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Einleitung

Onchocerca gibsoni, eine intranodulédre Filarie, hat in den letzten Jahren nicht nur
wegen der sehr hohen Pravalenz von iber 80% beim Schlachtvieh in Australien gro-
Be veterindrmedizinische Bedeutung erlangt, sondern ist auch wegen der Verwandt-
schaft zu Onchocerca volvulus im Menschen ins Blickfeld gertickt. Die Ausbildung
von subkutanen Knoten als Sitz der Adultfilarien und das Auftreten von Hautmikrofi-
larien sowie Morphologie und Metabolismus machen O. gibsoni zu einem geeigneten
Modell fir O.-voivulus-Infektionen. Dies wird unter anderem zum Test von neuen fila-
riziden Medikamenten genutzt (3, 5).

Einige Anthelmintika kdnnen den adulten Parasiten nicht abtdten, wirken aber auf die
Ausbildung der intrauterinen Entwicklungsstadien. Daher sind Kenntnisse Uber das
Fortpflanzungsverhalten und Uber die Reproduktivitat als Grundlage zur Beurteilung
von mdglicher embryozider Wirkung eines neuen Medikamentes erforderlich (9). Un-
tersuchungen zur Wurmlast in den Knoten und die Zusammensetzung der Wurmpo-
pulation wurden bereits von BEVERIDGE et al. (1) vorgestellt. Ziel dieser Untersu-
chung war es, die Reproduktivitat von O.-gibsoni-Weibchen und Ménnchen qualitativ
und quantitativ zu beschreiben.

Material und Methoden

Als Untersuchungsmaterial standen uns sowohl frisch aus den Rindern entfernte
Knoten, als auch tiefgefrorene bzw. fixierte Knoten aus dem Schiachthof Townsvilie/
Australien zur Verfligung. Die Knoten wurden in einer 0,4%igen Kollagenaseltsung
(Boehringer Nr. 103586) in Gewebekulturmedium RPMI 1640 oder in PBS bei
32 - 35° C inkubiert (8). Die Filarien wurden nach ein bis vier Tagen aus dem zerfal-
lenden Knotengewebe isoliert und die Wurmlast pro Knoten festgehalten. Jede Fila-
rie wurde mikroskopisch untersucht, um den Anteil an degenerierten, d. h. die vor
dem Entfernen der Knoten schon abgestorbenen Wiirmer, zu erfassen. Jedes Weib-
chen wurde in 3 ml PBS in einem speziellen Mérser suspendiert und die intrauterinen
Entwicklungsstadien in diesen Suspensionen mit Hilfe einer FUCHS-ROSENTHAL-
Zahlkammer quantitativ bestimmt, wie bei SCHULZ-KEY et al. (9) beschrieben. Die
embryonalen Entwicklungsstadien wurden in sechs Gruppen entsprechend dem

195



©0sterr. Ges. f. Tropenmedizin u. Parasitologie, download unter www.biologiezentrum.at

Abb. 1: Embryonalstadien von Onchocerca gibsoni.
Die aufeinaderfolgenden Entwicklungsstadien sind in sechs Gruppen eingeteilt:
Gruppe | umfaBt Oozyten (1), Eier (2) und Zweizellstadien (3)
Gruppe Il umfaBt Mehrzellstadien bis zu kleinen Morulae (4, 5)
Gruppe lll umfaBt die groBen Morulae (6)
Gruppe IV umfaBt die fortgeschrittenen Embryonen (7, 8, 9)
Gruppe V umfaBt die aufgerollten Mikrofilarien (10, 11, 12)
Gruppe VI bilden die gestreckten, aus der Eihtille geschlipften Mikrofilarien (ohne Abb.)
— Intrauterines, amd&boides Spermium.
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Abb. 2: Spermatogenesestadien von Onchocerca gibsoni
‘a) Spermatozyten 1. Ordnung (1), Spermatozyten 2. Ordnung (2) und Spermatiden (3).
b) Ubertragungsfahige, ovale Spermien aus dem Vesiculum seminis des Méannchens. (Stadien
nach der Methode von Pappenheim geférbt, beide Abbildungen im gleichen MaBstab).

Vorgehen bei O. volvulus (9) und bei Litomosoides carinii (7) eingeteilt (Abb. 1). Um
eventuelle Unterbrechungen der Embryonenausbildung zu erfassen, wurden diese
Gruppen getrennt quantitativ erfaBt. Die Mannchen wurden in toto nach der Methode
von PAPPENHEIM gefarbt, auf einem Objekttrager zerschnitten unter ein Deckglas
gequetscht und die herausquellenden Spermatogenesestadien qualitativ beurteilt
(Abb. 2).

Ergebnisse

Nach der getrennten Auswertung fur die Gruppen der frischen, tiefgefrorenen und
fixierten Knoten wurden fur alle Untersuchungskriterien keine signifikanten Unter-
schiede gefunden und die Ergebnisse daher zusammengefaBt (t-Test, p = 0,05).
Aus 173 untersuchten Knoten wurden 175 weibliche und 163 mannliche Filarien iso-
liert. Der Anteil an degenerierten, d. h. vor dem Entfernen der Knoten aus dem Rind
schon toten Filarien, betrug bei den Weibchen 21,7% und bei den Mannchen 10,4%.
Es wurde nur ein immatures Mannchen gefunden (Tab. 1).

80% der Knoten enthielten beide Geschlechter, in den restlichen 20% befanden sich
nur Weibchen. Es kamen keine Knoten vor, die ausschlieBlich mit Mannchen besetzt
waren. In 21 Knoten wurden zwei Mannchen, in einem Knoten drei Mannchen gefun-
den; nur in einem Fall wurden zwei Weibchen in einem Knoten beobachtet.
7 Weibchen, die sich ohne Mannchen in einem Knoten befanden, hatten dennoch
Embryonalstadien und Mikrofilarien in ihren Uteri, d. h., die Mannchen hatten nach
der Insemination den Knoten offenbar verlassen.

78,7% aller Weibchen enthielten Embryonalstadien und Mikrofilarien, wobei nur in
zwei Féllen eine Unterbrechung bei den aufeinanderfolgenden Entwicklungsstadien
beobachtet wurde. Die Ubrigen Weibchen hatten nur Oozyten oder ihre Uteri waren
vollig leer. Einige Weibchen befanden sich offensichtlich am Ende der Reproduk-
tionsphase und hatten nur Oozyten und gleichzeitig Reste von degenerierten Mikro-
filarien in ihren Uteri oder nur derartige ,,Rest-Mikrofilarien®.
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Die intrauterinen Entwicklungsstadien pro Weibchen ergaben im Mittel 1,59 X 108
Stadien + 756.000 bei einer Schwankungsbreite von 89.000 bis 3,4 Millionen Em-
bryonalstadien pro Weibchen (n = 88). 4% der Embryonen waren pahologisch ver-
andert. Die intrauterinen amoboiden Spermien konnten nur in ganz frisch isolierten,
lebenden Weibchen eindeutg festgestellt und ausgezahit werden. Im Mittel befanden
sich 90.000 Spermien in einem Weibchen (n = 19).

Bei etwa einem Drittel der Mannchen wurde ein Vorrat an Ubertragungsreifen Sper-
mien in den Testes nachgewiesen, bei den Ubrigen Mannchen wurden samtliche
Speramtogenesestadien, aber keine Spermien gefunden und einige wenige Mann-
chen hatten vdllig leere Testes. Bei diesen handelte es sich um alte Mannchen mit
Kalkeinlagerungen in Leibeshdhle, Darm oder Testes. Die Anzahl Ubertragungsreifer
Spermien wurde bei 19 Mannchen festgestellt und lag im Mittel bei 300.000.

Diskussion

Wir haben Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen O. gibsoni und O. volvulus
hinsichtlich der Reproduktivitdt herausgearbeitet, um den Wert des O.-gibsoni-
Modells fiir die menschliche Onchozerkose besser beurteilen zu kénnen.

In den O.-gibsoni-Knoten wurde ein auffallend ausgeglichenes Geschlechtsverhalt-
nis festgestellt, wahrend es bei O.-volvulus-Knoten deutlich zugunsten der Weibchen
verschoben ist. O.-volvulus-Mannchen verlassen regelmaBig die Knoten und kénnen
deshalb bei Nodulektomien teilweise nicht erfaBt werden. O.-gibsoni-Mannchen
scheinen ebenfalls, wenn auch nicht so haufig, zu wandern, wie die Knoten mit gravi-
den, solitdren Weibchen zeigen.

Der Prozentsatz degenerierter, d. h. vor dem Entfernen der Knoten abgestorbener
Filarien, liegt bei den Weibchen weitaus héher als bei den Mannchen. Mannchen
sterben mdglicherweise auch auBerhalb des Knotens und haben eine geringere und
somit wohl schneller resorbierbare Kérpermasse. O.-gibsoni-Mannchen sind im Mit-
tel 4,3 cm lang, die ausgewachsenen Weibchen dagegen weit ber 100 cm (2).

O.-volvulus-Weibchen haben eine sehr lange Lebenserwartung von 11 - 12 Jahren
und die Ausbildung der Mikrofilarien verlauft nicht kontinuierlich, sondern in dreimo-
natigen Reproduktionsschiiben mit dazwischenliegenden Ruhephasen (9, 10). O.
gibsoni hat eine erheblich kirzere Lebenserwartung von nur 18 Monaten (COPE-
MAN, personliche Mitteilung). Nur bei zwei Weibchen wurde eine Llicke zwischen
den aufeinanderfolgenden Embryonaistadien entdeckt, die auf eine periodische Aus-
schittung der Mikrofilarien hindeuten wirde. Nur 20% der Weibchen standen am
Beginn oder am Ende der Reproduktion, da sie entweder nur Oozyten oder degene-
rierte Mikrofilarien enthielten. Der Hauptanteil von fast 80% der Weibchen hatte
sémtliche embryonale Stadien in den Uterusschlduchen. Im Gegensatz dazu findet
man bei O. volvulus nur 50 - 60% der Weibchen mit Embryonalstadien, wahrend sich
die Gbrigen Weibchen in einer Ruhephase zwischen zwei Reproduktionsschiiben be-
finden. Eine zyklische Ausbildung von Mikrofilarien ist demnach flr O. gibsoni nicht
anzunehmen.

Die Uteri von O. gibsoni enthalten im Mittel sechsmal mehr Entwicklungsstadien als
die von O. volvulus , sind aber auch mehr als dreimal so lang. Embryonalstadien und
Spermatogenesestadien beider Onchocerca-Arten sind sich morphologisch sehr
ahnlich. Die ovalen Spermien aus dem Méannchen wandeln sich nach der Insemina-
tion innerhalb des weiblichen Geschlechtstraktes zu améboiden befruchtungsfahigen
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Spermien um und mussen entgegen dem Strom der Embryonen die Lange der Uteri
bis zum Eintritt der Ovidukte durchqueren, was bei O. gibsoni gut einen Meter aus-
machen kann.

Bei O. volvulus sind fUr jeden neuen Reproduktionszyklus mehrere Inseminationen
notwendig. Um alle Embryonen entwickeln zu kdnnen, sind auch bei O. gibsoni wie-
derholte Inseminationen erforderlich. Ob Inseminationen nur vor der Reproduktions-
phase oder aber auch wéhrend der Graviditat der Weibchen erfolgen kann, 1&3t sich
nicht eindeutig beantworten. Ein auffallend hoher Anteil der Mannchen enthielt nur
Spermatiden, aber keine Spermien. Diese sehen wir — wie schon bei O. volvulus ge-
zeigt (6) — als die gerade fortpflanzungsaktiven Mannchen an.

O. gibsoni und O. volvulus zeigen hinsichtlich der Reproduktivitdt zahireiche Ge-
meinsamkeiten. So verwundert es nicht, daB die Wirkung von Medikamenten auf die
Embryogenese bei beiden Arten im allgemeinen gleich ausfallt (4).

Zusammenfassung

In 173 O.-gibsoni-Knoten aus australischen Rindern wurden 175 Weibchen und 163
Mannchen gefunden, von denen 21,7% bzw. 10,4% degeneriert waren. 78,7% der
lebenden Weibchen enthielten Embryonen, 61,0% der Mannchen waren gerade fort-
pflanzungsaktiv. Gravide Weibchen enthielten im Mittel 1,59 X 10° + 756.000 intrau-
terine Entwicklungsstadien, Mannchen durchschnittlich 300.000 Spermien. Periodi-
sche Reproduktionszyklen, wie sie fur O. volvulus typisch sind, konnten fir O. gibso-
ni nicht nachgewiesen werden. Dennoch zeigen die Untersuchungen, daB3 auch hin-
sichtlich der Reproduktivitat ausreichend Gemeinsamkeiten bestehen. Somit kann
man O. gibsoni fur die Erprobung neuer Medikamente gegen O. volvulus als ein ge-
eignetes Modell ansehen.

Schliisselworter

Fortpflanzungsbiologie, Tiermodell, Medikamenten-screening, Australien.

Summary

Investigations on reproductivity of Onchocerca gibsoni,
a bovine filarial parasite.

Reproductivity of Onchocerca gibsoni, a filarial parasite of cattle. 173 nodules of
O. gibsoni from Australian cattle contained 175 female and 163 male worms. 21.7%
of the feamales and 10.4% of the males were degenerated. 78.7% of the living fe-
males had embryos in their uteri and 61.0% of the living males were reproductively
active,

i. e. they had just transfered their sperm during mating. Gravid female worms con-
tained on average 1.59 X 108 + 756,000 developmental stages, male worms on av-
erage 300,000 spermatozoa. Periodical reproductive cycles as observed for O. vol-
vulus could not be proved for O. gibsoni. Nevertheless the investigations confirm in
general that the O. gibsoni model is suitable for the screening of new drugs against
O. volvulus.

Key words

Reproduction, animal model, drug screening, Australia.
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