mikrofilarien auszu-
stoflen beginnen.» Damit vertreten sie die erste Hypothese. Ob bei der
Infektion mit L. carinii andere Faktoren die Wirtstoleranz auf Mf
beeinflussen als bei D. viteae widre denkbar, moglicherweise bedingt
durch den verschiedenartigen Infektionsverlauf wihrend der Pra-
patenzzeit.

Welche Ursachen fithren dazu, daf3 Immuntiere Mf-negativ werden?
Zwei grundsiitzlich verschiedene Mechanismen sind denkbar: Die Fila-
rien produzieren keine Mf mehr, oder aber die ausgesto3enen Mf wer-
den vom Wirt sofort zerstort. In vitro-Versuche und Transplantationen
von Filarien in reine Tiere haben gezeigt, dal Filarien aus Immun-
tieren nicht irreversibel geschiidigt sind. Die Entwicklung der MI ist
von TERRY et al. (1961) beschrieben worden. Zeitangaben iiber die
Entwicklungsdauer fehlen. Man darf aber mit Sicherheit annehmen,
dal} die Embryogenese einige Tage daucrt . Da die Filarien aus
Immuntieren spontan mit Ausstoen von Mf beginnen (vgl. Kapi-
tel 7.4.), mufl man annehmen, dal3 die Embryogenese im Immuntier
nicht vollig eingestellt war. Bei Zugabe von Immunserum wird in vitro
die Mf-Produktion sehr stark reduziert. Ob und wie stark sie auch
in vivo im Immuntier beeintrichtigt ist, miiite mit Hilfe von histo-
logischen Untersuchungen festgestellt werden.

JacksoN (1960) hat bet Nippostrongylus muris, die in vitro in mar-
kiertem Immunserum gehalten worden sind, Prazipitate an den ver-
schiedenen Korperdffnungen der Wiirmer gefunden. Es wire denkbar,
daf3 ein Prizipitationspfropf an der Vaginaloffinung der Filarien ein
Austreten der Mf verhindert.

Wenn auch die Mf-Produktion der Filarien nicht vollig eingestellt
ist, so verfligt ein Immuntier doch iiber starke Abwehrkrifte, die eine
Mikrofilarimie unterdriicken konnen. Mf-Injektionen in Immuntiere
(vgl. Kapitel 7.3.) zeigen, daB} selbst groBe Mengen injizierter Mf zer-
stort werden. Wie Mf vom Organismus angegrifien und eliminiert

12 Nach HAWKING (1954) betrigt die Anzahl der in einem reifen L. carinii-
Weibchen gefundenen Eier und Mf zwischen 60 000 und 100 000. Aus einer mitt-
leren taglichen Produktionsrate von 15 000 Mf schlief3t er auf eine Entwicklungs-
zeit der Mf von 5-6 Tagen.
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werden, ist im einzelnen unbekannt. Agglutinine im Immunserum von
Hunden sind von Yuruc (1958) und WonNG (1964) nachgewiesen
worden.
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Summary

Dipetalonema viteae (D. witei) is a filarial parasite of the jird Meriones libycus.
The course of the infection in the natural host was compared with that in two
laboratory animals, namely Gerbillus hirtipes and Mesocricetus auratus (golden
hamster). In particular, the development and duration of the microfilaraemia
as well as the distribution and life span of the adult filariae in this hosts were
examined, The interrelationship between host and microfilariae was studied by
injecting microfilariae (Mf) into clean hamsters and jirds, some of which had
been splenectomized before. The short duration of microfilaraemia in some of
the infected jirds and most of the hamsters combined with the longevity of the
adult filariae suggest an acquired immunity against Mf. Evidence {or this was
provided by the results of filarial transplantation, repeated Mf-injections and
maintenance of adult filariae in vitro.

After subcutaneous inoculation of 60-120 infective larvae — obtained by dis-
secting ticks (Ornithodorus) — adult worms developed in 69 out of 90 M. libycus,
35 of 36 G. hirtipes and in all of the 39 M. auratus. As regards M. libycus, the
infection rate was greater for males than for females.

390/, of the female and 65.4%, of the male M. libycus as well as 100% of
M. auratus and 97.3%, of G. hirtipes showed a microfilaraemia. After 2-3 months
patent microfilaraemia, no more Mf were found in the peripheral blood of 15.5%%
of the M. libycus and 87.2% of the M. auratus, although at autopsy in each case
more than one live female filaria was recovered (cf. table 4, group D). An active
supression of microfilaraemia in the hamster is the rule (only 4 of 39 hamsters,
affected at the same time by bacterial infections, tolerated Mf for more than
3 months). The same immunological response was observed after repeated sub-
cutaneous injections of live Mf or implantation of adult filariae into clean
hamsters.

After disappearance of Mf, immune hosts still tolerated adult filariae. Living
worms were recovered up to 15 months after infection and were still able to
produce Mf when maintained in vitro or implanted into clean hosts. However,
the production of Mf in vitro decreased considerably after addition of 10%s im-
mune sera to the culture medium. In immune hosts, subcutaneous injection of Mf
never gave rise to microfilaraemia, although great numbers of Mf (up to 30 000
per g) had been injected (animals of group D).

Transplacental transmission could be demonstrated in M. libycus as well as in
hamsters.

After subcutaneous injection of Mf into clean jirds, the microfilariae survived
more than 16 weeks in male and less than 11 weeks in female hosts. Micro-
filaraemia in hamsters persisted only for 6 to 9 weeks. After repeated injections
of Mf, the number of Mf in the peripheral blood as well as the survival time
decrease more and more in the case of jirds, whereas hamsters show complete
immunity after the second injection. This may suggest, that live Mf react as
antigen. The threshold value of antigen for antibody formation is reduced in
the unnatural host. If an immunological response had been stimulated previously
by i.p. injection of homogenised filariae or Mf, the life span of the Mf was con-
siderably reduced. Experiments carried out in the same way on splenectomized
animals gave identical results. This seems to prove, that the spleen is not involved
in the destruction of Mf of D. viteae.

Résumé

L’étude de la filariose du rongeur a Dipetalonema viteae (D. witei) a été
réalisée chez son hodte naturel, Meriones libycus, et chez deux animaux de labora-
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toire, Gerbillus hirtipes et Mesocricetus auratus (hamster doré). Cette étude a
porté principalement sur la longévité et la répartition des filaires chez I’hdte
définitif, et sur l'intensité et la durée de la microfilarémie. Les relations hote-
parasite ont également été étudiées chez M. libycus et chez le hamster, par in-
jection de microfilaires (Mf) chez un certain nombre d’animaux non infestés et
en partie splénectomisés. Apres une courte microfilarémie, des essais in vitro, des
transplantations de filaires et des injections de Mf ont permi de mettre en évidence
une immunité acquise chez quelques mérions et chez la plupart des hamsters.

Apres injection de larves infectantes, des filaires adultes ont ¢été retrouvées
chez 69,90 M. libycus, 35/36 G. hirtipes et chez les 39 hamsters. Chez M. libycus
le taux d’infection des méles est supérieur a celui des femelles.

La microfilarémie est présente chez 399 des mérions femelles, 65,3 % des
mérions males, 100 %/y des hamsters et 97,3 %y des gerbilles. Cette microfilarémie
a disparu aprés 2 a 3 mois chez 15,5% des mérions et 87,2% des hamsters,
bien que la dissection ait montré qu’il reste toujours plus d’une filaire femelle
vivante (groupe D, tableau 4). Cette immunité qui semble étre la regle chez le
hamster (les 4 hamsters qui n'ont pas présenté la réaction immunitaire étaient
atteints d’infections bactériennes) apparait également apres des injections répétées
de Mf ou des implantations de filaires adultes chez des hotes non infestés au
préalable. Aprés disparition de la microfilarémie, les filaires adultes vivantes ont
pu étre retrouvées dans certain cas jusqu’a 15 mois aprés I'infestation. Ces filaires
sont encore capables de produire des Mf in vitro ou chez I'animal, mais cette
production est considérablement réduite dans les milieux de culture enrichis a
109 de sérums immuns (groupe D). Par ailleurs aucune microfilarémie n’a pu
étre constatée apres injection sous-cutanée de Mf chez les hamsters du groupe D.

La transmission transplacentaire des Mf a été démontrée chez les mérions
et chez les hamsters.

Chez les mérions non infestés, les Mf injectées par voie sous-cutané ont sur-
vécu plus de 16 semaines chez les méiles et moins de 11 semaines chez les femelles.
Chez le hamster la persistance de la microfilarémie est réduite a 6-9 semaines.
Aprés des injections répétées de M1, la microfilarémie devient de plus en plus
faible et de plus en plus breéve chez le mérion, tandis que chez le fhamster une
immunité apparait apres la deuxieme injection. La survie des Mf est consid¢ra-
blement réduite chez les animaux préparés par des injections intrapéritonéales
de filaires ou de Mf mortes. Les essais réalisés sur des animaux splénectomisés
ont donné des résultats identiques, ce qui tend a prouver que la rate ne joue
aucun rbéle dans la destruction des Mf de D. viteae.
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