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Schweiz. Arch. Tierheilk. 130, 307—320, 1988

Aus dem Institut flir Parasitologie
(Direktor: Prof. J. Eckert) der Universitit Ziirich

Massengewinnung und Lagerung von
Taenia hydatigena-Eiern sowie
Isolierung lebensfahiger Onkosphiren

P Deplazes*) und J. Eckert

1. Einleitung

In einer fritheren Arbeit haben wir Daten zum Verlauf kiinstlicher Primér- und
Reinfektionen von Hunden mit Taenia hydatigena und zur biologischen Charakterisie-
rung dieses Parasiten (Isolat aus der Schweiz) beschrieben (Deplazes und Eckert, 1988).
Die vorliegende Publikation befasst sich mit der Massengewinnung und Lagerung von
T hydatigena-Eiern sowie mit der Isolierung lebender Onkosphiren. Hauptziel der
diesbeziiglichen experimentellen Arbeiten war, moglichst standardisierte Methoden
zur Gewinnung lebensfdhiger Onkosphiren auszuarbeiten. Ausserdem sollten einige
Erfahrungen mit der in vitro-Kultivierung von Onkosphiiren als Basis fiir spitere Arbei-
ten zur Antigengewinnung aus diesen Stadien gesammelt werden. Die Gewinnung sol-
cher Antigene ist einerseits fiir die Verbesserung der Immundiagnostik von praktischer
Bedeutung. Anderseits wurde nachgewiesen, dass in vitro aus Onkosphiren von T, sagi-
nata, T. hydatigena und T ovis gewonnene Antigene zur kiinstlichen Immunisierung
von Rindern beziehungsweise von Schafen gegen die von den genannten Taenia-Arten
verursachten Zystizerkose-Formen geeignet sind (Lit. bei Rickard, 1982). Die hier pu-
blizierten Daten sind daher auch im Hinblick auf Immunisierungsversuche von Inter-
esse.

2. Material und Methoden

2.1. Hunde, Haltungsbedingungen, Parasitenmaterial und Infektion

) Als Trager und Ausscheider von Taenia hydatigena dienten mit diesem Parasiten kiinstlich
I{Iﬁzierte Hunde. Einzelheiten Gber die Versuchstieré, die Haltungsbedingungen sowie die Infek-
tionsmethode sind in einer fritheren Arbeit beschrieben (Deplazes und Eckert, 1988).

—_———

*) Zweiter Teil der Dissertation von P. Deplazes unter Leitung von Prof. J. Eckert an der Vete-
rindrmedizinischen Fakultit der Universitit Ziirich

Adresse: Institut fur Parasitologie der Universitit Ziirich, Winterthurerstrasse 266 a,
CH-8057 Ziirich
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2.2. Gewinnung von Proglottiden und FEiern von T. hydatigena

2.2.1. Proglottidengewinnung: Die von den mit T. hydatigena infizierten Hunden ausgeschiedenen
Einzelproglottiden (Ep) wurden tédglich vier- bis flinfmal mit einer Pinzette vom Boden der Boxe
gesammelt. Bis zur weiteren Verwendung (10—60 Tage) wurden jeweils 40 Ep in 100 ml Lage-
rungsfliissigkeit [physiol. NaCl-Losung, 1000 Einheiten/ml Penicillin G, 1000 zg/ml Streptomy-
cin und 250 ng/ml Fungizon (Gibco AG, CH-Basel)] in einem verschliessbaren Glasgefiss bei
+4°C gelagert.

Die Isolation ganzer Taenien aus lebenden Hunden erfolgte durch anthelminthische Be-
handlung wie bei Deplazes und Eckert (1988) beschrieben. So gewonnene Bandwiirmer oder
spontan ausgeschiedene Proglottidenverbinde (Pv) untersuchten wir auf die Anzahl ihrer Pro-
glottiden sowie auf deren Entwicklungsgrad und Eigehalt.

2.2.2. Isolierung von Eiern: Gravide Proglottiden von T. hydatigena wurden zunichst mit Hilfe ei-
nes Stossels in einem Metallsieb (Maschenweite 0,8 mm) (iber einem Becherglas zerquetscht und
der Gewebebrei méglichst vollstindig durch die Siebmaschen gespiilt. Die Suspension wurde mit
Hilfe von Nylon-Sieben (Scrynel, Ziircher Beuteltuchfabrik AG, CH-Ziirich) von 60 um bzw.
40 um Maschenweite von Fremdpartikeln und Proglottidengewebsteilen gereinigt. Die so vorge-
siebte Suspension konnte dann langsam durch ein feines Nylon-Sieb (20 um) gegossen werden. In
diesem Sieb blieben Taenia-Eier zuriick, kleinere Partikel und die Kalkkdrperchen aus den Pro-
glottiden traten aber durch. Mittels Zentrifugation (1240 X g, 5 Min., Raumtemperatur) konnten
die Eier in einem 50-ml-Zentrifugenréhrchen im Sediment angereichert werden.

2.2.3. Gewinnung von Eiern aus einer Hundeboxe:In einer Boxe mit einer Grundfliche von 6,45 m?,
versehen mit einem gut abwaschbaren Kunstharzbodenbelag, wurden wihrend 4 Tagen 2 Hunde
mit patentem 7. hydatigena-Befall gehalten. Jeden Morgen (nach griindlicher Entfernung des Ko-
tes) wurde die Boxe mit Hilfe eines Hochdruckreinigers mit kaltem Wasserstrahl gereinigt. Die
anfallende Waschfliissigkeit (ca. 40 Liter) konnte durch eine Einrichtung am Ablauf der Boxe auf-
gefangen werden. Die Isolation von Eiern aus Einzelproglottiden sowie die Anreicherung der Eier
aus der Waschflissigkeit erfolgten wie unter 2.2.2. beschrieben.

2.3. Beurteilung des Zustandes der Eier von T. hydatigena

Die Beurteilung des Zustandes der gewonnenen Taenia-Eier erfolgte aufgrund morphologi-
scher, chemischer und biologischer Kriterien.

2.3.1. Morphologische Beurteilung: Bei mikroskopischer Untersuchung mit 400facher Vergrosse-
rung liessen sich unreife Eier mit fehlender oder diinner Embryophore (auch «Eischale» genannt)
von dickschaligen, reifen Eiern mit deutlich ausgebildeter Onkosphire unterscheiden.

2.3.2. Widerstandsfihigkeit gegentiber Natrium-Hypochlorit: Bei Eiern mit vollstindig ausgebilde-
ter Embryophore priiften wir die Widerstandsfdhigkeit ihrer Onkosphiren gegeniiber Na-Hy-
pochlorit: Zu 0,4 ml Eisuspension (2000 Eier/ml) wurden 0,3 ml Na-Hypochlorit-Losung (2% akti-
ves Chlor, pH 12,0) zugegeben. Diese Suspension wurde sofort in eine McMaster-Zahlkammer
(Wetzel, 1951) abgefiillt. Innerhalb der ersten Minute wurden alle sedimentierten Eier eines Zihl-
feldes mikroskopisch bei hundertfacher Vergrosserung ausgezahlt, bevor die Embryophoren zer-
fielen. Nach weiteren 4 bis 6 Minuten wurden unter demselben Zihlfeld die durch Na-Hypochlo-
rit aus der Embryophore befreiten und intakten Onkosphiren ausgezihlt. Diese Onkosphiren
sind abgerundet und in der Onkosphiren-Membran eingeschlossen (Abb. 1a). Mit diesem Vorge-
hen liess sich der prozentuale Anteil der Onkosphéren zur Eizahl (=100%) berechnen. Zur Be-
stimmung dieser Na-Hypochlorit-Widerstandsfihigkeit (NaHW) einer Eifraktion wiederholten
wir diesen Vorgang dreimal.
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2.3.3. Isolierung und Aktivierung der Onkosphdren:

a) Auflésung der Embryophore: Zu 4 ml wissriger Suspension mit 10 000 bis 20 000 Eiern in ei-
nem abschliessbaren 10-ml-Kunststoff-Zellkulturréhrchen mit planer Fliche (Nunc, Nr. 156758,
DK-Roskilde) wurden 3 ml Na-Hypochlorit-Lésung (2% aktives Chlor, pH 12,0) gegeben, um die
Embryophoren aufzuldsen. Die Reaktion wurde nach 5—8 Minuten durch Zugabe von 4 ml PBS-
Puffer (phosphatgepufferte physiologische NaCl-Lésung; pH 7,2) beendet. Die Na-hypochlorit-
resistenten Onkosphiren, die noch von der Onkospharen-Membran umschlossen waren, wurden
daraufviermal mit 8 ml PBS-Puffer gewaschen (Zentrifugation bei 600 X g, 5 Minuten, Raumtem-
peratur, Absaugen des Uberstandes jeweils bis auf 2 ml).

b) Aktivierungsprozess: Der Aktivierungsprozess wurde durch Zugabe von 0,25 ml 1 M HCI
pro 10 ml Onkosphiren-Suspension in PBS-Puffer vor der letzten Waschung eingeleitet. Nach
Zentrifugation wurden zu 2 ml Onkosphiren-Suspension 7ml sterile und auf +37 °C vorgewirmte
kiinstliche Verdauungslésung gegeben. Die Losung bestand aus: 1% Schweine-Pankreatin (Fluka,
Nr. 76190, CH-Buchs/SG), 15%frischer oder zuvor bei -28 °C gelagerter Schafgalle und 1% NaHCO,
in dest. Wasser. Das verwendete Kulturgefiiss wurde anschliessend sofort verschlossen (um das
gebildete CO, nicht entweichen zu lassen) und mehrmals wihrend der Inkubationszeit von
20 Minuten im Wasserbad bei +37°C kriiftig geschiittelt.

Danach wurden die Onkosphiren in einem Medium folgender Zusammensetzung gewa-
schen (siehe 2.3.3.a): Eagle’s Minimal Essential Medium with Earle’s Salts (EMEM) (Gibco AG,
Nr. 0721100, CH-Basel), 4 mg/ml D-Glukose, 200 U/ml Penicillin G, 200 zg/ml Streptomycin; ge-
puffert mit 25 mM Hepes, pH 7.4.

c) Aktivierungsrate: Um die Vitalitdt der Eier quantitativ zu erfassen, wurde die Aktivierungs-
rate (aO/E %) bestimmt, die angibt, aus welchem prozentualen Anteil der Eier sich aktive Onko-
Sphiren isolieren liessen (Morphologie siehe Abb. 1). Bei der Berechnung dieser Rate wurden die
durch die Behandlung mit Na-Hypochlorit und durch den Aktivierungsprozess verursachten Ver-
luste an Onkosphiren beriicksichtigt. Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

(2070 %)* X (NaHW 0%p)**
100

Aktivierungsrate (aO/E %) =

2.4. Lagerung von Taenia-Eiern

2.4.1. Lagerungsbedingungen: Wiihrend 20 Tagen wurden die von 5 Hunden ausgeschiedenen Ein-
zelproglottiden von T. hydatigena gesammelt, die Eier isoliert und unter 3 verschiedenen Bedin-
gungen bis zu 270 Tagen gelagert:

a) Lagerung von 450000 Eiern in 50 ml physiol. NaCIl-Losung mit Antibiotika-Zusatz
(1000 U/ml Penicillin, 1000 zg/ml Streptomycin, 250 ng/ml Fungizon) in einem 50 m] Kunststoff-
rohrchen mit Schraubverschluss (Spitzboden, Falkon Nr.2098, Dickinson and Company, Ox-
nard, CA 93030, USA) ohne Gasphase bei +4 °C. Wechsel der Lagerungsfliissigkeit alle 2 Monate.

b) Vor Lagerungsbeginn Behandlung der Eisuspension mit dem Desinfektionsmittel Chlor-
hexidin-Diglukonat 1:5000 (Serva, D-Heidelberg) wihrend 20 Minuten (Heath, 1973). Anschlies-
send wurden 200 000 Eier in 30 ml dest. Wasser in einem 50-ml-Becherglas bei freier Luftzufuhr
im Kiihlschrank bei +4°C gelagert. Ersetzen des verdunsteten Wassers monatlich.

¢) In einem Kunststoffréhrchen mit Schraubverschluss (Cryotube 2 ml; Nunc, DK-Roskilde)
Wwurden 1,8 ml Eisuspension (8000 Eier/ml physol. NaCl-Losung) in einem programmierbaren
Einfrierautomaten (Kryo 10, Paner Biomed) mit einer Kiihlrate von 5°C/Minute auf -28 °C ge-
kiihlt und bei dieser Temperatur in einer Tiefkiihltruhe gelagert. Nach den in 2.4.2. aufgefiihrten

e

* — prozentualer Anteil der aktiven Onkosphiren (aO) zur Onkosphiren-Anzahl vor dem Akti-
vierungsprozess (siehe 2.3.3.b)
**— Na-Hypochlorit-Widerstandsfihigkeit in % (siche 2.3.1.)
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Lagerungszeiten wurde die Eisuspension wie folgt aufgetaut: Lagerungsgefidss im Wasserbad bei
+37°C inkubieren, bis das Eis geschmolzen ist, danach bei Zimmertemperatur 2 Stunden la-
gern und anschliessend Eier zur Vitalititspriifung verwenden.

2.4.2. Vitalitatspriifung und Bestimmung der Weiterentwicklungsrate: Jeweils am 30., 50., 80., 110.,
180. und 270. Tag der Lagerung bestimmten wir an 4 bis 6 Proben von den 3 verschieden gelager-
ten Eifraktionen die Widerstandsfihigkeit gegen Na-Hypochlorit und die Aktivierungsrate der
Onkosphiren (siehe 2.3.2. und 2.3.3.). Nach 30- und 270tégiger Lagerung der Eier wurden die On-
kosphiren (700 bis 5000 Organismen) unter sterilen Bedingungen aktiviert und in Medium (siehe
2.3.3.b) mit 30% f6talem Kilberserum, pH 7,4 bei +37°C in einem ginzlich gefiillten und dicht
abgeschlossenen Kunststofl-Zellkulturrohrchen (10 ml mit planer Flidche) (Nunc, Nr. 156758, DK-
Roskilde) gelagert. Nach sechstégiger in vitro-Kultivierung ohne Mediumwechsel zihlten wir die
sedimentierten, weiterentwickelten Onkosphiren (runde, unbewegliche Larven mit Durchmes-
ser 30—60 um; sieche Abb. 3) in einer McMaster-Zihlkammer (Zihlung im Sediment) und berech-
neten die Weiterentwicklungsrate (prozentualer Anteil der weiterentwickelten Onkosphéren zur
Ausgangssuspension der aktiven Onkosphéren).

3. Ergebnisse

3.1. Massengewinnung von Eiern

3.1.1. Eimenge pro Einzelproglottis: Aus den von 5 Hunden ausgeschiedenen Einzelpro-
glottiden (Ep) wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Patenz Eier isoliert und quan-
titativ erfasst. Aus gesamthaft 4039 Ep konnten 19,7 X 10® Taenia-Eier isoliert werden.
Die daraus berechnete Eizahl pro Ep betrug durchschnittlich 4855 (2429—7622). Mit
dieser Methode war es méglich, wihrend 20 bis 73 Tagen 13 420—87 746 Eier pro Hund
und Tag zu gewinnen (Tab. 1).

3.1.2. Gewinnung von Eiern aus einer Hundeboxe: Aus den von 2 Hunden in 4 Tagen ein-
zeln ausgeschiedenen 83 Ep und der Waschfliissigkeit der Hundeboxe isolierten wir
950000 Eier. Die Anzahl gewinnbarer Eier pro Proglottis betrug 11 500. Pro Hund und
Tag konnten durchschnittlich 118 750 Eier gewonnen werden. Das so erhaltene Eimate-
rial enthielt sehr viele Fremdpartikel.

3.2. Qualitative Beurteilung der Eier von Taenia hydatigena

3.2.1. Beurteilungsmethoden

a) Morphologische Beurteilung: Unreife Eier mit fehlender oder unvollstindig aus-
gebildeter Embryophore konnten lichtmikroskopisch gut erkannt und von «reifen»
Eiern mit dicker Embryophore abgegrenzt werden.

b) Widerstandsfihigkeit gegeniiber Na-Hypochlorit: Mit der in 2.3.2. beschriebenen
Methode konnten wir auf einfache Weise den Prozentsatz der nicht aktivierbaren Eier,
deren Onkosphiren nach Auflésung der Embryophore zerfielen, berechnen. Diese Me-
thode wurde an 10 Stichproben aus derselben Eifraktion gepriift: Die Widerstandsfi-
higkeit dieser Eier gegeniiber Na-Hypochlorit betrug 52,5% =% 4,7%. Aus Tab.2 und 3
wird deutlich, dass Eier mit dicker Embryophore, die mikroskopisch als «reif» beurteilt
wurden, grosse Schwankungen von 2% bis 83% in der Widerstandsfahigkeit gegeniiber
Na-Hypochlorit zeigten.
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Tabellel Qualitative und quantitative Daten zu Taenia hydatigena-Eiern aus Einzelproglottiden
(Ep), die von 5 Hunden zu verschiedenen Zeitpunkten der Patenz ausgeschieden wurden.

Hund Untersuchungszeitpunkt Ep Ei- Ep/Tag Eimenge Eimenge NaHW Aktivie-

Nr. menge pro Ep pro Hund in %*) rungsrate
10¢ und Tag in %*¥)
1 vom 60. bis 133. Tag 681 2,43 9,3 3568 33185 92 nu

der Patenz (73 Tage)

2 vom 310. bis 330. Tag 258 1,22 12,9 4728 60991 79 nu
der Patenz (20 Tage)

5 die ersten 57 Tage 697 2,22 122 3185 38858 79 66
der Patenz

5 vom 255. bis 318. Tag 328 2,50 52 7622 39634 81 nu
der Patenz (63 Tage)

6  ganze Patenz (41 Tage) 599 3,60 14,6 6010 87746 nu nu

7  die ersten 20 Tage 247 0,60 12,4 2429 30121 91 56
der Patenz

7  vom 275. bis 331. Tag 711 434 12,7 6104 77522 80 63
der Patenz (56 Tage)

7 vom 671. bis 709. Tag 368 2,20 9,7 5978 57989 86 58
der Patenz (38 Tage)

11 vom 224. bis 270. Tag 150 0,61 3,3 4067 13420 93 nu
der Patenz (46 Tage)

Mittelwert: 4855 48830 85 61

*) Na-Hypochlorit-Widerstandsfidhigkeit der Onkosphiren (Durchschnittswert aus drei Einzel-
bestimmungen von einer Stichprobe, siehe 2.3.2.)
**) siehe 2.3.3.c, nu: nicht untersucht

c) Vitalitdtspriifung: Durch die chemische Auflésung der Embryophore mit Na-Hy-
pochlorit und die Aktivierung der Onkosphiren mit kiinstlicher Diinndarmldsung (sie-
he 2.3.3.) konnten aktive (bewegliche) Onkosphiren gewonnen werden (Morphologie
siehe Abb. 1 a-c). Die Methodik zur Bestimmung der Aktivierungsrate (prozentualer
Anteil der aktiven Onkosphiren zur Ei-Anzahl vor dem Aktivierungsprozess) wurde in
10 Stichproben einer Eifraktion gepriift und ergab eine mittlere Rate von 63,5%= 11,7%.

Ein weiteres biologisches Kriterium fiir die Beurteilung der Vitalitit von Eiern bie-
tet die Weiterentwicklungsfihigkeit von aktiven Onkosphiren in vitro. Diese Untersu-
chungen werden in Abschnitt 3.3. beschrieben.
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Abb.1 Onkosphiren von Taenia hydatigena: a) nach Na-Hypochlorit-Behandlung, b) mit kiinst-
licher Verdauungslésung aktiviert (noch von der Onkosphidren-Membran umgeben), c) beim
Ausschliipfen aus der Onkosphiren-Membran, d) aktive (geschliipfte) Onkosphére.

3.2.2. Qualitative Beurteilung

Die aus den Einzelproglottiden wihrend verschiedener Zeitpunkte der Patenz ge-
wonnenen Taenia-Eier (Tab. 1) zeigten eine relativ konstante Widerstandsfihigkeit ge-
geniiber Na-Hypochlorit von durchschnittlich 85% (80%—93%); die durchschnittliche
Aktivierungsrate betrug 61% (56%—66%).

Bei drei zu verschiedenen Zeitpunkten der Patenz von Hund Nr. 7 gewonnenen Ei-
chargen waren keine signifikante Qualitdtsunterschiede festzustellen (Tab. 1).

Die Ergebnisse der qualitativen Untersuchungen von Bandwurmmaterial, das
nach anthelminthischer Behandlung von Hunden gewonnen wurde, sind in Tab. 2 zu-
sammengestellt. Von 13 gewonnenen Bandwiirmern aus 4 Hunden enthielten 6 (46%)
in den letzten 5 Proglottiden Eimaterial, das eine NaHW von mehr als 30% aufwies. Pro
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Bandwurm konnten wir nie mehr als 10 gravide Proglottiden finden, deren Eier eine
dicke Embryophore besassen. Ahnliche Resultate erhielten wir bei der Untersuchung
von Proglottidenverbdnden (Pv), die ein mit 10 Finnen infizierter Hund (Nr. 7) wihrend
der Patenz ausschied. Nur aus 7 (21%) von 29 Pv konnte fur eine weitere Aktivierung
brauchbares Eimaterial (NaHW héher als 30%) gewonnen werden (Tab. 3).

Tabelle2 Beurteilung der terminalen 5 Proglottiden von Taenia hydatigena, gewonnen nach ant-
helminthischer Behandlung von Hunden mit patenten Infektionen.

Bandwurm:
Hund Kopf Anzahl mikroskopische Beurteilung: NaHW
Nr. Nr. Proglottiden Proglottiden Eier in % *)
4 1 + 460 gravid diinne Embryo- 0
phore (E)
2 + 490 gravid dicke E 47
3 + 390 geschlechtsreif — nu
4 + 320 gravid dicke E 6
5 + 360 gravid dicke E 2
3 1 - 150 gravid dicke E 73
14 1 + 280 gravid diinne E nu
2 + 400 gravid dicke E 32
3 + 300 gravid diinne E nu
4 + 450 gravid dicke E 33
9 1 + 410 gravid dicke E 54
2 + 420 gravid dicke E 17
3 + 400 gravid dicke E 42

*) Widerstandsfihigkeit von Onkosphiren gegen Na-Hypochlorit (siehe 2.3.2.); nur an Eiern mit
dicker, vollstindig ausgebildeter Embryophore gepriift.

+: nachgewiesen,

-: nicht nachgewiesen;

nu: nicht untersucht

3.3. Lagerung von Taenia-FEiern

Die Resultate der Lagerungsversuche sind in Abb. 2 dargestellt. Mit wenigen Aus-
nahmen nahm die NaHW der Eier wihrend der Lagerungszeit unter allen drei Lage-
rungsbedingungen kontinuierlich ab, bei den tiefgefrorenen Eiern (-28 °C, Lagerungs-
methode ¢) am stirksten.

Die Aktivierungsraten der Eier, gelagert bei +4 °C in physiol. NaCl-Lgsung oder in
dest, Wasser nach Behandlung mit Chlorhexidin-Diglukonat (Lagerungsbedingungen
a und b), nahmen bis zum 110. Tag nicht signifikant ab und betrugen 55,6% bis 63,9%
bzw. 48 9% bis 54,3%. Nach 180 Tagen waren sie leicht reduziert (38,8%und 46,0%), und
nach 270 Tagen konnten noch aus 9,2%bzw. 24,0% der Eier aktive Onkosphiren gewon-
nen werden.
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Tabelle3 Beurteilung der 5 terminalen, von spontan eliminierten Proglottidenverbinden abge-
trennten Proglottiden von Taenia hydatigena (Hund Nr. 7).

Proglottidenverband: mikroskopische Beurteilung: NaHW
Nr. Anzahl Proglottiden Eier in % *)
Proglottiden
1 203 gravid diinne Embryo- nu
phore (E)
2 58 gravid diinne E nu
3 165 gravid dicke E 83
4 87 gravid diinne E nu
5 105 geschlechtsreif ' - -
6 60 geschlechtsreif - -
7 140 gravid dicke E 61
8 270 gravid dicke E 24
9 110 gravid dicke E nu
10 130 gravid dicke E 3
11 70 geschlechtsreif - -
12 10 geschlechtsreif - -
13 32 geschlechtsreif - -
14 108 geschlechtsreif - -
15 31 geschlechtsreif - -
16 30 gravid dicke E 37
17 30 geschlechtsreif - -
18 50 gravid dicke E 50
19 35 geschlechtsreif - -
20 15 gravid diinne E 0
21 95 gravid dicke E 2
22 60 gravid diinne E -
23 30 geschlechtsreif - -
24 170 gravid dicke E 67
25 160 gravid dicke E 56
26 44 gravid diinne E -
27 120 gravid diinne E -
28 175 gravid dicke E ; 17
29 50 gravid diinne E -

*) Widerstandsfihigkeit von Onkosphiren gegen Na-Hypochlorit (siehe 2.3.2.); nur an Eiern mit
dicker, vollstindig ausgebildeter Embryophore gepriift.
nu: nicht untersucht

Am 30. und 270. Tag der Lagerung priiften wir die aktivierbaren Onkosphiren in vi-
tro auf ihre Weiterentwicklungsfiahigkeit wihrend 6 Tagen in einem komplexen Me-
dium mit 30% fotalem Kilberserum; (siehe 2.3.2.b). Zu Beginn des Lagerungsversu-
ches entwickelten sich aus den 3 verschieden gelagerten Eifraktionen (Lagerungsbe-
dingungen a, b und c¢) durchschnittlich 75,3%, 63,0% und 59,8% der aktiven Onkosphi-
ren zu runden, unbeweglichen Larven mit einem Durchmesser von 30—60 um (Abb. 3).
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Nach einer Lagerungszeit von 270 Tagen waren keine Unterschiede in der Grossenent-
wicklung bei den weiterentwickelten Onkosphiren festzustellen; ihre Weiterentwick-
lungsrate betrug bei den Lagerungsbedingungen a und b durchschnittlich 67,4% und
68,1% (Abb.2).

4. Diskussion

Nach den bisher vorliegenden, vor allem in Neuseeland von Gemmell et al. (1986 a,
b) erarbeiteten epidemiologischen Erkenntnissen ist die Bekimpfung der durch ver-
schiedene Taenia-Arten verursachten Zystizerkose des Schafes oder Rindes wegen des
hohen «biotischen Potentials» der Parasiten sehr schwierig. Unsere eigenen Untersu-
chungen (Deplazes und Eckert, 1988) haben gezeigt, dass auch ein schweizerisches Iso-
lat von Taenia hydatigena ein hohes biotisches Potential besitzt und sehr giosse Mengen
an infektionsfihigen Eiern produziert. Als eine neue Moglichkeit zur Bekimpfung der
wirtschaftlich bedeutsamen Zystizerkosen der Hauswiederkiuer wird heute die Vakzi-
nierung mit Antigenen aus Onkosphiren angesehen (Lit. bei Rickard, 1982). Zu For-
schungsarbeiten in dieser Richtung bendtigt man geeignete Tiermodelle und griossere
Mengen von Taenia-Onkosphiren.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Versuch unternommen, die Moglich-
keiten zur Massengewinnung von Eiern bzw. Onkosphiren von T. hydatigena niher zu
priifen, geeignete Lagerungsbedingungen zu evaluieren sowie Kriterien fiir die Beur-
teilung der Vitalitdt der Onkosphiren festzulegen.

Nach unseren friitheren Feststellungen (Deplazes und Eckert, 1988) sind in den gra-
viden Proglottiden von T. hydatigena durchschnittlich etwa 55 000 Eier vorhanden. Die
hier vorliegende Arbeit zeigt, dass mit den von uns angewandten Methoden pro Pro-
glottis aber nur 2429—7622 (Mittelwert: 4855) Eier isoliert werden konnten. Wihrend
20—73 Tagen lag die tiigliche Eiausbeute pro Hund zwischen 13 420 und 87 746. Diese
Ausbeute war hoher, wenn Hunde in einer speziell ausgeriisteten Boxe gehalten und
die Eier sowohl aus den ausgeschiedenen Einzelproglottiden als auch aus der bei der
Reinigung anfallenden Waschfliissigkeit isoliert wurden (118 750 Eier pro Hund und
Tag).

Zur Beurteilung der gewonnenen Eier wurden morphologische und biochemisch-
biologische Parameter verwendet. Dabei zeigte sich, dass die mikroskopisch-morpho-
logische Beurteilung der Eier, das heisst der Nachweis einer dicken Embryophore, kein
ausreichendes Kriterium beziiglich der Vitalitdt der in den Embryophoren eingeschlos-
senen Onkosphiren darstellt. Bessere Hinweise darauf lieferte ein biochemischer Test,
bei dem die Eier der Einwirkung von Natrium-Hypochlorit ausgesetzt werden, wobei
die Embryophore zerfillt. Voll lebensfihige Onkosphiren iiberstehen diese Prozedur,
was hier als Widerstandsfihigkeit gegen Na-Hypochlorit (= NaHW) bezeichnet wird.
Diese NaHW kann je nach Reifungsgrad und Zustand der Eier grossen Schwankungen
Unterliegen (s. Tab. 2 und 3). Bei Anwendung der von uns beschriebenen Sammel- und
Isolationstechnik konnten wir jedoch schliesslich bei verschiedenen Hunden iiber lin-
gere Zeit Eichargen mit hohen NaHW zwischen 79% und 93% gewinnen (s. Tab. 1).



316 P. Deplazes und J. Eckert

Lagerung bei + 4° C in physiologischer NaCl-Losung
1007 mit Antibiotika-Zusatz

731
501

251

1001

Onkosphéren in ® der Eizahl

1001

30 50 80 110 180 270
Lagerungszeit in Tagen

B Anteil Onkosphéren mit Na-Hypochlorit-Widerstandsféahigkeit (NaHW)
I c«tivierbare Onkospharen

i weiterentwickelte Onkosphéren nach 6 Tagen in vitro-Kultivierung

Abb.2 Vitalititsparameter der Onkosphiren von Taenia hydatigena nach Lagerung der Eier un-
ter verschiedenen Bedingungen.
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Abb.3 In vitro weiterentwickelte Onkosphiren von 7. hydatigena:

a) zwei grosse Onkosphiren links: nach 6 Tagen in Kultur; drei kleine Gebilde rechts: nicht akti-
vierte Onkosphiren zum Vergleich.

b) Vergrosserung von weiterentwickelter Onkosphire aus Bild a.
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Ein weiteres Kriterium fiir die Vitalitdt der Eier ist die Aktivierungsrate der Onko-
sphidren unter dem Einfluss kiinstlicher Verdauungslésung. Mit einer modifizierten
Aktivierungs-Methode nach Heath (1982) stellten wir bei Eiern aus Einzelproglottiden
Aktivierungsraten (prozentualer Anteil der aktiven Onkosphiren zur Ei-Anzahl) von
56—66% fest (siehe Tab. 1).

Fiir Forschungsarbeiten sind genaue Kenntnisse iiber die Lagerungsfahigkeit von
Taenia-Eiern wichtig. Gemmell (1977) lagerte Eier von T. hydatigena bis zu 300 Tage in
Wasser bei +7 °C. Nach 90tagiger Lagerung entwickelten sich aus solchen Eiern nach
kiinstlicher Infektion von Schafen infektiése Finnen; nach 273 Tagen waren die Onko-
sphidren zwar invasiv, entwickelten sich im Zwischenwirt aber nicht vollstdndig.

Mit unseren Untersuchungen konnten wir nachweisen, dass bei +4 °C in dest. Was-
ser oder in physiol. NaCl-Losung gelagerte Eier von T hydatigena nach 180 Tagen nur
10% bzw. 36% der anfdnglichen Aktivierungsrate (= 100%) verloren hatten. Interessan-
terweise iiberlebte ein Teil der Eier das Einfrieren bei -28 °C, doch waren nach 180 Ta-
gen nur noch 4% der Onkosphidren aktivierbar, wihrend nach 270 eine Aktivierung
nicht mehr gelang.

Als biologisches Kriterium fiir die Beurteilung gelagerter Taenia-Eier diente die
Weiterentwicklungsfahigkeit der aktivierbaren Onkosphiren wihrend 6 Tagen in vitro.
Die Grossenentwicklung und die Weiterentwicklungsrate dieser Onkospharen schien
durch die lange Lagerungszeit von 270 Tagen unter den Lagerungsbedingungen bei
+4°C (siehe 2.4.1.), im Vergleich zu aktivierbaren Onkosphiren aus frischen Eiern,
nicht beeintriachtigt zu werden.

Mit den in dieser Arbeit eingesetzten Methoden der Massengewinnung von Tae-
nia-Eiern konnten wir die hohe Reproduktionsleistung von 7. hydatigena im Hund aus-
niitzen und mit einem minimalen Einsatz von Versuchstieren relativ grosse Eimengen
gewinnen. Die gewonnenen Eier stellten ein qualitativ konstantes Ausgangsmaterial
fir Antigengewinnung sowie fur in vitro-Kultivierungsversuche dar.

5. Zusammenfassung

Ziel der Untersuchungen war die Massengewinnung von Taenia hydatigena-Eiern mit Hilfe
standardisierter Methoden, die Aufbewahrung der Eier unter verschiedenen Bedingungen sowie
die Isolation lebensfiahiger Onkosphiren. Aus Einzelproglottiden, die von experimentell infizier-
ten Hunden ausgeschieden wurden, konnten je nach angewandter Technik durchschnittlich 4855
bzw. 11 500 Eier/Proglottis gesammelt werden. Dies entspricht einer durchschnittlichen Gesamt-
menge bis zu 118 750 Eiern pro Hund und Tag. Die Onkosphiren aus Eiern von Einzelproglottiden
hatten eine durchschnittliche Widerstandsfihigkeit gegen Natrium-Hypochlorit-Losung (2% akti-
ves Chlor) von 85%. Diese Resistenzrate erwies sich als zuverlidssiger Parameter fiir die Vi-
talitit von Onkosphiren. Aus den Eiern, die zunichst einer Na-Hypochlorit-Lésung und an-
schliessend einer kiinstlichen Verdauungslésung (1% Pankreatin, 15% Schafgalle, 1% NaHCO; in
destilliertem Wasser) ausgesetzt waren, konnten 56 bis 66% aktivierte (vitale) Onkosphiren iso-
liert werden.

In physiologischer Kochsalzlésung oder in destilliertem Wasser bei +4°C gelagerte Taenia-
Eier behielten hohe Onkosphidren-Aktivierungsraten von 49 bzw. 59%bis zu 110 Tagen; anschlies-
send folgte ein Abfall der Aktivierungsraten auf39 und 46% nach 180 Tagen, auf 9 und 24% nach
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270 Tagen. Die Eier iiberlebten teilweise Tiefgefrieren in physiologischer Kochsalzldsung bei
- 28°C bis zu 180 Tagen mit Aktivierungsraten der Onkosphiren von 16,11 und 4%nach 80,100 und
180 Tagen. Nach 6 Tagen in vitro-Kultivierung in einem komplexen Medium zeigten Onkosphiren
aus bei +4°C aufbewahrten Taenia-Eiern dhnliche Charakteristika des Wachstums und der zysti-
schen Entwicklung wie Onkospharen aus frischen Eiern.

Résumé

Le but de ces examens était ’obtention de grandes quantités d’ceufs de Taenia hydatigena a
’aide de méthodes standardisées, leur conservation sous différentes conditions et I'isolation d’on-
cosphéres viables. A partir de proglottis isolés rejetés par des chiens infectés expérimentale-
ment, il a pu étre récolté selon la technique utilisée en moyenne 4855 resp. 11500 ceufs par pro-
glottis, ce qui correspond a une quantité totale moyenne pouvant atteindre 118 750 ceufs par chien
et par jour. Les oncosphéres d’ceufs de proglottis isolés avaient une capacité de résistance moyen-
ne de 85% dans une solution d’hypochlorite de sodium (2% de chlore actif). Ce pourcentage de ré-
sistance s’est démontré comme un paramétre sir de la vitalité des oncosphéres. A partir d’ceufs
exposés premiérement a une solution d’hypochlorite de sodium et par la suite a une solution dige-
stive artificielle (1% de pancréatine, 15%de bile de mouton, 1%de NaHCO; dans de I’eau distillée),
il a pu étre isolé 56 a 66% d’oncosphéres activées (vitales).

Des ceufs de ténias entreposés dans une solution physiologique de sel de cuisine ou dans de
’eau distillée a une température de +4°C conservaient des pourcentages élevés d’activation des
oncosphéres de 49 resp. 59% jusqu’a 110 jours. Par la suite, il a été observé une chute de ces pour-
centages a 39 et resp. 46% aprés 180 jours et a 9 resp. 24% apres 270 jours. Les ceufs dans une solu-
tion physiologique de sel de cuisine ont survécu partiellement a la congélation 4 -28 °C jusqu’a 180
jours avec des pourcentages d’activation des oncosphéres de 16, 11 et 4%aprés 80, 110 et 180 jours.
Apreés 6 jours de culture in vitro dans un milieu complexe, des oncosphéres provenant d’ceufs de
ténias conservés a + 4°C ont démontré des caractéristiques identiques de croissance et de dévelop-
pement kystique que celles des oncosphéres d’ceufs frais.

Riassunto

Lo scopo della ricerca fu la raccolta massiccia di uova di Taenia hydatigena con I’aiuto di meto-
di standardizzati, la conservazione delle uova in diverse condizioni, e I’isolazione di oncosfere vita-
li. Da proglottidi singole, eliminate da cani infettati sperimentalmente, a secondo del metodo usa-
to poterono esser raccolte fra 4855 e 11 500 uova per proglottide. Cio corrisponde ad una media di
118 750 uova in totale per cane al giorno. Le oncosfere da uova di proglottidi singole ebbero una re-
sistenza dell’85% contro una soluzione di ipoclorito di sodio (2% di cloro attivo). Questa quota di
resistenza si dimostrd esser un parametro attendibile per la vitalita delle oncosfere. Dalle uova,
dapprima trattate con una soluzione diipoclorito di sodio e poi sottoposte ad un processo digestivo
(1% pancreatina, 15% bile di montone, 1% di NaHCO, in acqua distillata) si poterono isolare dal 56
al 66% di oncosfere attivate (vitali).

Le uova di Taenia, collocate in soluzione di cloruro di sodio o in acqua distillata a +4°C, man-
tennero alti tassi di attivazione delle oncosfere, dal 49 al 59%, fino a 110 giorni. In seguito si registro
una caduta delle quote di attivazione dal 39 al 46% dopo 180 giorni e dal 9 al 24% dopo 270 giorni.
Le uova congelate in soluzione fisiologica a -28°C sopravissero fino a 180 giorni con quote di atti-
vazione delle oncosfere del 16, 11 € 4% dope 80, 110 e 180 giorni. Dopo 6 giorni di cultura in vitro in
un medio complesso, le oncosfere nate da uova di Taenia conservate a +4°C presentarono caratte-
ristiche di crescita e di sviluppo cistico simili a quelle nate da uova fresche.
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Summary

Mass collection and storage of Taenia hydatigena eggs and isolation of viable oncospheres.

The aim of this study was the mass collection by standardized techniques of T. hydatigena
eggs, their storage under various conditions and the isolation of viable oncospheres. From single
proglottids released from experimentally infected dogs, an average of 4855 and 11 500 eggs/prog-
lottid could be collected, depending on the technique used.

This corresponds to a total average of up to 118 750 eggs per dog and day. Oncospheres from
eggs isolated from single proglottids exhibited an 85%average rate of resistance against treatment
with sodium hypochlorite solution (2% active chlorine). This resistance rate proved to be areliable
parameter for the oncosphere viability. From eggs which had been exposed to sodium hypochlori-
te solution and subsequently to artifical digestion fluid (1% pancreatin, 15% sheep bile, 1% Na-
HCO; in destilled water), 56 to 66% active (viable) oncospheres could be isolated.

Taenia eggs stored in physiological saline or in distilled water at +4 °C retained high oncos-
phere activation rates of 49 and 59%, respectively, up to 110 days followed by a decrease to 39 and
46%after 180 days and 9 and 24%after 270 days. The eggs partially survived deep-freezing at -28 °C
in physiological saline up to 180 days as indicated by oncosphere activation rates of 16, 11 and 4%af-
ter 80, 110 and 180 days. After 6 days of in vitro cultivation in a complex medium, oncospheres from
eggs stored at +4 °C for 270 days exhibited equivalent characteristics of growth and cystic develop-
ment as oncospheres from fresh eggs.
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