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Direktor: Prof. Dr. J. Eckert

Erfahrungen mit der Gefrierkonservierung dritter Larvenstadien
von Trichostrongyliden der Wiederkiuer

Th. Ramp, J. Eckert, C. Christen'

Einleitung

Im Rahmen eines Forschungsprojektes zur Entwicklung parasitologischer Alter-
nativmethoden zum Tierversuch wurden in Anlehnung an Literaturangaben (van Wyk
et al, 1977; weitere Lit. s. Diskussion) Untersuchungen zur Gefrierkonservierung
(Kryopraservation) von Trichostrongyliden-Larven mit dem Ziel durchgefiihrt, die
Brauchbarkeit des Verfahrens fiir die Laborpraxis, auch im Hinblick auf die Einspa-
rung von Versuchstieren, zu iiberpriifen. Uber die dabei gesammelten Erfahrungen
wird hier berichtet.

Material und Methoden

1. Parasiten-Isolate und Larvengewinnung

Als Testorganismen fiir unsere Untersuchungen dienten ein Isolat von Ostertagia leptospicularis
(= O1-N-CH: nicht resistent, aus der Schweiz [Sulger Biiel et al., 1984], 7 Passagen durch Kilber oder
Schafe in unserem Institut) sowie 2 Isolate von Haemonchus contortus (= Hc-N-SA: nicht resistent,
aus Sidafrika; He-R-USA: gegen Cambendazol resistent, aus den USA. Beide Isolate hatten in euro-
pdischen Labors eine unbekannte Zahl von Passagen durch Schafe durchlaufen).
~ Die Ziichtung dritter (= infektigser) Larven der drei Isolate erfolgte aus eihaltigem Kot kiinst-
lichinfizierter Schafe nach dem Verfahren von Roberts und O’Sullivan (Lit. bei Eckert, 1960). Die ge-
wonnene, in diinner Schicht bei + 6 °C bis zum Versuchsbeginn (41 bis 103 Tage) gelagerte Larvensu-
spension wurde am Tag vor dem Einfrierexperiment in einem modifizierten Baermann-Apparat (An-
nen et al., 1975) mit Nylon-Sieb (Maschenweite 70 pm) gereinigt.

2. Vorbereitung der Larven zum Einfrieren

Die Entfernung der Larvenscheide ist fiir die Gefrierkonservierung unerlésslich (Campbell et al.,
1972; James, 1980). Dazu wurden 1 bis 5 ml Larvensuspension mit ca. 25 000-160 000 Larven pro ml
(L'arvenkonzentration ist nicht kritisch) in Zentrifugenrohrchen (15 ml, Spitzboden) iiberfiithrt und
mit der gleichen Menge 0,4%iger Natriumhypochloritlosung versetzt. (Beachte: die Prozentangabe
bezieht sich auf Gehalt an aktivem Chlor; als Verdiinnungsmedium wurde phosphatgepufferte phy-

siologische NaCl-Losung [PBS], pH 7,4, verwendet.) Danach wurde die Suspension durch Einleitung
K—Mﬁb—

' Adresse: Winterthurerstr. 266a, CH-8057 Ziirich
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von Luft gut durchmischt. Nach 15 Min. Einwirkungszeit bei Raumtemperatur wurden in Intervallen
von 5 Min. kleine Tropfen der Suspension mikroskopisch kontrolliert. Sobald mehr als 90% der Lar-
ven aus der Scheide geschliipft waren, wurde die Reaktion wie folgt abgebrochen: Die Larvensuspen-
sion wurde in grosse Zentrifugenrdhrchen (50 ml, Spitzboden, Falcon Nr. 2098) mit 40 ml PBS tber-
fithrt und zentrifugiert (600 X g, 5 Min., Raumtemperatur). Nach Absaugen des Uberstandes wurde
das Sediment zweimal auf gleiche Weise mit je 50 ml PBS gewaschen.

3. Einfrieren und Auftauen

Nach Zihlung der Larven mit Hilfe des iiblichen Verdiinnungsverfahrens (Stammsuspension
1:10 verdiinnt; davon in funf Tropfen von je 100 pl die Larven ausgezéhlt) wurden folgende Larven-
mengen in Kunststoffrohrchen mit Schraubverschluss (Cryotubes 2 ml; Nunc, DK-Roskilde) iiber-
tragen und in einem Gesamtvolumen von 1 ml PBS suspendiert: je 1000, 10000 oder 20000 Larven
von He-R-USA; 1200, 12000 und 24000 Larven von O1-N-CH bzw. 1500, 15000, 30000 und 60000
Larven von He-N-SA. Das Einfrieren der Larvensuspension erfolgte in den verschlossenen Cryotu-
bes, die in einem offenen Styroporbehilter wihrend 2 Stunden in der Gasphase iiber Fliissigstickstoff
gehalten wurden.

Anschliessend wurden die Probengefisse bis zur Verwendung fiir die Vitalititspriifung in Flis-
sigstickstoff gelagert (Chronos-Behilter; Messer Griesheim AG, D-Griesheim). Bei Versuchsende
wurden die Proben durch Uberfithren der Cryotubes in ein Wasserbad von + 37 °C bis auf ein erb-
sengrosses Stiick Resteis aufgetaut, kurz manuell geschiittelt bis zum vollstindigen Auftauen und da-
nach mindestens 2 Stunden bis zur Kontrolle bei Raumtemperatur stehen gelassen.

In gesonderten Experimenten wurde die Kiihlrate (Temperaturabfall pro Zeiteinheit) wihrend
der ersten zwei Stunden, in denen die Larven der Temperatureinwirkung in der Gasphase iiber flissi-
gem Stickstoff ausgesetzt waren, gemessen. Dazu wurde eine Platin-Temperatursonde (Pt 100) in das
mit 1 ml PBS (ohne Larven) gefiillte Probengefiss eingefithrt und mit einem Schreiber verbunden
(PM 8222; Philips, NL-Eindhoven). Die erreichten Werte sind in Abstinden von 30 Min. in Tabelle3
aufgefithrt. Aus den Daten wurde einerseits die «mittlere» Kithlrate berechnet, d.h. der durchschnitt-
liche Temperaturabfall vom Beginn des Einfriervorganges bis zum Erreichen der Minimaltemperatur
Ausserdem ist die «maximale» Kiihlrate angegeben, die dem steilsten, nahezu linearen, wihrend des
Einfriervorgangs erreichten Temperaturabfall entspricht. Die Temperaturverinderung beim Uber-
fithren der Proben aus der gasformigen in die fliissige Phase des Stickstoffs konnte aus technischen
Griinden nicht gemessen werden.

4. Vitalitdtspriifung

Zur Priifung der Vitalitit der Larven wurden ihre Beweglichkeit in vitro sowie ihre Infektiositit
fir Schafe gepriift.

Die in vitro durchgefiihrten Vitalitiittests beruhten auf der Feststellung der Beweglichkeit der
entscheideten Larven in PBS bei Zimmertemperatur vor dem Einfrieren (Beurteilung von 2 X 1004
der 1.5 verdiinnten Larvensuspension, Zihlung von 100-200 Larven pro Probe) bzw. frithestens !
Stunden nach dem Auftauen (Zahlung von 100 bis 200 Larven pro Probe). Dabei wurden die Larves
auf einer Zihlplatte lingere Zeit mikroskopisch beobachtet und die Beweglichkeit festgestellt. Das
Auftauen erfolgte nach 1 Tag, 1 Woche, 4 Wochen und 16 Wochen Lagerung in Fliissigstickstoff.

Die Infektiositit der Larven wurde nach 16 Wochen Lagerung in Fliissigstickstoff an helmi
thenfrei aufgezogenen Schafen im Alter von 8 und 17 Monaten gepriift. Die Schafe wurden mit unter
schiedlichen Zahlen von Larven (Tabelle 2), die in 20 ml PBS aufgeschwemmt waren, peroral infiziert
Ab- dem 15. Tag post infectionem (p.i.) wurden tiglich Kotproben entnommen und mit Hilfe des Fl
tationsverfahrens (Boch und Supperer, 1983) auf Eier von Trichostrongyliden untersucht. Vom 1-8
Tag der Patfanz wurde bei den Einzeltieren mindestens an 6 und maximal an 8 Tagen die Eiausscher
c!ung quantitativ nach dem McMaster-Verfahren (Wetzel, 1951) erfasst. Vier Wochen nach der Infek-
tion wurdfan die Schafe geschlachtet und die Biirde an adulten Helminthen nach den iiblichen Verfal
ren quantitativ bestimmt (vgl. Boch und Supperer, 1983, Untersuchung von 10% der Waschflissigkel
von Labmagen und Diinndarm).
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Ergebnisse

1. In-vitro-Vitalititspriifung

Die Ergebnisse der In-vitro-Vitalitiatspriifung sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
Sie zeigen, dass die dritten Larven aller drei untersuchten Isolate das Einfrieren und die
Lagerung in Fliissigstickstoff bis zu 16 Wochen zu einem erheblichen Teil iiberlebt ha-
ben. Dies ergibt sich aus den Prozentsitzen der beweglichen Larven, die vor dem Ein-
frieren bei den einzelnen Isolaten 88 bis 100% und nach 16wdchigem Tiefgefrieren noch
62 bis 76% betrugen. Die Differenzen der Beweglichkeit der Larven vor dem Einfrieren
im Vergleich zu jener nach 16 Wochen Tiefkithlung schwankte bei den drei Isolaten
zwischen —24 und —37%. Zu vermerken ist, dass die Prozentsiitze der beweglichen Lar-
ven innerhalb des gleichen Trichostrongyliden-Isolates an den 4 Kontrolldaten nach
Lagerung in Flussigstickstoff zum Teil erheblichen Schwankungen unterlagen (Tabelle
1). Nach unseren Erfahrungen sind diese nicht durch die Larvenkonzentration in der
eingefrorenen Suspension verursacht.

Tabelle 1:  In-vitro-Vitalititstest durch Priifung der Beweglichkeit entscheideter dritter Larven von

Trichostrongyliden vor dem Einfrieren sowie nach Einfrieren und Lagerung in Fliissigstickstoff
(FIN3).

Parasitenisolat % bewegliche % bewegliche Larven a.b nach Lagerungin 1N fiir:
Larven vor dem
Einfrierena: 1 Tag 1 Woche 4 Wochen 16 Wochen
0. leptospicularis (N-CH) 99 55 52 57 62
H. contortus (N-SA) 38 51 69 66 64
H. contortus (R-USA) 100 57 81 73 76

*Rest unbeweglich. Mittelwerte aus je 2 Proben. b Ausgezihlt nach Auftauen und mindestens 2 Stunden
Adaptation an Raumtemperatur. Einzelheiten siehe «Material und Methoden».

2. Infektionsversuche an Schafen

Die perorale Infektion von Schafen mit zuvor 16 Wochen lang tiefgefrorenen dritten
Larven der 3 Isolate fithrte bei allen 6 Versuchstieren zu patentem Befall. Die durch ko-
Pr_Ologischen Einachweis ermittelten Pripatenzzeiten (Tabelle 2) lagen im Normalbe-
reich (Widmer, 1982; Sulger Biiel et al., 1984). Die Eiausscheidung (Tabelle 2) wihrend
der ersten acht Tage der Patenz erreichte bei allen Tieren Werte, die eine ausreichende
Gewinnung dritter Larven zur weiteren Propagation des Isolates erlaubt hitten. Im Lab-
Magen bzw. im Diinndarm der 4 Wochen p.i. sezierten Schafe wurden in allen Fillen
adulte Trichostrongyliden gefunden. Die Infektionserfolge, gemessen an den Auffin-
dungsraten, waren bei den einzelnen Isolaten recht unterschiedlich (Tabelle 2).
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Tabelle 2: In-vivo-Vitalititstest: Infektiositit entscheideter dritter Larven von Trichostrongyliden
nach dem Einfrieren und 16wochiger Lagerung in Fliissigstickstoff fiir Schafe nach peroraler Appli-
kation.

Parasitenisolat Tier Infektions- Pripatenz EpGb Wurm- Auf-
Nr.  dosisa (Tage) Max. X biirdec findungs-
Labmagen  rated
Labmagen
O. leptospicu- 1 32000 18 967 333 15400 48,1
laris (N-CH) 2 31000 21 967 327 12590 40,6
H. contortus 3 6700 18 1933 654 100 1,5
(N-SA) 4 6500 21 433 222 100 18
H. contortus 5 6000 19 767 308 410 6,8
(R-USA) 6 7500 20 2967 1438 1140 15,2

a Anzahl bewegliche dritte Larven; bEizahl pro Gramm Kot: Maximum und Mittelwert von 6-8 Un-
tersuchungen ab 1.—8. Tag der Patenz; c Adulte Wiirmer; es wurden bei allen Tieren sowohl Labma-
gen als auch Dunndarm untersucht; letzterer enthielt jedoch nur bei Tier Nr.1 1040 Wiirmer, die in

die angegebenen Zahlen eingeschlossen sind; d Prozentsatz der Wurmbiirde im Verhiltnis zur Infek-
tionsdosis.

3. Messung der Kiihlrate

Die in unseren Experimenten ermittelten Kithlraten (Temperaturabfall pro Zeit-
einheit) enthilt Tabelle 3. Die mittleren Kiihlraten schwankten in vier Versuchen zwi-
schen 9,6 und 10,3°C/min (Mittelwert: 9,9 °C/min).

Tabelle 3:  Kithlraten bei dem angewandten Verfahren zum Tiefgefrieren dritter Trichostrongyli
denlarven.

Versuch  Ausgangstem- Minimaltem- Messwert erreicht Temperatur- Kiihlrate (°C/min)

peratur (°C)  peratur (°C) nach (min)a differenz (°C) Mittlereb Maximale
1 +14 —-137 15,7 151 9,6 33.2
2 +11 —137 15,1 148 9,8 35,5
3 +14 —-137 15,7 151 9,6 28,5
4 +17 - 137 14,8 154 10,4 43,5
Mittelwert + 14 —-137 153 151 9,9 35,2
8.1, 2 0,2 0,5 2,5 0,4 6,3

a Errechpet aus der graphischen Temperaturaufzeichnung; bMittlere Kiihlrate = Temperaturdiffe'
renz: Minuten.

Diskussion

Die dritten (= infektidsen) Larvenstadien der Trichostrongyliden von Wiederkéiuj
ern sind aufgr}md spezieller morphologischer und biochemischer Eigenschaften (Lit. be!
Eckert, 1967) in der Lage, in der Aussenwelt auf Weideflichen wochen- bis monatelang

zu tiberleben und zum Teil auch zu tiberwintern (Lit. bei Michel, 1969; Eckert und Bii-
ger, 1979).
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Unter Laborbedingungen in destilliertem Wasser bei + 5 °C gelagerte dritte (be-
schetdete) Larven von Ostertagia ostertagi, O. circumcincta, Haemonchus contortus,
Trichostrongylus colubriformis, T. axei und Cooperia oncophora hatten mediane Uberle-
benszeiten von mehr als 500 Tagen, wobei die beiden erstgenannten Arten die langsten
Zeiten mit 1133 (= 102) bzw. von 825 (= 73) aufwiesen (Boag und Thomas, 1985).
Diese, durch Feststellung der Beweglichkeit ermittelten Uberlebenszeiten sind jedoch
nicht gleichzusetzen mit der Infektiositit, die in der Regel viel frither verloren geht als
die Motilitat der Larven (Kutzer, 1967). Auch Temperaturen unter dem Gefrierpunkt
vermogen bescheidete Drittlarven der verschiedenen Trichostrongyliden-Arten mehr
oder weniger gut zu tolerieren (Anderson et al., 1966), doch biissen sie ziemlich rasch
ihre Infektiositét ein. So verlieren in Wasser eingefrorene Drittlarven von O. ostertagi
bei —10 °Cin 43 Tagen zu 99,9% und bei —25 °Cin 78 Stunden zu 100% ihre Infektio-
sitdt (Kutzer, 1967).

Aus diesem Grund werden Drittlarven von Trichostrongyliden fiir experimentelle
Zwecke gewohnlich bei +4 bis + 6 °C in Wasser gelagert. Dieses Verfahren hat jedoch
verschiedene Nachteile. So brauchen die aufbewahrten Larvensuspensionen eine ge-
wisse Pflege (Wasserwechsel, mikroskopische Kontrolle), je nach Trichostrongyliden-
Art stirbt ein unterschiedlich grosser Anteil der Larven im Laufe der Zeit ab, und aus-
serdem sind von Zeit zu Zeit Tierpassagen durch helminthenfrei aufgezogene Schafe
oder Rinder notwendig, will man das Isolat stéindig in einem optimalen Zustand erhal-
ten. Dadurch ist die Haltung solcher Isolate an den Einsatz von Versuchstieren gebun-
den und somit auch recht arbeitsaufwendig und teuer. Ferner ist zu beriicksichtigen,
dass im Isolat biologische Veranderungen wihrend der Kiihllagerung (Induktion von
Hypobiose, Lit. bei Borgsteede et al., 1978) oder bei der Entwicklung im Wirt (selektie-
rende Einfliisse durch Resistenzmechanismen des Wirtes) auftreten kénnen.

Aus diesen Griinden wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen Methoden zur
Gefrierkonservierung entwickelt, durch die Drittlarven verschiedener Arten von Tri-
chostrongyliden und anderer Nematoden iiber Monate oder sogar Jahre bei Erhaltung
der Infektiositit fir die entsprechenden Endwirte konserviert werden kénnen (Parfitt,
1971; Campbell et al., 1972, 1973; Campbell und Thomson, 1973; van Wyk et al., 1977,
?901es et al., 1980; James, 1980; van Wyk und Gerber, 1980a, 1980b; Rew und Campbell,

83).

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen bestitigen Befunde anderer Autoren
(Campbell et al, 1973; van Wyk et al., 1977; Rew und Campbell, 1983), dass sich ent-
scheidete Drittlarven von H. contortus ohne Zusatz eines Gefrierschutzmittels pro-
blemlos in fliissigem Stickstoff tiefgefrieren und lagern lassen, ohne dass die Infektiosi-
tit fur den Endwirt verloren geht. Dies konnte von uns auch fiir Drittlarven von O. lep-
lospicularis gezeigt werden. Bei dieser Art fithrte die Infektion von Schafen mit zuvor
tiefgefrorenen Larven zu einem dhnlichen Erfolg (Auffindungsrate von 41-48%) wie bei
Applikation nicht gefrorener Larven (51-90%; nach Sulger Biiel et al., 1984). Hingegen
War in unseren Versuchen bei Haemonchus-Isolaten der Infektionserfolg niedriger als
Von anderen Autoren fiir zuvor tiefgefrorene Drittlarven angegeben wurde (van Wyk et
al, 1977). Die schlechteren Ergebnisse unserer Versuche konnten eventuell mit der lan-
gen Lagerzeit (41-60 Tage) der relativ empfindlichen Haemonchus-Larven vor dem
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Tiefgefrieren zusammenhingen. Daher sollten fiir Routinezwecke stets frisch gewon-
nene Larven zur Kryopriservation verwendet werden. Das Alter der Wirtstiere hatte in
unseren Untersuchungen auf den Infektionserfolg keinen Einfluss.

Wie oben angegeben, fithrte in unseren Experimenten die perorale Applikation
entscheideter Drittlarven in wéssriger Suspension bei O. lepfospicularis zu sehr guten
und bei Haemonchus zu (fiir die weitere Propagation der Isolate) ausreichenden Infek-
tionsergebnissen. Bei Nematoden, die den Diinn- oder Dickdarm besiedeln, hatte man
in fritheren Untersuchungen, in denen die Larven zum Teil in Gelatinekapseln per os
appliziert worden waren, unbefriedigende Infektionsergebnisse. Daher ging man zur
Injektion der Larven in den Labmagen oder Diinndarm nach Laparotomie iiber (Lit.
beivan Wyk et al., 1984). Kiirzlich konnten van Wyk et al. (1984) zeigen, dass die Infek-
tionsergebnisse bei Arten, die den Diinndarm besiedeln (Trichostrongylus colubriformis,
T. facultatus u.a.) bei peroraler Applikation entscheideter Larven in Suspension we-
sentlich besser waren als bei Gabe der infektiosen Stadien in Gelatinekapseln.

Die Auslosung des Schlundrinnen-Reflexes durch Kupfersulfatlosung hatte keinen
Einfluss auf den Infektionserfolg.

Einer der entscheidenden Faktoren fiir die Kryopriservation lebender Organismen
ist die Kiihlrate (4shwood-Smith und Farrant, 1980). Bei Larven von Nematodirus bat-
tus, N. filicollis, Trichostrongylus spp. (Trichostrongylidae) sowie von Trichonema spp.
(Strongylidae) ergab eine Einfrierrate von 1°C/min gute Uberlebensraten, doch star-
ben Larven von H. contortus und O. circumcincta ab (Lit. bei James, 1980). Fiir die Lar-
ven der beiden letztgenannten und verschiedener anderer Trichostrongyliden-Spezies
wurde von anderen Autoren (van Wyk et al., 1977 u.a.) rasches Einfrieren mit bisher un-
definierten Kiihlraten erfolgreich angewandt. Ein dhnliches Verfahren verwendeten
wir, wobei die mittlere Kiihlrate 9,9 °C/min betrug.

Aufgrund von Literaturangaben (siche oben) und eigenen Erfahrungen kann die
Kryopriservation der Drittlarven von Trichostrongyliden fiir die Laborpraxis empfoh-
len werden. Dieses Verfahren ermoglicht nicht nur die langfristige Vorratshaltung defi
nierter Isolate von Trichostrongyliden (z. B. Isolate ohne oder mit Anthelminthika-Re-
sistenz), sondern stellt auch einen Beitrag zur Einsparung von Versuchstieren dar.

Zusammenfassung

Entscheidete dritte Larven von Ostertagia leptospicularis und von zwei Isolaten von Haemonchis
contortus wurden, suspendiert in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS), in d&f
Gasphase tiber fliissigem Stickstoff bei einer durchschnittlichen Kiihlrate von 9,9 °C/min eingefr®
ren und anschliessend fiir 16 Wochen in flissigem Stickstoff gelagert. Nach dem Auftauen wurden die
LarV(_an. suspf:ndiert in PBS, auf sechs helminthenfreie Schafe peroral iibertragen. Bei allen Tiere!
entw1cke1te_51ch eine patente Infektion. Die Ergebnisse stimmen mit den Feststellungen anderer A
toren iiberein, dass die Kryopraservation eine praktikable Technik fiir die langfristige Aufbewahrun¢

definierter Isol_ate von Trichostrongyliden-Larven ist. Dieses Verfahren kann zur Reduktion der Zall
von Versuchstieren beitragen.

Résumé

Des larves 3 d'Ostertagia leptospicularis ayant perdu leur cuticule et de deux isolats d’ Haemor
chus contortus, en suspension dans une solution physiologique saline tamponnée au phosphate (PBS)
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ont été congelées dans la phase gazeuse d’azote liquide, avec un quotient de refroidissement moyen de
9,9 °C/min, et ont finalement été stockées durant 16 semaines dans ’azote liquide. Apres décongéla-
tion, les larves, en suspension dans du PBS, ont été administrées per os a six moutons exempts d’hel-
minthes. Une infection manifeste s’est alors développée chez tous les animaux. Ces résultats rejoig-
nent les constatations d’autres auteurs, a savoir que la cryopréservation est une technique approprice
pour la conservation a long terme d’isolats définis de larves de Trichostrongylides. Ce procédé peut
contribuer a une réduction du nombre d’animaux d’expérience.

Riassunto

Larve sgusciate al terzo stadio di Ostertagia leptospicularis e da due isolati di Haemonchus contor-
tus, messe in sospensione fisiologica di cloruro di sodio tamponata con fosfato (PBS), vennero conge-
late nella fase gasiforme su azoto liquido in una quota media termica di 9,9 °C/min ed in seguito ven-
nero tenute per 16 settimane in azoto liquido. Dopo lo scongelamento le larve, sospese nel PBS, ven-
nero somministrate per via orale a 6 pecore esenti da vermi gastrointestinali. In tutti gli animali si svi-
luppd una manifesta infestazione. I risultati corrispondono a quelli di altri autori, nel senso che la
criopreservazione costituisce una tecnica pratica per la lunga conservazione di isolati definiti di larve
di tricostrongili. Questa procedura pud servire a ridurre il numero degli animali da esperimento.

Summary

Exsheathed third stage larvae of Ostertagia leptospicularis and of two isolates of Haemonchus
contortus suspended in phosphate buffered physiological saline (PBS) were frozen in the gas phase
over liquid nitrogen at an average cooling rate of 9,9 °C/min and then stored for 16 weeks in liquid ni-
trogen. After thawing, the larvae (suspended in PBS) were perorally transmitted to 6 helminth-free
sheep. All animals developed patent infections. The results are in agreement with findings of other au-
thors that cryopreservation is a feasible technique for long-term storage of defined isolates of tricho-
strongylid larvae. This procedure can contribute to reduce the numbers of experimental animals.
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BUCHBESPRECHUNG

Innere Krankheiten der landwirtschaftlichen Nutztiere. Herausgeber: N. Rossow. 441 Seiten, 171 Ab-
bildungen und 73 Tabellen, Enke-Verlag, Stuttgart (1985). DM 96—

‘ Das vom Herausgeber und vier Mitautoren verfasste Buch richtet sich an Studierende der Vete
rindrmedizin und Tierdrzte. Die Autoren setzen sich zum Ziel, das Verstindnis fiir innere Erkrankur-
gen der Nutztiere (Wiederkiuer, Schwein, Pferd) zu wecken, indem sie die ihnen zugrunde liegender
pathophysiologischen Vorginge in den Vordergrund stellen. Dies geschieht meistens durch Schemen
du? al.lef*dings nicht immer leicht verstindlich sind. Es wird versucht, die fiir alle Spezies geltender
Prinzipien voranzustellen und anschliessend die Hauptprobleme der einzelnen Tierarten getrennt 2
besprechen. Dabei wird klar, dass diesem Vorgehen relativ enge Grenzen gesetzt sind, weil am prakt
schen F_all .die tierartspezifischen Probleme viel bedeutender sind als die allgemeinen. Dies zeigt sich
zum Beispiel beim Kapitel Schlundverstopfung, oder bei der Unterteilung der Hauptkapitel in Er-
krankungen der Vormigen und des Labmagens einerseits und in Erkrankung des einhohligen Magens
u n_d des Darmkanals andererseits. Der Absicht der Autoren entsprechend werden Symptomatologie'
D}ﬂgn@stik. Therapie und Prophylaxe stichwortartig und prinzipiell beschrieben, so dass man fiir die
klinisch-praktische Ausbildung nicht auf zusatzliche Lehrmittel verzichten kann. Wer ein Lehrbuct
fiir angewandte Pathophysiologie der Nutztiere sucht, wird in diesem Werk wertvolle Hinweise fit
den. J. Martig, Ber'
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