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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Gattung Onchocerca (Filarioidea, Nematoda) umfafit Nematoden mut parasitischer Lebens-
weise im Wirbeltier, deren indirekte Entwicklung einen blut- oder lymphsaugenden Arthropoden

erfordert. Die einzige fur die Humanmedizin bedeutsame Art 1st Onchocerca volvulus (Leuckart,
1893), Erreger der Fluf3blindheit (Onchozerkose).

Die strenge Wirtsspezifitiat von O. volvulus beschrinkt das Vorkommen der reproduktions-
fahigen Adultwiirmer auf den Menschen, mit Ausnahme von Infestationen beim Gorilla und
experimentell bei Schimpansen (VAN DEN BERGHE 1941, DUKE 1980). Tierische
Reservoirwirte wurden bisher nicht gefunden. Bei der Onchozerkose handelt es sich daher um
eine echte Anthroponose.

Alle anderen Vertreter der Gattung Onchocerca haben Huftiere (Ungulata) als Endwirte

(BAIN 1981, SCHULZ-KEY et. al. 1993). In Rindern (Bovinae) sind bislang neun Arten
beschrieben worden:

Vorkommen _

O. sweetae Intradermale Knoten blutsaugender SPRATT & MOORHOUSE 1971
Australien _ _

O. gibsoni | Subkutane Binde- BAIN & BEVERIDGE 1979
Australien gewebsknoten _

O. stilesi Bindegewebe des EBERHARD 1979
Nordamenka | Kniegelenks

O. linealis Milzband und Binde- Simulium ornatum ZAHNER
| Nordamerika | gewebe der Fullgelenke & SCHULZ-KEY 1990
und Europa

O. gutturosa |Nackenband / Binde- | Culicoides spec. NEUMANN 1910
Nordamerika, |gewebe von Knie und

Europa Fersengelenk
und Afrika
O. armillata | Aortenwand blutsaugender RAILLIET & HENRY 1910
Europa und | Arthropode?
Q. denkei Subkutane blutsaugender BAIN, VASSILIADES
Afrika Bindegewebsknoten Arthropode? & DELBOVE 1982
O. dukei Bindegewebsknoten der | Simulium bovis BAIN et al. 1974
Afrika thorakalen
Muskelfaszien

O. ochengi intradermale Binde- Simulium damnosum BWANGAMOI 1969
Afrika sewebsknoten der Haut | s.1. -
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In Nordkamerun sind vier Arten im Rind (Bos indicus) endemisch (WAHL & RENZ 1989
WAHL ef al. 1994)

O. armillata, O. gutturosa, O. ochengi und O. dukei

O. ochengi 1st die mit O. volvulus am engsten verwandte Art (BAIN 1981). Die weiblichen
Adultwiirmer sitzen in bindegewebigen Knoten, welche sie nicht verlassen.

Im Adamawa-Hochland - einem fiir beide Parasitosen endemischen Gebiet in Nordkamerun -
~werden die Dritten Larven (infektiose L3) von Kriebelmiicken des Artenkomplexes Simulium
damnosum Theobald, 1903, ubertragen (RENZ et al. 1989, SCHIBEL & RENZ 1990).

Dort gehéren 30-90% aller im Vektor gefundenen L3 zu O. ochengi. Demnach ist die
Vektorkapazitit fur O. volvulus stark verringert und eine gegenseitige Beinflussung der
Epidemiologie nachgewiesen (WAHL 1991, RENZ et al. 1994).

Die Dritten Larven beider Arten 16sen im Menschen eine Immunantwort aus, die durch
"kreuzreaktive Antigene" vermittelt wird (HOCH ez a/.1993) und bei der Entstehung von

erworbener Immunitét (acquired immunity) gegen die Onchozerkose eine Rolle spielen konnten
(Renz et al. 1994).

Die Rinderparasitose ist nicht nur zur Klarung quantitativer parasitologischer Fragestellungen
geeignet, sondern auch im Hinblick auf die Interaktionen der beiden Filarienarten als Grundlage
der Vakzineforschung oder als Screeningmodell fur Filarizide von Interesse (RENZ et al. 1995).

Untersuchungen der Adultwurmpopulation im Rind ergaben einen konstanten Anstieg der
Knotenlast be1 gleichbleibender Vektorexposition (TREES ez al. 1992, ACHU-KWI 1994,
RENZ et al. 1994). Die meisten Knoten liegen im Inguinalbereich der Rinder (DAIBER 1993).
Trotz aufialliger Adultwurmzahl von mehreren hundert Knoten pro Rind zeigen sich keine
pathologischen Erscheinungen, was auf eine gute Anpassung des Parasiten schliefSen 14aBt.

Im Knoten befindet sich ein einziges aufgehﬁueltes Weibchen, welches eng mit einer unter-
schiedlichen Anzahl von Mannchen vergesellschaftet sein kann. Im Durchschnitt kommt auf
einen Knoten ebenfalls nur ein Mannchen (WAHL et al. 1994, SCHULZ-KEY et al. 1993).

Im Gegensatz zu O. ochengi sitzen die weiblichen Adultwiirmer von O. volvulus zu mehreren
(bis iber 25) 1m knotenartigen Granulom (Onchozerkom) und werden dort von zahlreichen
Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten und ein- bzw. mehrkernigen Makrophagen umgeben.
Die Wiirmer werden offenbar von aktivierten Makrophagen angegriffen, fiir die ein hoher Gehalt
an lysosomalen Enzymen (unspezifische Esterase, saure und alkalische Phosphatase) charakte-
ristisch 1st. Die mehr am Knotenrand gelegenen Makrophagen mit niedrigem Gehalt an saurer
Phosphatase und HLA-DR-Expression spielen demgegeniiber bei der ProzeBierung und
Prasentation von Antigenen eine Rolle. Diese Annahme wird durch das gehiufte Aufireten von
Lymphozyten und Plasmazellen am Knotenrand bestétigt. Auch in Adultwurmnihe, wo die
Antigenkonzentration sehr hoch ist, konnen Antigene von einigen HL A-DR-exprimierenden
Makrophagen verarbeitet werden. Demnach entsteht durch das mehr oder weniger abgegrenzte

Vorkommen verschiedener Subklassen eine Zonierung innerhaib des Knotens (GATRILL et al.
1987).



Einleitung

Nach Befruchtung und Embryogenese setzen die viviparen Weibchen die als "Mikrofilarien"
bezeichneten Ersten Larvenstadien frei, welche sofort mit der immunzelthaltigen Umgebung
konfrontiert werden. In den Onchozerkomen von O. volvulus werden die Mikrofilarien von
eosmnophilen und neutrophilen Granulozyten, sowie Makrophagen angegriffen und abgebaut.

Die Starke des Abbaus scheint von der Immunlage des Wirts abhingig zu sein (BUTTNER
& RACZ 1983).

- Die mit dem Alter der exponierten Rinder stetig ansteigende Knotenlast, d.h. die anhaltende
Zunahme mikrofilarienproduzierender Wiirmer im Rind, mu8 jedoch nicht immer zur Erh6éhung
der Hautmikrofilariendichte fithren. Bei einigen iiber 5 Jahre alten, "immunen" Rindern mit
hoher Knotenlast wurden - trotz unverinderter Reproduktionsrate der Wurmweibchen - gleich-
bleibende Mikrofilariendichten in der Haut festgestellt (WAHL ef al. 1994). Demzufolge muf
in diesen Rindern in Haut oder Knoten ein verstiarkter Abbau von Mikrofilarien stattfinden.
Dabet konnte es sich um eine Pramunition (Concomitant Immunity) handeln, welche den Wirts-
organismus vor iiberméaBigen Mikrofilarienlasten schiitzt.

Andere ("suszeptible") Rinder zeichnen sich - im Gegensatz zu den "immunen" Rindern - durch
eme relativ zur Knotenlast hohe Mikrofilariendichte aus.

In dieser Arbeit wird untersucht, ob die Mikrofilarien schon im Knoten oder erst in der Haut
abgebaut werden. Dazu wurde die Anzahl der Embryonen im Weibchen, sowie die Zahl der
Mikrofilarien im Knoten und in der Haut ermittelt. Von besonderem Interesse sind Rinder, bei
denen trotz hoher Knotenlast eine relativ geringe Mikrofilariendichte in der Haut gefunden
wurde ("immune" Rinder).

Im Inkubationstest wird der in vitro-Abbau von O. ochengi-Mikrofilarien verfolgt. Dazu
werden Hautmikrofilarien mit Immunzellen / Seren alter und junger Rinder inkubiert und deren

Motilitat und Degeneration mit Mikrofilarien in RPMI-Medium mit bzw. ohne Normalserum
verglichen.

Letztendlich sollen die Daten dazu dienen, den Massenwechsel der O. ochengi-Mikrofilarien in
"suszeptiblen”, "normalen" und "immunen" Rindern abzuschitzen.
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2. Material und Methoden

2.1.  Untersuchungsort und Rinder

Am stéddtischen Schlachthof von Ngaoundéré, Hauptstadt der Adamawa-Provinz in Nord-

- kamerun (Guinea-Savanne), werden iiberwiegend Rinder der lokalen Goudali-Rasse (Kurzhorn-
Zebus) geschlachtet. Diese Rinder sind mit einer Pravalenz von ca. 51% mit O. ochengi be-
fallen (WAHL 1991). Ein Befall mit O. gutturosa, O. armillata oder Mischinfestation ist
ebenfalls haufig anzutreffen.

Akou-Rinder (Langhorn-Zebus) sind seltener im Schlachthof zu finden. Rinder dieser Rasse
stammen meist aus der nordlichen Sudansavanne (dortige O. ochengi-Pravalenz: 83%) und
konnen zusétzlich mit O. dukei infestiert sein (WAHL 1991).

Alle 14 Rinder, die zur Gewinnung von Immunzellen fur den Inkubationstest verwendet
wurden, gehorten der Goudali-Rasse an. Die beiden dlteren Rinder stammten aus einer Herde
des IRZV 1n Wakwa, ca. 11 km siidostlich von Ngaoundéré. Die 12 jungen Rinder gehorten
zum Weldevieh der Ranch Dawa, ca. 30 km siidostlich von Ngaoundéré.
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Abb. 1: Untersuchungsgebiet in Kamerun
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2.2.  Altersbestimmung der Rinder

Am Schlachthof wurde das Alter der Rinder nach der Zahnformel, dem Zahnabrieb und der

Zahnstellung bestimmt (nach PAUVAUX 1988, vgl. Anhang Tabelle 12 und HILDEBRANDT
1995).

Von den im Inkubationstest verwendeten Tieren waren genaue Daten iiber Knotenlast, Haut-
mikrofilanendichte und Alter bekannt und wurden uns freundlicher Weise von Dr. D. Achu-Kwi
(IRZV, Wakwa) zur Verfligung gestellt (siche Anhang Tabelle 10).

2.3.  Populationsdynamik der Mikrofilarien im Rind

2.3.1. Bestimmung der Gesamtknotenlast pro Rind

Die Onchozerkome lassen sich palpieren, nachdem das Fell vom Rind abgezogen war. Die
Innenseite der Haut wurde mit den Fingern abgetastet und auf in der Haut verschiebbare
Gewebeknoten untersucht. Oft traten die Knoten als gut sichtbare, rundliche Erhebungen an
der Hautinnenseite hervor. Gewebeknoten, deren Genese durch Tasten nicht eindeutig auf

0. ochengi zuruckzuftihren war, wurden durch Anschnitt und Auspressen des Inhalts eindeutig
klasstfiziert. Im Fall eines O. ochengi-Knotens erschien nach Ausquetschen der adulte weibliche
Wurm zusammen mit einer gelblichen, zihfliissigen Immunzelisuspension. Dagegen trat nach
Ausdriicken einer Demodexzyste ein milbenhaltiges, gelbliches Sekret zutage. (Demodexmilben
verursachen knotenartige Entziindungen der Haarbalgdriisen).

Auflerdem besteht eine Verwechslungsmoglichkeit mit Entziindungen der Haut, welche durch
Zeckenbisse hervorgerufen werden. Diese Hautverdnderungen sind jedoch weder scharf um-
grenzt, noch innerhalb der Haut verschiebbar. Durch die Palpation der lebenden Rinder werden

ca. 50% (DAIBER 1993), bei der Palpation des abgezogenen Fells circa 70% der Gesamt-
knotenlast erfal3t.

2.3.2. Knotenentnahme

Aus den Fellen von Rindern, welche mit O. ochengi befallen waren, wurden in den Monaten Juni
und Juli (in der Mitte der Regenzeit) knotenhaltige Hautstiicke herausgeschnitten. Da die Felle
an die Gerberei in Garoua (ca. 300 km nordlich von Ngaoundéré) verkauft werden, war es nur
moglich, kleinere Hautstiicke vom Rand des Fells (entlang der ventralen Mittellinie) abzuschnei-
den. Daher konnten nur einige der pro Rind vorhandenen Knoten untersucht werden. Im Labor
wurden die intradermalen O. ochengi-Knoten mit dem Skalpell aus den Hautstiicken isoliert und

das Bindegewebe soweit wie moglich entfernt, ohne die Onchozerkome dabei anzuschneiden
("Trimmen" der Knoten).
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2.3.3. Bestimmung der Hautmikrofilariendichte

Zwischen Euter/Scrotum und Nabel wurden dre1r Hautbiopsien genommen. Mit dem Skalpell
wurden tangential moglichst diinne, zwischen 10 und 20 mg schwere Schnitte der duflersten
Hautschichten gewonnen. Die sechsstiindige Inkubation der einzeln abgewogenen Schnitte fand
in separaten Gefal3en be1 36° C in RPMI-1640-Medum statt. Anschlieffend wurden die Biopsien
in frisches RPMI-1640-Medium iiberfiihrt, in dem sie fiir weitere 18 Stunden bei 36° C ver-
blieben. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Snips 24 Stunden bei 36° C 1n Kollagenaselosung
verdaut (SCHULZ-KEY 1978).

Die Konzentrationen der zugefiigten Antibiotika waren 1n RPMI-Medium und Kollagenase-
16sung gleich (Zusammensetzung der Losung siehe Kapitel 2.3 .4.).

Die Artzugehorigkeit der bei Inkubation und Verdau ausgewanderten Mikrofilarien wurde unter
der Binokularlupe bei 25- bis 50-facher Vergrof3erung bestimmt. Aus Mikrofilariengesamtzahl
einer Art und Gewicht der Biopsie errechnet sich die Mikrofilarienzahl pro mg.

2.3.4. Knotenverdau

Die fiir den Verdau eingesetzte Kollagenaselosung enthielt 0,5% Kollagenase in RPMI-Medium,
2 g/1 Sodium Bikarbonat und 5,94 g/l HEPES-Puffer, unter Zusatz von 50 Einheiten Penicillin
und 50 ug Streptomycin pro ml Losung.

Die noch nicht angeschnittenen und fertig getnnmmten Knoten wurden gewogen und mut 0,5 mi
Kollagenaselosung be1 36° C ca. 7 Stunden lang inkubiert.

2.3.5. TIsolation der Adultwiirmer und Gewinnung des Knoteninhalts

Nach siebenstiindigem Knotenverdau hatte sich die kollagenhaltige Bindegewebskapsel weit-
gehend aufgeldst. Der verdaute Knoten wurde mit moglichst wenig Fliissigkeit aus der Kolla-
genaselosung genommen und auf einem Objekttriger unter das Stereomukroskop gebracht.

Bei 10- bis 25-facher VergroBBerung wurde der Knoten durch leichtes Zupfen mit Pinzetten
geOfinet, ohne die Adultwiirmer zu verletzen.

Das Wurmkniuel, dem teilweise noch gelblicher Knoteninhalt anhaftete, wurde mit einer Feder-
stahlpinzette m emn 2 ml Kryorohrchen Giberfihrt. Die auf dem Objekttrager zurtickbleibende
Fliissigkeit wurde mit 0,5 ml physiologischer Kochsalzlosung iiber die Ecke des Objekttragers
in dasselbe Kryoréhrchen geschwemmt.

Mit einer 1 ml Spritze wurde em Teil der im Kryordhrchen befindlichen Kochsalzlosung wieder-
hoit aufgenommen und mit nicht zu starkem Druck auf das Wurmkniuel gespritzt, um dem
Adultwurm duB3erlich anhaftende Mikrofilanien abzuspiilen.

War die Wurmoberfliache frei von Anlagerungen, wurde das Wurmkniduel mit moghchst wenig
Fliissigkeit erneut auf einen Objekttrager tibertragen. Die mit dem Weibchen aufgeknauelten,
aber viel kiirzeren und schiankeren Minnchen lieflen sich miihelos aus dem Knéauel zichen.
AnschlieBend wurde das Weibchen be1 40-facher Vergroflerung unter dem Stereomikroskop auf
Unversehrtheit untersucht.

Die nach Spilung der Adultwiirmer zurtickbleibende Flissigkeit wurde gemeinsam mit der
Kollagenaselosung, in welcher der Knotenverdau stattfand, untersucht (siehe Kapitel 2.3.7.).
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2.3.6. Embryogramme der aus den Knoten isolierten Weibchen

Die Weibchen wurden auf dem Objekttrager mit Prapariernadeln in kleine Stiicke (< 1 mm)
zerschmtten. Mit 1 ml physiologischer Kochsalzlosung wurden die Wurmteile in einen Spezial-
morser geschwemmt und zerquetscht, wobei die Embryonalstadien aus dem Uterus gepref3t
wurden. Ein weiterer ml der Kochsalzlosung wurde dazu verwendet, das Pistill iiber dem Morser
und die Morserwand abzuspiilen, so daf3 die Embryonen des Weibchens in 2 ml suspendiert
‘waren (SCHULZ-KEY et al. 1980). Von dieser Suspension wurde nach vorhergehendem
Mischen ein kleiner Tropfen entnommen und in eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer gebracht.
Dort wurden die verschiedenen Embryonalstadien (Eizellen, kieine Morulae, grof3e Morulae,
Huteisenstadien, Brezelstadien und Mikrofilarien) in 4 Quadraten differenziert, ausgezahlt und
deren Gesamtzahl pro Weibchen berechnet.

Anhand der Embryogramme wurde der Reproduktionsstatus ermittelt und die weiblichen
Wurmer klassifiziert (nach DUKE et al. 1990):

- s m

Status | Weibchen Uteri
Y  |jung, noch nicht | nur Qogenesestadien oder Oogonien vorhanden
| geschlechtsreif
SEF | geschlechtsreif, nicht mit mehr als 20 000 Oozyten |
Inseminiert ]
SO | geschlechtsreif, nicht | mit weniger als 20 000 Oocyten |
inseminiert

F¥ | geschlechtsreif, inseminiert, |mit mehr als 62 500 Embryonen aller Stadien
| voll produktiv | und mehr als 2500 Mikrofilarien |

FO | geschlechtsreif, inseminiert, |mit weniger als 62 500 Embryonen aller Stadien
| mit vermunderter Produktion |und mehr als 2500 Mikrofilarien

IA | geschlechtsreif, inseminiert, | Anzahl spiater Embryonalstadien meist gering

il

mit beginnender Produktion | und weniger als 2500 Mikrofilarien

17 geschlechtsreif, inseminiert, | Anzahl frither Embryonalstadien meist gering
mit auslaufender Produktion |und mehr als 2500 Mikrofilarien

EE alt, nicht mehr leer
reproduktionsfahig ]
C moribund, kalzifiziert kalzifiziert

Tab. 1: Einteilung von (J. ochengi-Weibchen anhand der Reproduktivitit
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2.3.7. Lichtmikroskopische Untersuchung des Knoteninhalts

Die bei der Gewinnung des Knoteninhalts angefallenen Losungen (0,5 ml Spiilflissigkeit mit
Knotemnhalt und 0,5 ml Kollagenaselosung) wurden vermischt und mit physiologischer Koch-
salzlosung auf 1,5 ml aufgefulit.

Diese Gesamtlosung enthielt die im natiirlichen Knoteninhalt vorhandenen, sowie die wihrend
des Kollagenaseverdaus aus dem Knoten ausgewanderten Mikrofilarien.

Voraussetzung fuir die mikroskopische Auswertung war der Nachweis der Unversehrtheit des
weiblichen Adultwurms. So wurde garantiert, daB3 alle im Mikroskop untersuchten Mikrofilarien
vom Weibchen auf natiirliche Weise im Knoteninnern freigesetzt wurden. Bei Verletzung des
Weibchens hitten durch Anschnitt, bzw. Abquetschen des Uterus noch ungeborene Mikrofilarien
in das Medium gelangen und die mikroskopische Untersuchung verfilschen kdnnen.

Von der fnisch aufgeschiittelten Gesamtlosung (1,5 ml) wurde ein 200 pl-Aliquot entnommen. Bei

180- bzw. 400-facher VergroBerung wurde die Vitalitit der darin vorhandenen Mikrofilarien
untersucht.

2.3.8. Kontrollansatz

Um den Emfluf der Untersuchungsmethode auf die morphologische Degeneration festzuzstellen,
wurden in mehreren Kontrollansdtzen aus der Haut isolierte Mikrofilarien sieben Stunden lang in
0,5 ml Kollagenaselosung bei 37° C inkubiert (Konzentration Kapitel 2.3.4.).

Anschliebend wurde die Losung mit 1 ml physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt und die
Vitalitat der Mikrofilarien mikroskopisch untersucht.
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2.3.9. Beurteilung der Vitalitit der Mikrofilarien

Anhand der Morphologie wurden die Mikrofilarien drei Schadigungskategorien zugeordnet
(nach KLIEWER-ZIESE 1992).

Bestimmte Degenerationsmerkmale konnen ausschlieBlich oder kombiniert auftreten. Mikro-
filarien wurden stets der Kategorie mit der stirksten Schiadigung zugeordnet.

KATEGORIE - BEOBACHTETE MORPHOLOGIE -

Kernsiule Kutikula

GO: Intakte Mikrofilarien

regelmaBig, nicht |
unterbrochen

S glatt

mit kleinen Vakuolen

| granuliert

mit vielen grof3en

Vakuolen, welche glatt

zu emer Vakuolensiule
verschmelzen konnen

verengt |
unterbrochen glatt
granuliert bis gewellt
unterbrochen |

aufgelost aufgebrochen

' Tab. 2: Emnordnung von O. ochengi-Mikrofilarien in drei Schidigungskategorien
Verschiedene Merkmale wurden an einer Mikrofilarie dargestellt.
(NR=Nervenring)
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2.4. Abbau von Hautmikrofilarien durch immunkompetente Zellen des
Wirts im Inkubationstest

2.4.1. Gewinnung von Hautmikrofilarien

Am Schlachthot von Ngaoundéré wurden von mehreren Goudali-Rindern mit O. ochengi-
Infestation zwischen Bauchnabel und Euter/Skrotum Fellstiicke herausgeschnitten. Diese Teile
der Haut eignen sich besonders gut zur quantitativen Mikrofilariengewinnung, da dort die
Hautmikrofilariendichte am hochsten ist (MANNIKAINEN 1994).

Im Labor wurden die gewaschenen Fellstiicke rasiert und die FellauBenseite mit 75%igem
Alkohol desinfiziert. Mit etnem scharfen sterilen Skalpell wurden bei flacher Schnittfithrung
moglichst lange und moglichst diinne Streifen der obersten Hautschicht abgetragen und in ein
steriles 50 ml Rohrchen iiberfiihrt, welches zuvor zur Hilfte mit sterilem, auf 36° C vorge-
warmtem RPMI-1640-Medium gefiillt wurde. Das Medium enthielt pro ml 100 Einheiten
Penicillin, 100 pug Streptomycin und 250 ug Amphothericin B. Nachdem die Rohrchen zu zwei
Dnitteln mit den Hautstreifen gefullt waren, wurde mit Medium tiberschichtet und geschlossen
fur ca. sechs bis sieben Stunden bei 36° C im Warmeschrank inkubiert. Die auswandernden
Mikrofilanien sammelten sich am Boden des Rohrchens, wo sie nach Entfernen der Hautstreifen
- miuttels einer sterilen Pinzette - zurtickblieben. AnschlieBendes Filtrieren durch ein steriles
Netzchen (Maschenweite 0,5 mm) hielt kleinere Schwebstoffe zuriick.

Nach zweimaligem Waschen mit RPMI (Zentrifugation: 3 min bei 2000 rpm) wurde das Mikro-
filarienpellet in 2 ml RPMI aufgenommen.

Falls die Rinder, von denen die inkubierten Hautstlicke stammten, eine gemischte Onchocerca-
Infestation hatten, enthielt diese Mikrofilariensuspension eventuell auBBer den O. ochengi-Mikro-
filarien auch solche von O. gutturosa.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein Aliquot der Suspension unter dem Lichtmikroskop
be1 100-facher VergroBerung ausgezihlt, wobei nur O. ochengi-Mikrofilarien beriicksichtigt
wurden. Die Suspension wurde um den errechneten Faktor verdunnt, so dal3 die Endkonzen-
tration ca. 20 O. ochengi-Mikrofilarien in 120 pl Suspension betrug.

2.4.2. Blutentnahme

Aus der Halsvene wurden jedem Rind mittels heparinisierter Vakuetten® (Firma Greiner) 10 ml
Blut steril entnommen.
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2.4.3. Isolation von Serum und Immunzelien aus dem Rinderblut

Die Isolation wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Das bei der Zellisolierung verwendete RPMI-1640-Medum enthielt Antibiotika und Anti-
mykotika (Konzentrationen siehe Kapitel 2.4.1.).

Nach einer Reihe von Vorversuchen erwies sich folgende Technik als besonders geeignet:

1.
2.

3.

10.

11.

Zentrifugation des hepannisierten Volibluts bei 2000 rpm; Dauer: 25 mun;
Uberstehendes Immunserum (wifBrige klare Phase) abnehmen und in Eppendorf-
gefdfle (2,5 ml) fillen;

Abnahme des buffy-cell-coat (milchig weille Phase, welche die Immunzellen enthalt)

moglichst ohne Erythrozyten aus der darunterliegenden roten Phase;
Resuspension in 4 ml RPMI;

. In enem Zentrifugenrohrchen befindliches Ficoll-Hypaque-Medium (2 ml) mit dieser

Suspension (siehe 3) vorsichtig tiberschichten, ohne die beiden Fliissigkeiten zu
vermischen;

. Ohne zu schutteln Réhrchen in die Zentrifuge stellen und 45 min bei 1500 rpm

zentrifugieren;

. Milchige Bande aus dem Roéhrchen saugen und in 5 ml RPMI / 5% NS tiberfiihren;

Diese Losung enthilt die Lymphozyten und Monozyten;

. Im Rohrchen zurtickbletbende Fliissigkeit verwerfen; das am Réhrchenboden befindliche

Pellet, welches die Granulozyten enthilt, in 2 ml RPMI 16sen;
da das Pellet oft noch Erythrozyten enthilt, erscheint es rotlich;

1200 rpm); '
Pellet am SchluB3 in1 ml RPMI auflosen;

. Lyse der in der Granulozytenlosung befindlichen Erythrozyten mit eiskaltem, sterilem

Aqua.dest.; 8 Sekunden nach Zugabe des eiskalten Wassers das Rohrchen mit 25° C
warmem RPMI auffiillen; Abzentnifugieren ber 1200 rpm; Dauer: 10 min;

Diese Prozedur wiederholen, bis das Pellet weif3 erscheint; das weifle Granulozytenpellet

am Ende in 1 ml RPMI / 5% NS auflésen;

Auszdhien von Aliquots der Granulozyten- / Lymphozyten- und Monozytenlosung in der
Neubauer-Zahikammer, um die Ausgangskonzentration zu bestimmen (Lymphozyten sind
klemner als Monozyten!); anschlieBend Farbung der toten Zellen in der Zahlkammer mit

Trypanblau und Bestimmung des Antetls an der Gesamtzellzahl;

Durch Verdunnung LOsungen 1in den gewtinschten Endkonzentrationen herstellen;
Granulozytenlosung 1:  4x10° witale Zellen pro mi
Granulozytenlosung 2: 2% 100 vitale Zellen pro ml
Lymphozytenldsung: 4%100 vitale Lymphozyten pro ml

. Zweimaliges Waschen der Lymphozyten/Monozyten mit RPMI (Zentrifugation 10 min bel

Die isolierten Zellen und Seren wurden anschlieBend sofort in den Inkubationstests verwendet.
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2.4.4. Beurteilung der inkubierten Mikrofilarien

Der Inhalt jeder Vertiefung der Mikrotiterplatte wurde auf einen Objekttrager pipettiert. Die
Mikrofilanien wurden bei 100-400facher VergroBBerung auf Vitalitat, Motilitit und Anlagerungen
von Immunzellen untersucht.

Beurteilung der Vitalitdt

Die Beurteilung der Vitalitdt anhand der morphologischen Degeneration erfolgte nach Tabelle 2
(siehe Kapitel 2.3.9).

Beurteilung der Motilitdt
Es wurden finf Beweglichkeitszustande (M1-MS) unterschieden:

M1 | Volle Beweglichkeit Peitschendes Vorderende, schnelle spiralige l
Aufkniuelung
' M2 | Leicht eingeschriankte Motilitdt | Ebenso, nur stark verlangsamtes Peitschen bzw.
Aufkniueln
M3 | Eingeschriankte Motilitat Keine Kniuelung;

_ nur langsame Knickbewegungen |
M4 | Stark eingeschrankte Motilitdit | Knickbewegungen sehr selten, Einrollen des

Schwanzes stelit nahezu die einzige Bewegung dar

Regungslose, gestreckt bis gekriimmt daliegende
Mikrofilarie

Anlagerung von Immunzellen an die Mikrofilarien
Je nach Ausmaf} der Zelladharenz wurden die Mikrofilarien in fiinf Gruppen eingeteilt:

. ohne Zellanlagerung;

. mit bis zu 5 angelagerten Immunzelien;

. mat 5-20 angelagerten Immunzellen;

. mit mehr als 20 angelagerten Immunzellen;
. von Immunzellen vollstindig bedeckt;

b S W N e

Zellen wurden als an die Mikrofilarie angelagert betrachtet, falls sie iiber direkten Kontakt an die
Mikrofilarienoberflache gebunden waren oder - wie in Publikationen iiber Zelladhirenz bei
O. volvulus- Larven beschrieben (GREENE e al. 1981, BRATTIG et al. 1991) - falls die Zellen

Teil des an die Mikrofilarie angehefteten Zellclusters waren. Nur wenige Zellen eines Zellclusters
haben direkten Kontakt mit der Mikrofilane.
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2.5.  Statistische Auswertung:

Inkubationstest:

Aus der Vertellung der Mikrofilarien auf die fiinf Beweglichkeitszustande (M1-M5) wurde fiir
jeden Ansatz der Motilititsindex M; errechnet. Daber wurden die Beweglichkeitszustdnde
unterschiedlich gewichtet. Pro Ansatz wurden 20 Mikrofilarien eingesetzt.

- Zahl der MO-Mikrofilanien * 4
+ Zahl der M1-Mikrofilarien * 3
+ Zahl der M2-Mikrofilanien * 2
+ Zahl der M3-Mikrofilarien * 1
+ Zahl der M4-Mikrofilarien x O

=  Motilitatsindex M;

M;=0 —> alle Mikrofilarien tot
M; max =4 *zg =80 = alle Mikrofilanen voll motil
zo = Zahl der pro Ansatz eingesetzten Mikrofilarien = 20

Die Motilitatsindices sind fiir alle Ansdtze im Anhang i Tabelle 11 dargestellt.

Die Motilitatsindices wurden mit dem U-Test von Wilcoxon, Mann und Whitney verglichen
(SACHS 1992):

Uj = PriifgroB3e der Versuchsgruppe der alten Rinder

Ua = Prufgrofle der Versuchsgruppe der jungen Rinder

m = Stichprobenumfang der Versuchsgruppe der jungen Rinder (m=12)
n = Stichprobenumfang der Versuchsgruppe der alten Rinder (n=2)
Motilitatsindices aus der Versuchsgruppe der jungen Rinder
Motilitatsindices aus der Versuchsgruppe der alten Rinder
Rangsumme der Stichproben (Mi )

Ranin = Rangsumme der Stichproben (M a)

E

-
&
[

Der kritische U-Wert betriagt 1 (fir m=12; n=2) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
o. = 0,025 fiir den einseitigen Test und o = 0,05 fiir den zweiseitigen Test.
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Abbau von Mikrofilarien im Knoten:

Die Abhangigkert zweier stetiger Verteilungen voneinander 148t sich durch den Spearmanschen
Rang-Korrelationskoeffizienten rg beurteilen.

Spearmansche Rangkorrelation bei Bindung (nach SACHS 1992):

rS,B e R e ——— Es gllt -1 EI‘S:BSI

Isg = Spearmanscher Rang-Korrelationskoeffizient bei Bindung

n = Anzahl der Rangpaare

D = Daifferenz der » Rangpaare (n > 6)

Ty = 0,5 X (ty3-ty) und Ty = 05X (ty>ty)

ty' = Anzahl der Bindungen in aufeinanderfolgenden Gruppen gleicher Rangerofien
der x -Reihe

ty' = Anzahl der Bindungen in aufemanderfolgenden Gruppen gleicher Ranggrofien
der y -Rethe

Far n= 16 1st die Schranke 0,503 (o = 0,05) bzw. 0,429 (o = 0,1) im zweiseitigen Test.
Bei1 Abhingigkeit der Verteilungen erreicht oder Gberschreitet der Rang-Korrelationskoeffizient
die Schranke. -
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3. ERGEBNISSE

3.1.  Populationsdynamik der Mikrofilarien im Rind

Aus sechzehn Rindern wurden 179 Knoten i1soliert und untersucht.

3.1.1. Fertilitat der Weibchen

Insgesamt enthielten 115 Knoten (64,2%) mikrofilarienproduzierende Weibchen. Davon waren
102 Weibchen voll fertil (FF-Reproduktionsstatus), 10 Weibchen vermindert reproduktiv (FO-
Status). Nur 3 Weibchen befanden sich in auslaufender Produktion (IZ-Status).

In den restlichen 64 Knoten, welche nicht in die Untersuchungen einbezogen wurden, befanden
sich Weibchen ohne Mikrofilanenproduktion. Dabei handelte es sich entweder um junge (Y,

4 Weibchen), 1n voller bzw. reduzierter Erzellproduktion befindliche (SF, 46 Weibchen bzw. SO,
6 Weibchen), beginnend reproduktive (1A, 6 Weibchen) oder kalzifizierte (C, 2 Weibchen)
Wiurmer (vgl. Matenial und Methoden, Tab. 1). Verkalkte Wiirmer wurden selten beobachtet. Die
einzigen beiden Exemplare stammten aus Knoten desselben Rinds (Nr.13, vgl. Anhang Tabelle 9).

3.1.2. Produktivitat der Weibchen

Pro Weibchen (1m FF-, FO- oder 1Z-Status) wurden durchschnittlich 104 203 Embryonal-
stadien (Oozyten ausgeschlossen) gefunden.

Nach der Inkubation in Kollagenase waren die Weibchen bereits so stark geschadigt, da3 auf
eine getrennte Erfassung von intakten und degenerierten Embryonen verzichtet wurde. Nach
anderen Arbeiten zu schlieflen, betragt der Anteil degenenerter Embryonen an der Gesamtzahl

ungefihr 15% (RENZ et al. 1995). Daraus errechnen sich 15 630 degenerierte Embryonen pro
Weibchen.

3.1.3. Altersabhangige Knotenlast und Mikrofilariendichte in der Haut

Die 16 Rinder wurden 1n drei Gruppen eingeteilt:

1.) Schwach befallene Rinder mit weniger als 40 Knoten.
2.) Rinder mit mittleren Knotenlasten von 40 bis 100 Knoten.
3.) Stark befallene Rinder mit etner Gesamtknotenlast von tiber 100 Knoten.
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Gruppe der Rinder mit weniger als 40 Knoten 5
g " [Rinder | Mikro- |
_ 50- F - filarien
| W - 'E NI. (8, !
| | pro Mg
! .i.; -° F Haut
I & 25 : 4 . 1 16,5
| g 3 2 0,3
SV L3 3,7
0 ' -~ . . A — l 4 44“’3j
0 7 8 9 10 S ST 2
‘ 11 12 13 14 15 z 367
i Alter
Gruppe der Rinder mit 40 - 100 Knoten
100 - 3 [RmaeF Mikro-
q;} % - ﬁlarlen
S 751 Nr. | pro mg
E . Haut
§ 50 E 7 8 —— 33
. 10
|- 255 l l 43
0 — Tt Tt r Y ———_ ——t— — = 28_
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 69 |

Alter

Gruppe der Rinder mit mehr als 100 Knoten

16

_ 250 13 14 15 1
= 200 _
S 150 —
S 100 l

- 0

i 0+t l —— -

3 01123456789101112131415

Alter

Diagramm 1: Altersabhéngige Knotenlast und zugehorige Hautmikrofilariendichten:

Die Nummern der Rinder sind oberhalb der Siulen angegeben.
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3.1.4. Beobachtung stark verinderter Mikrofilarien im Knoten

Uber 70% der Knoten, in denen Mikrofilarien freigesetzt wurden, enthielten morphologisch
stark verdnderte Mikrofilarien. Angelagerte Granulozyten und Makrophagen wurden hiufig

beobachtet.

-

b

/IOO/um

‘/,OOfAm

Abb. 2: Morphologisch stark verédnderte Mikrofilarien.
GZ = Granulozyt '
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3.1.5. Anteil der degenerierten freien Mikrofilarien im Knoten (Tab. 3)

Die im Knoteninhalt vorhandenen Mikrofilarien wurden anhand der Vitalitat drei Schadigungs-
kategorien zugeordnet (vgl. Material und Methoden, Tabelle 2).

Fiir jedes Rind wurde die Anzahl stark degenerierter extrauteriner Mikrofilarien (der Kategone
G2 zugehorig) und die Gesamtzahl extrauteriner Mikrofilarien in Knoten mut reproduktiven
Weibchen (d.h. Weibchen im FF- / FO- oder IZ-Reproduktionsstatus; vgl. Anhang: Tabelle 9)
bestimmt. Daraus wurde der prozentuale Anteil der stark degenerierten Mikrofilarien an der
Gesamtmikrofilarienzahl pro Rind berechnet.

Gesamtzahl | Anzahl der Prozentualer Anteil
Knoten mit | von G2-Mikrofilarien

Weibchenim | an der Gesamt-
FF-, FO-, oder| mikrofilarienzahi

Rasse Geschlecht| Gesamt-

I7-Re- in Knoten mit
produktions- reproduktiven
Weibchen

Schwach befallene Rinder (Alters—@ 6 Jahre)

Goudali] weiblich | 200 3] 3 0
ibl

0,8
4 |Goudali| weiblich | 24| 6 3| 16,2
6 | Akou | mannlich | 32 8

weiblich
8 |Goudali| weiblich
9  |Goudali

4
10 |Goudali| weiblich | 60l 8 4 162
i i

0,3
. D =135
Stark befallene Rinder (Alters-J: 9,2 Jahre)

34,5

Goudali
Goudali 30 16 26,8
260

- L 2=191

- z=m L=115| Gesamt-@ =127

Tab. 3: Durchschnittlicher Anteil der im Abbau begriffenen O. ochengi-Mikrofilanien (der
Schiadigungskategorie G2 zugehorig) im Knoten.
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Im Durchschnitt gehorten pro Knoten 12,7% der freien Mikrofilarien der Schadigungskategorie
G2 an.

Far die drei Befallsgruppen ergab sich folgender Anteil an G2-Mikrofilarien pro Knoten:

1.) Schwach befallene Rinder: 6,6 %
2.) Rinder mit mittlerem Befall: 13,5 %
3.) Stark befallene Rinder: 19.1 %

Der hochste Antell an G2-Mikrofilarien, der in einem Knoten mit produktivem Weibchen
gefunden wurde, betrug 62,5% (Rind Nr. 15). Die absolute Mikrofilarienzahl pro Schadigungs-
kategorie - sowie der prozentuale Anteil der pro Schadigungskategorie gezahlten Mikrofilarien
an der Gesamtzahl - ist im Anhang in Tabelle 9 fiir jeden Knoten aufgefiihrt.

Demgegentiber traten bei den Kontrollen (Hautmikrofilarien fiir sieben Stunden in Kollagenase)
memals Mikrofilarien der Schadigungskategorie G2 auf. Durchschnittlich 17% der in den

Kontrollen eingesetzten Mikrofilarien waren der Kategorie GO, 83% der Kategorie G1 zugehorig
(siche Anhang: Tabelle 9).

3.1.6. Korrelation von Alter und Knotenlast

Mit dem Spearmanschen Rang-Korrelationstest wurde auf Abhingigkeit verschiedener
Parameter untersucht (siche Material und Methoden, Seite 14):

Parameter Alter Knotenlast Mikrofilarien- Anteil an G2-
' | dichte in der Mikrofilarien
| | Haut
Alter rq g = 0,545 rqp = 0,268
----------------- |  (a<0,05) (a>0,1) |
Knotenlast rqp = 0,431
(o0 <£0,1)
 Mikrofilarien- rgp =-0,037 |
' dichte 1n der (o> 0,1)
Haut

Tab. 4: Abhingigkeit der untersuchten Parameter voneinander.

o = Irrtumswahrscheinlichkeit; rg g = Rang-Korrelationskoeffizient bei Bindung;
(zweiseitiger Rang-Korrelationstest nach Spearman).

Nur Alter und Knotenlast zeigten eine deutliche Abhingigkeit voneinander. Alter bzw. Knotenlast

korrelierten - wenngleich schlecht - mit der Mikrofilariendichte in der Haut. Die Korrelation von

Knotenlast und dem durchschnittlichen Anteil der G2-Mikrofilarien im Knoten war ebenfalls
schlecht.
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3.1.7. Umsatz der Mikrofilarien im Rind
Anhand des Ochengi/Rinder-Modells 148t sich der gesamte Massenwechsel der Mikrofilarien
abschitzen:

B « LE I LD
I L - auswanderungsfihige Mikro- . s Haut

......
...................

lllll
lllllllllllllllllllllllllll
-

-----------
----------

‘‘‘‘‘
...................

------
......
................

.....
iiiiiiiiiiiii
.....................

-----------

filarien pro Tag mal durchschnitt-

llllllllllll
iiiiiiiiiiiii
--------------
iiiiiiiiiiiii
iiiiiii

-----------------
-------------------
iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii

R e licher Lebenserwartung [in Tagen] 120t
A N
= "geborene” Mikro-
" filarien pro Tag Rt TRNAS O
T > RSP QOB - '1'
B RIS = Anzahl der Hautmikro-
i | filarien pro Kno |
= auswanderungsfahige -wand .. T T L
Mikrofilarien pro Tag e
D R
= zum Abbau bestimme e
Mikrofilarien pro Tag S R
0 Leicht G o
) geschidigte’
-1 Mikrofilarien
= Dauer der - - /,\ Schwer
Umwandlung . g = di REE
Jur leicht ty - geschadigte REHHHEN
. geschadigten = Dauer der Mikrofilarien | ':55':155;5;5;5;55;_
- Mikrofilarie Umwandlung = zur Schadigungskategorie G2
fin Tagen] zur schwer zahlende Mikrofilarien
SRR geschadigten i
(G2-)Mikrofilarie T
| [in Tagen}
3
= Dauer der totalen = _>
| Auflosung schwer
tges geschiadigter |
N . (G2-) Mikrofilarien
= gesamit¢ Abbau- in Tagen
dauer [in Tagen] | S8 ] |
E |
= Anzahl schwer geschadigter
| Knoteninhalt Mikrofilarien, welche pro Tag

Abb. 3: Schicksal der im Knoten freigesetzten Mikrofilarien

vollstindig abgebaut werden
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Die Dynamik der Mikrofilarienpopulation soll anhand der 16 Rinder nachvollzogen werden.

Massenwechsel der Mikrofilarien im Knoten

Es wurden nur Knoten mit Weibchen im FF- / FO- und IZ-Reproduktionsstatus beriicksichtigt.

Berechnung der Anzahl im Knoten befindlicher,
auswanderungsfaniger Mikrofilarien (vgl. Abb. 3) -

Durch den Kollagenaseverdau entstehen leicht geschidigte Mikrofilarien (vgl. Kontrollansitze,

Kapitel 3.1.3), welche in vivo aus dem Knoten wandern konnten.

Daher wird die Zahl auswanderungsfiahiger Mikrofilarien nicht durch Subtraktion degenerierter
Mikrofilarien von der Gesamtzahl der Mikrofilarien ermittelt, sondern nach Formel (1) berechnet:

Gesamtzahl Anzahl schwer geschidigter

der (G2-) Mikrofilarien im Knoten
Mikrofilarien ——— t es * =
1m [In Tagen] t3

Knoten [in Tagen]

Berechnung der Anzahl auswanderungsfahiger Mikrofilarien,
welche pro Tag im Knoten freigesetzt werden (vgl. Abb. 3) :

A
im Knoten 1 im Knoten sichtbare,
freigesetzte @ -~ --——---————- x schwer degenerierte =
Mikrofilarien t3 (G2-) Mikrofilarien
pro Tag [in Tagen]

potentiell aus-
wanderungs-

fahige (1)
Mikrofilarien

im Knoten

B
auswanderungs-
fahige Mikro- (2)
filarien pro
Tag und Knoten

Die tagliche Freisetzung von Mikrofilarien wird auf ca. 2,5% aller in den Uteri der Weibchen

vorhandenen Embryonalstadien geschatzt.

Berechnung der Auswanderungsdauer t4 (vgl. Abb. 3) :

potentiell auswanderungsfihige
Mikrofilarien im Knoten
* 24 Stunden =
B
auswanderungsfiahige Mikro-
filarien pro Tag und Knoten

Auswanderungs-
dauer t4 (3)
[iIn Stunden]



Ergebnisse 22

In Inkubationstests mit O. volvulus traten nach 21 Stunden erstmals schwer geschadigte
Mikrofilarien auf. Nach 50 Stunden war deren Zahl deutlich gestiegen (KLIEWER-ZIESE 1992).
Falls der vollstindige Verdau schwer geschadigter Mikrofilarien drei weitere Tage (13 =3 Tage) In
Anspruch nimmt, ergibt sich eine gesamte Abbaudauer von ca.5 Tagen (tges = 3 Tage). Diese
Abbaudauer wurde fiir den Abbau von O. ochengi-Mikrofilarien im Knoten zugrunde gelegt.

R | Durchschnitt-| Geschitzte | Durch- Durchschnitt-| Potenticll aus-{ Aus-
i |liche Gesamt-} durchschnitt-| schnittliche }liche Anzahl |wanderungs- |wanderungs-
n | zahl der | liche Frei- | Anzahl der |schwer fahige Mikro- | fahige Mikro-
d | Embryonen |setzung von |im Knoten |degenerierter | filarien im filanien pro
“ lpro Weibchen] Mikrofilarien| vorhanden | Mikrofilanien | Knoten Tag und
T lim | pro Knoten | Mikrofilarien| pro Knoten Knoten |
11\;r FE-/FO-/1Z- |und Tag |
| Status mit Formel (1) | mit Formel (2)
berechnet berechnet
. H | K B
=0,025«F |= =3 G2 =G-( 3/;xH) | =A-(1/3xH)
0 175 2229
2 067
251 2 593
95 625 2 391 834
5| 115625 | 280 | 197 | 6| 187 | 2889
6| 182501 | 4563 | 1875 | 150 | 1625 | 4513
56 | 007 | 2414
98 916 2 473 709 661 2 463
2742 | 37 6 27 2 740
2422 923 3 918 2 421
> 068 1867
3128 354 | 3101
2788 2 768
2820 | 187
16| 119782 | 2995 | 1674
@ | 104200 192 344

Tab. 5: Massenwechsel von Mikrofilarien im Knoten
Fir die Berechnungen wurden nur Knoten mit reproduktiven Weibchen verwendet.

Unter den genannten Voraussetzungen werden im Durchschnitt nur ca. 64 der im Knoten pro Tag
freigesetzten Mikrofilarien dort abgebaut. Dies entspricht 2,46% (fiir toeg= 5 Tage; t3 =3 Tage
und einer durchschnittlichen Freisetzung von 2,5% der intrauterinen Embryonen pro Tag).

Das Maximum betrug 14,47% (Rind Nr.8). Die Hauptmasse der Mikrofilarien wird demnach in
der Haut abgebaut.
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Massenwechsel der aus den Knoten auswandernden Mikrofilarien

Allen Berechnungen wurde eine durchschnittliche Freisetzung von 2,5% der intrauterinen
Mikrofilarien pro Tag und produktivem Weibchen, eine Abbaudauer der Mikrofilarien im Knoten
von insgesamt 5 Tagen (= tgeg) und eine Dauer von drei Tagen, in denen schwer geschadigte
Mikrofilarien im Knoten sic%tba:r bleiben (= t3), zugrunde gelegt (vgl. Abb. 3).

Berechnung der Hautmikrofilariendichte pro reproduktivem Weibchen:

Aus den Daten der Hautbiopsien (in Mikrofilarien pro mg) sowie der Gesamtknotenlast der
Rinder 143t sich eine vorsichtige Schitzung der auf ein reproduktives Weibchen (im FF-/FQ-/1Z-
Status) kommenden Hautmikrofilarienzahl machen (1 mm 2 Hautbiopsie wiegt ca. 1 mg).

Far die Hochrechnung der Mikrofilarien-Gesamtzahl aus der Mikrofilarienzahl pro mm? Haut-
biopsie wurde von einer Hautflache von 3,6 m? pro Rind ausgegangen. Diese wurde in fiinfzehn
40 » 60 cm?® grof3e Areale aufgeteilt.

Die mittlere Mikrofilariendichte wurde fir das Inguinalareal (mit Nabel und Euter/Skrotum)

- wie fuir alle anderen Areale - aus den Daten von Wahl ef al. (1994) berechnet.

Fur die 14 Areale aullerhalb des Inguinalareals addieren sich die Mikrofilariendichten zum
0,45-tfachen des fiir die Inguinalfliche berechneten Werts.

Die Gesamtmikrofilarienzahl im Inguinalareal wurde aus den Daten von Mannikainen (1994)
geschitzt. Diese zum 0,45-fachen desselben Werts addierte Zahl ergibt die Gesamtmikrofilarien-
last im Rind. Das Verhiltnis der durchschnittlichen Mikrofilariendichte in der Mediane - ebenfalis

aus den Daten von Mannikainen (1994) - zur Gesamtmikrofilarienzahl in der Haut betrug
ca. 1 : 200 000.

Daher wird die Gesamtzahl der Mikrofilarien im Rind aus der Mikrofilarienzahl pro mg Haut-
biopsie zwischen Nabel und Euter/Skrotum wie folgt berechnet

Mikrofilarien Gesamtzahl der
pro mg % 200 000 = Mikrofilarien (4)
Hautbiopsie in der Haut

Im Rind beinhalten rund die Halfte aller Knoten reproduktive Weibchen (DAIBER 1993, RENZ
1995).

Daraus folgt:
Gesamtzahl der Gesamtknotenlast Anzahl der Hautmikro-
Mikrofilarien : m———————— e = filarien pro Weibchen (5)

in der Haut 2 im FF-/FO-/IZ-Status
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Berechnung der Lebenserwartung von Mikrofilarien,
welche aus dem Knoten wandern:

In anderen Organen des Rinds kommen im Vergleich zur Haut nur sehr geninge Mengen von
Mikrofilanien vor. Daher kann aus der Anzahl der pro Tag produzierten auswanderungsfahigen
Mikrofilanen (vgl. Formel 2) und der Anzahl der Hautmikrofilarien je reproduktivem Weibchen
(vgl. Formel 5) die Lebensdauer errechnet werden:

Anzahl der Haut- B

mikrofilarien auswanderungsfihige Lebensdauer der in

pro : Mikrofilarien pro Tag = die Haut auswandern- (6)
reproduktivem und reproduktivem den Mikrofilarien
Weibchen Weibchen

Die Berechnungen mit den Daten der sechzehn Versuchsninder ergaben unter den genannten
Voraussetzungen fiir die Hautmikrofilarien eine durchschmttliche Lebenserwartung von 89 Tagen.
Die Mikrofilarien bendtigten im Durchschnitt neun Stunden, um aus dem Knoten auszuwandem.

Rinder- | Dauer der Auswanderung| Anzahl der Hautmikro-
nummer| von Knotenmikrofilanien| filanen pro Weibchen

; im FF-/FO-/1Z-Status

nach Formel (3) berechnet { nach Formel (5) berechnet nach Formel (6) berechnet

oty 19h 330 000 | 148
24 000000 184h, 0000000 13333 0005
__
4 86h| 688333 | 295
6! 0 86h| 0 458750 0000 102
74 0 90w} 0 314286 0 130
m_u

Lebenserwartung der
Hautmikrofilarien
in Tagen

10 O 2 h 186 667 68
276 000 | 114
12 9.6 35 769

—

o | ] w

Tab. 6: Massenwechsel der Mikrofilarien in der Haut
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Fur die "immunen” Tiere (Rind Nr. 2, 3, 8, 9, 12 und 15) mit weniger als 0,2 Mikrofilarien pro
mg Hautbiopsie und Knoten, errechnete sich durchschnittlich eine vergleichsweise kurze Lebens-
erwartung von 23 Tagen.

Zwischen Auswanderungsdauer und Lebenserwartung konnte keine Korrelation festgestellt
werden (Spearmanscher Rang-Korrelationstest: rgg = 0,336, a>0,1).

3.2.  Abbau von Hautmikrofilarien durch immunkompetente Zellen des
Wirts im Inkubationstest

3.2.1. Inkubationstest

Daten zu den im Inkubationstest verwendeten Rindern finden sich im Anhang in Tabelle 10.

Pro Rind wurden folgende Ansitze fiir die Inkubation zusammengestelit:
(M1t = Mikrofilarien)

Ansatz GZ + IS: 120ul der Mikrofilariensuspension (mit ca. 20 O. ochengi-Mff)
50pl der Granulozytenlosung 2 (mit 10 Granulozyten)
30ul Immunserum (ergibt eine Endkonz. von 15% IS pro Ansatz)

Ansatz GZ+LZA+IS: 120ul der Mikrofilariensuspension (mit ca. 20 O. ochengi-MifY)
25ul der Granulozytenlosung 1 (mit 10° Granulozyten)
25ul der Lymphozytenlosung (mit 10° Lymphozyten)
30ul Immunserum (ergibt eine Endkonz. von 15% IS pro Ansatz)

Ansatz IS: 120ul der Mikrofilariensuspension (mit ca. 20 O. ochengi-MfY)
30ul Immunserum (ergibt emne Endkonz. von 15% IS pro Ansatz)
50ul RPMI-Medium

An emnem Versuchstag wurden Mikrofilarien mit den Blutzellen/Seren zweier Rinder inkubiert.
Dazu wurden 2 Mikrotiterplatten mit den oben genannten Ansitzen in doppelter Ausfiihrung
bestiickt und bei 36°C im Wiarmeschrank inkubiert.

Nach 5-6 Stunden wurde die erste Mikrotiterplatte zur Auswertung entnommen, nach 19-20
Stunden die zweite.

Jede Platte beinhaltete zusitzlich folgende Kontrollansitze in doppelter Ausfithrung:

Kontrollansatz ~ NS: 120ul der Mikrofilariensuspension (mit ca. 20 O. ochengi-MfY)
30ul Normalserum (das Normalserum wurde von Kiithen aus
Stallhaltung in Deutschland gewonnen)

S0ul RPMI

Kontrollansatz RPMI: 120pl der Mikrofilariensuspension (mit ca. 20 O. ochengi-MfY)
- 80ul RPMI
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3.2.2. EinfluBl des Alters der Rinder auf die Vitahitat der Mikrofilarien

Im Inkubationstest wurden Rinder zweiler Altersgruppen (Jjunge Rinder alle zweileinhalb Jahre,
n=12; alte Rinder sieben und acht Jahre, n=2) miteinander verglichen (vgl. Anhang Tabelle 10).

Durch die Seren "immuner” Rinder wurden die Mikrofilanien bereits nach 5-6 Stunden abgetéttet
(a<0,05).

In Ansdtzen mit Seren junger Rinder lebten 79% der Mikrofilarien ldnger als 6 Stunden.

Dies entspricht der Uberlebensdauer der Mikrofilarien in Normalserum und RPMI-Medium.

Die Zugabe von Immunzellen beeinflufite die Vitalitdt und Motilitdat der Mikrofilarien in keinem
der Versuchsansitze.

| nach 5-6 h Morphologie Motilitit Zellanlagerungen
Go |Gt G2 Mo fmMr M iMm3|Ma] o | 1-5|5-20]>20]bed.

GZ:+1S;
GZ+LZ:+IS;

GZ,+IS,
GZ,+LZ,+IS,

e T R ) E——

Tab. 7: Prozentuale Verteilung der Mkroﬁlarlen nach 5-6 Stunden Inkubationsdauer.
GZ = Granulozyten; IS = Immunserum;
LZ = Lymphozyten; bed. bedeckt;
Schiadigungskategone GO - G2 nicht - schwer geschiadigte Mikrofilarien;
Beweghchkeitszustinde M1 - M4 voll bewegliche - unbewegliche Mikrofilarien.

I

Die Haufigkeit morphologischer Schiadigung unterschied sich zwischen den Versuchsgruppen
bzw. zwischen den verschiedenen Ansitzen nur wenig.

Eine Verstarkung der Schadigung mit der Inkubationsdauer 1af3t sich anhand der Zunahme der
G1-Mikrofilarien feststellen.
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nach 19-20 h Morphologie Motilitit Zellanlagerungen
Ansatz GO | G1 |1 G2 | MO | M1 | M2|M3}| M4 1-5 15-20] >20 } bed.

GZ;+IS;
GZ;+LZ;+1S;
IS;

GZ,+IS,
GZ,+LZ,+IS,

= I R D

Tab. 8: Prozentuale Vertellung der Mikrofilarien nach 19-20 Stunden Inkubationsdauer.
GZ = Granulozyten; IS = Immunserum;
[.Z = Lymphozyten; bed. = bedeckt;
Schiadigungskategorie GO - G2 nicht - schwer geschiadigte Mikrofilarien;
Beweglichkeitszustande M1 - M4 voll bewegliche - unbewegliche Mikrofilarien.

Zellen alter Rinder adhérierten im Durchschnitt seltener an die Mikrofilarien als die der
jungen Rinder. Die Zugabe von Lymphozyten erhohte die Zellanlagerung kaum.

Innerhalb der Versuchsgruppen traten in allen Ansitzen starke Schwankungen von den hier

dargestellten Mittelwerten auf. Eine genaue Darstellung findet sich im Anhang in den
Diagrammen zwei bis sieben.
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4. Diskussion

4.1 Populationsdynamik der Mikrofilarien im Rind

Quantitative Wirts-Filarien-Beziehungen wurden bisher nur in Nagetiermodellen untersucht
(WENK et al. 1994). Die Physiologie von Klein- und GroBsiugern unterscheidet sich tedoch
stark. Mit dem O. ochengi/Rinder-Modell steht eine Parasitose zur Verfii gung, welche eine
quantitative Erforschung der Populationsdynamik von Filatien in Grofisdugern moglich macht.
Hier wurde der Versuch unternommen, den Massenwechsel von O. ochengi-Mikrofilarien in
"suszeptiblen”, "normalen" und "immunen" Rindern abzuschitzen.

Aus sechzehn Rindern wurden 179 Knoten (12% der Gesamtknotenzahl) isoliert und unter-
sucht. Insgesamt 64% dieser Knoten bargen gravide Weibchen. Dabei wurden Weibchen mit

auslautender Produktion mitgezahit. In anderen Veroffentlichungen wurden Werte von iiber
50% genannt (TREES et al. 1991, SCHULZ-KEY et al. 1993), bei Renz et al. (1995) 48%.

In dieser Untersuchung fanden sich durchschnittlich 104 200 Embryonen pro gravidem
Weibchen. Dies tibersteigt den von Renz ef al. (1995) angegebenen Wert um ca. 25 000
Embryonen. Eventuell sind die um 25% erhohten Werte auf eine saisonale Schwankung der
Produktivitit der Adultwiirmer zuriickzufiihren. Gegen Ende der Regenzeit konnten die
Wirmer durch Steigerung der Produktivitit das Wirtshabitat mit Mikrofilarien auffiillen, um
den Simuliiden, deren Population in dieser Zeit ebenfalls stark ansteigt, fur die Ubertragung
zur Verfigung zu stehen.

Dre1 der untersuchten Rinder hatten besonders hohe Mikrofilariendichten in der Haut (mehr als
150 Mikrofilanien pro mg Haut; Maximum: 231 Mikrofilarien pro mg). Alle drei waren iiber
sieben Jahre und hatten mehr als 200 Knoten. Daiber (1993) untersuchte im selben Gebiet einige
4,5 Jahre alte Rinder und fand Mikrofilariendichten von iiber 50 Mikrofilarien pro mg bei einer
Knotenlast von unter 20 Knoten pro Rind. Diese Rinder sind fiir O. ochengi besonders
suszeptibel.

Der Anteil schwer geschidigter Mikrofilarien an der Gesamtzahl in den Knoten hingt weder
vom Alter noch von der Mikrofilariendichte der Rinder ab. Eine deutliche Korrelation mit der
Knotenlast konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden, obwohl von der Gruppe der schwach
befallenen zu den hochbefallenen Rindern ein Anstieg des prozentualen Anteils im Abbau
begritfener Mikrofilarien zu verzeichnen war. Auch in histologischen Praparaten frisch fixierter
Knoten hielen sich im Abbau befindliche Mikrofilarien beobachten. Deswegen ist anzunehmen,
dal3 die Bildung von stark degenerierten Mikrofilarien nicht erst durch die Inkubation in Kolla-
genase ausgelost wurde. Dafiir sprechen auch die Kontrollansitze, in denen Hautmikrofilarien in
Kollagenase inkubiert wurden und niemals schwer geschadigte Mikrofilarien entstanden.
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Bei der Bewertung des statistischen Tests muf3 beriicksichtigt werden, da das zum Schlachthof
getniebene Vieh aus verschiedenen Gegenden stammt. Demnach bilden die untersuchten Rinder
eine heterogene Gruppe von Tieren, welche zu Lebzeiten sehr unterschiedlichen Ubertragungen
ausgesetzt waren. Dies konnte die schwache Korrelation der Hautmikrofilariendichte mit dem
Alter bzw. mit der Knotenlast und die schwache Korrelation der Knotenlast mit dem Anteil
schwer geschadigter Mikrofilarien an der Gesamtzahl im Knoten erkliiren.

Auch 1n Kamerun werden in der Rinderhaltung Medikamente eingesetzt. Effekte dieser Mittel
auf die Immunitétslage der Tiere und damit auf den Abbau der Parasiten konnen nicht ausge-
schlossen werden. Alle Untersuchungen wurden unter diesem Vorbehalt durchgefiihrt.

Der altersabhédngige Anstieg der Knotenzahl konnte dennoch in den Versuchsrindern bestétigt
werden.

Fur die Abschéitzung des Massenwechsels von Mikrofilarien im Rind wurde von einer durch-
schnittlichen Freisetzung von 2,5% der intrauterinen Embryonen pro Tag ausgegangen.
Dieser Wert orientiert sich an Uberlegungen von Schulz-Key et al. (1986) bzw.Schulz-Key
(1990), welche fur O. volvulus von einer Freisetzung der Embryonen in asynchronen
Reproduktionsschiiben von ungefdhr 90 Tagen und einer Dauer der Embryogenese von

ca. 30 Tagen ausgehen. Daraus ergeben sich im Schnitt circa 2600 (Max.: 4563) Mikrofilarien
pro Tag.

Fur O. volvulus berechneten Engelbrecht und Schulz-Key (1984) in vitro einen durchschnitt-
lichen Tagesaussto3 von ca. 759 + 376 Mikrofilarien bei einem Maximum von 3800 + 187.

Von diesen Daten ausgehend errechnete Duke (1993) eine tigliche Freisetzung von durch-
schnittlich 1600 Mikrofilarien in vivo.

Die vom Weibchen "geborenen" Mikrofilarien werden entweder im Knoten abgebaut oder
wandern aus, um in der Haut fiir die Aufnahme durch einen geeigneten Vektor zur Vertigung zu
stehen. Fiir die im Knoten verbleibenden Mikrofilarien ist ein gradueller Abbau von der vorerst
noch intakten Mikrofilarie iiber eine leichte Schidigung bis zur schweren Degeneration wahr-
scheinlich. An Mikrofilarien angelagerte Immunzellen kamen im Knoten regelmiBig vor. Anhand
threr Morphologie lieBlen sich diese Zellen als Granulozyten und Makrophagen bestimmen.

Die im Knoten gefundenen schwer geschidigten Mikrofilarien sind mit Sicherheit nicht mehr zur
Auswanderung fihig. Leicht geschidigte Mikrofilarien entstehen auch durch die Inkubation in

Kollagenase, weshalb tiber das Schicksal dieser meist noch gut beweglichen Mikrofilarien nichts
ausgesagt werden kann.

Daher wurde zur Berechnung der Gesamtzahixder im Abbau befindlichen Mikrofilarien nur die
Anzahl der schwer geschadigten Mikrofilarien vérwendet.

Eine solche Berechnung setzt jedoch voraus, daf die Gesamtdauer des Abbaus - sowie die Zeit-
spanne, in welcher schwer geschiadigte Mikrofilarien im Knoten sichtbar bleiben - bekannt ist.
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Bei in vitro Versuchen zum Abbau von O. volvulus dauert die Umwandlung von nicht
geschadigten zu schwer degenerierten Mikrofilarien iiber zwei Tage (KLIEWER-ZIESE 1992).
Dieser Wert wurde auf den Abbau von O. ochengi- Mikrofilarien iibertragen. Die gesamte

Abbaudauer wurde auf 5 Tage geschatzt, d.h. die schwer geschiadigten Mikrofilarien sind circa
dre1 Tage im Knoten sichtbar.

Unter diesen Voraussetzungen ergeben die durchgefiihrten Berechnungen einen Abbau im
Knoten von nur 2,5% der téglich freigesetzten Mikrofilarien. Auch in Rindern mit relativ zur
Knotenlast mednger Hautmikrofilanendichte ist der verstarkte Abbau hauptsichlich auf eine
Verringerung der Lebenserwartung bereits ausgewanderter Mikrofilarien zuriickzufiihren.

Dies unterstiitzt die Vermutung, dafl von den Adultwiirmern ausgeschiedene Substanzen das
Immunsystem supprimieren und so den frithzeitigen Abbau im Knoten verhindern. Fiir die
Nagetiertilanie Acanthocheilonema viteae wurde bereits die Ausscheidung eines Phosphoryl-
cholin-haltigen Produkts mit regulierender Wirkung auf das Immunsystem des Wirts nach-
gewiesen (HARNETT & HARNETT 1991).

Von Kellermann (1988) wurde nach Injektion von Blutmikrofilarien der Arten Acanthocheilo-
nema viteae und Litomosoides carinii in thre vorimmunisierten natiirlichen Wirte (Meriones
unguiculatus bzw. Sigmodon hispidus) bereits nach 15 Minuten ein Abbau in Lunge und Leber
festgestellt. In diesen Nagetierfilariosen werden die Mikrofilarienmassen im Wirt offenbar viel
schneller umgesetzt, als hier fiir die Berechnungen vorausgesetzt wurde. Auf O. ochengi iiber-
tragen, ergédben sich unter diesen Voraussetzungen viel weniger aus dem Knoten auswande-
rungstahige Mikrofilarien und eine sehr viel hohere Lebenserwartung der Hautmikrofilarien.

Allerdings ist es fraglich, inwiefern sich diese Daten auf GroBsiaugermodelie iibertragen lassen,
zumal Mikrofilarien von Q. volvulus und O. ochengi in der Haut leben.

In vitro konnte bisher ein Abbau von Mikrofilarien innnerhalb solch kurzer Zeit nicht nach-
gewiesen werden.

Die Lebenserwartung von O. volvulus-Mikrofilarien wurde nach Behandlung mit
Mikrofilariziden von Duke (1957; 1968) und von Awadzi & Gilles (1980) auf iiber ein Jahr
geschitzt. In einer neueren Studie sah Duke (1993) emeut eine Zeitspanne von 12 bis 15
Monaten als zutreffend an.

Demgegentiber wurde in dieser Arbeit nur in einem Rind eine Lebensdauer der Mikrofilarien von
iber emem Jahr errechnet. Der Durchschnitt lag bei ungefihr 3 Monaten. Fiir den Fall, daB nicht
alle Mikrofilarien, welche die intradermalen Knoten verlassen, in die duferen Hautschichten
gelangen, wiirde sich die errechnete Lebenserwartung der Hautmikrofilarien noch erhohen.

Unter Verwendung von anderen Werten fiir die tagliche Freisetzung, Abbaudauer usw. verliuft
die Rechnung analog. Hiermit wurde eine einfache und verinderungsfiihige Berechnung zur
Populationsdynamik vorgestellt, das die vorziigliche Eignung des O. ochengi/Rinder-Modells fiir
quantitative parasitologische Fragestellungen unterstreicht.
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Weitere Versuche wiren notig, um die tatsdchliche Abbaugeschwindigkeit von Mikrofilarien
in vitro und in vivo zu ermitteln. Wie bei O. volvulus konnte die Mikrofilarien-Ausschiittung

produktiver Weibchen durch in vitro Haltung isolierter Knoten bestimmt werden
(ENGELBRECHT & SCHULZ-KEY 1984).

4.2 Abbau von Mikrofilarien im Inkubationstest:

Die inkubierten Mikrofilarien wurden nur durch die Immunseren alter Rinder abgetotet.

Dies steht mit der Hypothese in Einklang, dal3 dltere hochbefallene Rinder sich durch erhohten
Mikrofilarienabbau vor zu hohen Mikrofilanienbiirden schiitzen.

Fur die lymphatischen Filariosen, sowie fiir die chronische Onchozerkose des Menschen wurden
bereits altersabhiangige Immunglobulintiter nachgewiesen (OTTESEN 1984, KARAM & WEISS

1985). Das Abtdten von O. volvulus-Mikrofilarien durch Immunserum allein kam in-vitro jedoch
nicht vor (GREENE ef al. 1981).

Demgegeniiber spielen Komponenten des Immunserums eine bedeutende Rolle bei der
Vermittlung zellularer Reaktionen: Brugia pahangi-Mikrofilarien werden durch mono- und
polynukledre Makrophagen von Mausen (MACKENZIE ez al. 1985) abgebaut. Auch
eosinophile Granulozyten lagern sich serumvermittelt an Mikrofilarien von B. pahangi bzw.
B. malayi und téten sie durch Abgabe toxischer Proteine (HAMMANN et al. 1990).
Entsprechendes gilt fur O. volvulus und die eosinophilen Granulozyten des Menschen
(WILDENBURG ef al. 1994).

Neutrophile und eosinophile Granulozyten von experimentell mit O. volvulus mfizierten
Schimpansen téten Mikrofilarien in vitro ebenfalls ab (JOHNSON er al. 1991).

Anlagerung von Immunzellen wurde auch in diesem Inkubationstest beobachtet, jedoch
wurde die Vitalitdt von O. ochengi-Mikrofilarien nicht beeinfluBt. Wie fiir Inkubationstests
mit O. volvulus beschrieben (GREENE 1981), zeigten die an O. ochengi angelagerten Zellen
ebenfalls die Tendenz, sich in Clustern zusammenzulagemn.

Der fehlende Effekt von Immunzellen kann auf den verfrithten Tod der Mikrofilarien durch
Sauerstoffmangel zuriickgefiihrt werden. Nach 19-20 Stunden waren bereits fast alle
Mikrofilarien (auch in den Kontrollansitzen!) gestorben. Das seltene Auftreten schwer
geschadigter Mikrofilarien, welche in den Knoten regeimaflig vorkommen, spricht fiir diese
Annahme. In dhnlichen Inkubationstests mit O. volvulus lebten die Mikrofilarien viel linger.
Schwer degenenerte Mikrofilanen traten dort erstmals nach 21 Stunden auf (KLIEWER-ZIESE
1992). Vielleicht wurden die Zellen selbst durch den Sauerstoffmangel geschidigt, so daf3 sie
thre physiologische Aufgabe nicht mehr erfiillen konnten.
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S. Zusammenfassung

Aus sechzehn mit Onchocerca ochengi befallenen Rindern wurden Onchozerkome i1soliert und
muttels Kollagenase verdaut. Ohne den weiblichen Adultwurm zu verletzen, wurde der gesamte
Knotenimhalt gewonnen und die dann befindlichen Mikrofilarien anhand ihrer Morphologie einer
von drei1 Kategonen zugeordnet:

(a) 1intakte Mikrofilarien ohne erkennbare Degenerationsmerkmale, evtl. mit kleinen Vakuolen;

(b) leicht geschadigte Mikrofilarien mit granulierter, verengter oder stark vakuolisierter
Kermnséaule;

(c) schwer geschiadigte Mikrofilarien mit gebrochener Kernsiule, gewellter oder aufgebrochener
Kutikuia.

Bereits im Knoten findet ein Abbau von Mikrofilanen statt. An Mikrofilarien angelagerte
Granulozyten und Makrophagen wurden in den Knoten regelmifig gefunden.

Durchschnitthich erwiesen sich pro Rind 12,7% der extrauterinen Mikrofilarien in Knoten mit
reproduktiven Weibchen als schwer geschéadigt. Die mittlere Embryonenzahl in den Uteri gravider
Weibchen betrug 104 203 (Oozyten ausgeschlossen).

Ausgehend vom durchschnittlichen Anteil schwer geschiadigter Mikrofilarien im Knoten und von
der Mikrofilariendichte in der Haut wurde der gesamte Massenwechsel der Mikrofilarien in den
sechzehn Rindern abgeschéitzt. Daber wurde den Berechnungen eine durchschnittliche Freisetzung
von 2,5% der intrauterinen Embryonen (ohne Oozyten), sowie eine Abbaudauer der im Knoten
freigesetzten Mikrofilarien von fiinf Tagen zugrunde gelegt. Weiter wurde vorausgesetzt, daf3
schwer geschidigte Mikrofilarien als solche dre1 Tage im Knoten sichtbar bleiben.

Unter diesen Voraussetzungen werden nur 2,5% der tédglich in den Knoten freigesetzten
Mikrofilanien dort abgebaut. Demnach findet der Abbau von Mikrofilarien hauptsichlich in der
Haut statt. Fur die durchschmttliche Auswanderungsdauer wurden neun Stunden ermittelt; fir die
Hautmikrofilarien errechnete sich eine mittlere Lebenserwartung von 89 Tagen.

Fur die "immunen" Rinder (mit relativ zur Knotenlast geringer Hautmikrofilariendichte) wurden
vergleichsweise kiirzere Lebenserwartungen von durchschmttlich 23 Tagen berechnet.

Im Inkubationstest wird der in vitro-Abbau von O. ochengi-Mikrofilarien durch das
Immunsystem verschieden alter Rinder verfolgt. Daber wurden die Mikrofilarien bereits nach
5-6 Stunden durch das Immunserum alter Rinder abgetétet. Die Zugabe von Immunzellen hatte
kemnen Eimnflull auf die Vitalitat der inkubterten Mikrofilanen.
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6. Abstract

Nodules excised from cattle infested with Onchocerca ochengi were digested by collagenase.
All of the hquid suspension surrounding the worm in the nodule was isolated without hurting the
adult female filariae. The microfilariae found in this suspension were judged and assigned to one
of three groups using morphological criteria:

(a) intact microfilariae without any sign of degeneration, at most with little vacuoles:
(b) shghtly damaged microfilariae with granulated, constricted or strongly vacuolised nuclear
chord:

(c) severely damaged microfilariae with broken nuclear chord, wavy or burst cuticula.

Some microfilariae were already disintegrated in the nodule. Granulocytes and macrophages
regularly occured attached to microfilariae set free in the nodule.

12,7 % of total extra-uterine (free) microfilariae in nodules containing reproductive female worms

were severely damaged. The average number of embryonic stages found in uteri amounted
to 104 203, oocytes excluded.

The estimation of microfilariae turnover within sixteen bovine hosts was based on the mean
number of severely damaged free microfilariae in the nodules and on microfilariae density in the
skin.

Therefore three assumptions were made: the average output of microfilariae amounts to 2,5% of
total embryonic stages in uteri (1), complete microfilariae disintegration in the nodule lasts five
days (2) and severely damaged microfilariae remain visible for three days (3).

In this calculation only 2,5% of "new-born" microfilariae per day did not manage to leave the
nodule. This indicates high reduction of microfilariae in the skin.

The calculated average life-span of skin microfilariae was 89 days. Focussing "immune" hosts

(cattle with low skin microfilariae densities compared to the macrofilariae load) the life-span
decreased to 23 days.

An ncubation test was performed to observe microfilariae degeneration in vifro, using cells and
sera 1solated from the infested host of different age. Herein microfilariae were killed by immune

sera of old ammals after 5-6 hours. Addition of immune cells had no impact on microfilariae
vitality.
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