M

REFINE

S JNQ

Teilautomatisierte in vitro Fiitterung adulter
Schildzecken (Amblyomma hebraeum)

Frank Kuhnert, Achim E. Issmer und Jérg Grunewald
Institut fiir Tropenmedizin, Universitdtsklinikum Tiibingen, D-Tiibingen

Zusammenfassung

Ein verringerter Einsatz von Labortieren (u.a. Kaninchen,
Rinder) in der pharmazeutischen Industrie und anderen
Einrichtungen zum Zwecke der Zucht medizinisch und okono-
misch bedeutender Arten der obligat blutsaugenden Schildzek-
ken (Acari: Ixodidae) ist sehr wiinschenswert. Wir berichten
iiber die erfolgreiche Blutfiitterung von Mdnnchen und
Weibchen der tropischen Zecke Amblyomma hebraeum in
einem teilautomatisierten und daher wartungsarmen in vitro
System. Die Fiitterungsergebnisse unterschieden sich beziiglich
der erreichten Korpermasse (1,85 g) dem Ei-Konversionsfaktor
(0,37) und der Larvenschlupfrate (88%) nicht signifikant von

Summary: Partly automated in vitro feeding of adult Amblyom-
ma hebraeum (Acari: Ixodidae)

A reduction in the use of laboratory animals, such as rabbits
and bovines, in the pharmaceutical industry and other instituti-
ons for breeding medically and economically important
species of obligatory bloodsucking hard ticks (Acari: Ixodidae)
is highly desirable. We report the successful feeding of males
and females of the tropical tick Amblyomma hebraeum in a
partly automated, thus essentially maintenance-free in vitro
system. The feeding data (body mass 1.85 g; egg conversion
Jactor 0.37: larval hatch rate 88%) did not significantly differ
[from those achieved on bovine hosts.

Werten, die bei der Verwendung von Rindern als Wirte erzielt

wurden.
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1 Einleitung

Schildzecken (Acari: Ixodidae) sind in al-
len Regionen der Welt zu finden und spie-
len als Ubertriiger (Vektoren) zahlreicher
human- und tierpathogener Erreger wie
Viren (z.B. Frithsommermeningoenzepha-
litis- Viren), Bakterien (z.B. Borrelien) oder
Protozoen (z.B. Piroplasmen) eine grof3e
Rolle (Uilenberg, 1992). Zur Erforschung
der von diesen Zecken iibertragenen
Krankheitserreger und der durch sie her-
vorgerufenen Krankheiten, sowie zur Su-
che nach neuen Akariziden ist ihre Zucht
und Kultur im Laboratorium unverzicht-
bar. Da sie sich ausschlieBlich von Blut
ernihren, miissen je nach Zeckenart Wirts-
tiere wie Miuse, Kaninchen, Schafe oder
Rinder gehalten werden. Diese werden
durch den Saugakt stark belastet und rea-
gieren mit Immunabwehr, so daf} sie nur
in grofBeren Zeitabstdnden bzw. nur ein- bis
zweimal zur Fiitterung eingesetzt werden
kénnen. Die Aufrechterhaltung von Zek-
kenkolonien im Laboratorium erfordert
daher eine grofe Anzahl von Labortieren.
Alternative Fiitterungstechniken fiir
Schildzecken sollen deren Blutfiitterung
am lebenden Wirt ersetzen oder zumindest
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die Zahl der bendtigten Wirtstiere stark
reduzieren.

Bei Schildzecken muf} jedes der drei
Entwicklungsstadien (Larven, Nymphen,
Adulte) mehrere Tage bis Wochen am Wirt
Blut aufnehmen, wobei sich deren Mund-
werkzeuge meist mit Hilfe eines Zements
festin der Haut des Wirtes verankern. Bei
in vitro Versuchen muf} das den Zecken
angebotene Blut wihrend der gesamten
Dauer der Nahrungsaufnahme steril gehal-
ten und vor Zersetzung bewahrt werden.

Issmer (1994) erreichte mit einem teil-
automatisierten System, daB sich adulte
Schildzecken der Arten Hyalomma trun-
catum und Ixodes ricinus mit Blut voll-
saugten. Aus den abgelegten Eigelegen
von A. truncatum schliipften normale, sich
entwickelnde Larven.

Fiir die sehr viel kleineren Larven und
Nymphen, die ebenfalls Blut iiber mehre-
re Tage hinweg aufnehmen miissen, um
sich weiterentwickeln zu kénnen, ist die-
se Apparatur bisher nicht geeignet.

Kuhnert (1995) erzielte mit einem auf
Schraubdeckelglisern und Silikonmem-
branen basierenden Fiitterungssystem vor
allem bei Larven und Nymphen der
Schildzeckenart Amblyomma hebraeum

ausgezeichnete Fiitterungsergebnisse.
Diese entwickelten sich normal und hiu-
teten sich zum folgenden Entwicklungs-
stadium. Weniger gut eignete sich die
Technik zur Fiitterung adulter Zecken. Bei
Minnchen und Weibchen von A. hebrae-
um lieB sich eine starke Abnahme der Fort-
pflanzungsfihigkeit beobachten (Kuhnert
et al., 1995; Kuhnert, 1996).

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die
Vorteile beider Fiitterungstechniken zu
kombinieren und die Fortpflanzungslei-
stung adulter A. hebraeum derjenigen von
auf Labortieren saugenden Zecken anzu-
gleichen.

2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Die Zecke Amblyomma hebracum

Fiir die Versuche wurden niichterne Weib-
chen und Ménnchen eingesetzt, die aus der
auf zeckenempfinglichen weiblichen Rin-
dern durchgefiihrten Zucht der Bayer AG,
Geschiftsbereich Tiergesundheit, stamm-
ten. A. hebraeum wird in der chemisch-
pharmazeutischen Industrie, neben ande-
ren Arten, fiir Akarizidpriifungen geziich-
tet. Die Zecken lagerten 5-8 Monate bei
29°C / 80% relativer Feuchte und einem
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Tag/Nacht-Rhythmus von 13:11 Stunden.
In der Regel wurden jeweils 30 Minnchen
zum Zwecke der Vorfiitterung in eine Fiit-
terungseinheit gesetzt. Mindestens zwei
dieser Futterungseinheiten bildeten eine
Behandlung, wurden also gleichbehandelt,
d.h. gleichen Versuchsbedingungen aus-
gesetzt. Ein Versuchsblock bestand aus
Behandlungen, bei denen alle Zecken Blut
desselben wichentlichen Spendetermins
erhielten. Je nach Versuchsblock dauerte
die Vorfiitterung der Zeckenméinnchen mit
dem Ziel ihrer sexuellen Reifung eine oder
zwei Wochen (siehe Tab. 1). Danach wur-
den entsprechend der Anzahl fixierter
Minnchen die gleiche Zahl niichterner
Weibchen hinzugefiigt (Versuchsblock I,
Behandlung 1) oder zusammen in eine fri-
sche Fiitterungseinheit tiberfiihrt (Ver-
suchsblock II, Behandlung 2 / Versuchs-
block 111, Behandlung 3) (Tab. 1).

2.2 Die Fiitterungseinheiten
Es wurde grofler Wert darauf gelegt, die
gesamte Fiitterungsapparatur moglichst
steril zu halten. Daher wurden sdmtliche
Handgriffe, die das Zusammenbauen und
Befiillen der autoklavierten oder mit Trok-
kenhitze sterilisierten Fiitterungseinheiten
(siche Abb. 1 und Abb. 2) und das Blut
betrafen, unter einem sterilen Abzug oder
unter Einsatz von Kodan® Desinfektions-
spray (Schiilke & Mayr GmbH, D-22846
Norderstedt) durchgefithrt. Die fir die
Zecken nutzbare Membranoberfliche be-
trug je Fiitterungseinheit etwa 10 cm?.
Eine Fiitterungseinheit bestand aus ei-
ner in regelmaBigen Abstanden automa-
tisch durch Silikonschlduche mit neuem
Blut versorgten Blutkammer aus Alumi-
nium, unter der sich ein von warmem
Wasser (38°C) durchstromter Hohlraum
anschloB (Abb. 1). Vor dem Einbau der
Membran wurde die Blutkammer der Fiit-
terungseinheit mit einem Antihaftmittel
(Teflon-Spray, Norton Pampus GmbH,
BRD) eingespriiht. Die komplette Fiitte-
rungseinheit stand auf einem Magnetriih-
rer (Metrohm Typ E349), der einen tef-
lonbeschichteten Magnetriihrstab kontinu-
ierlich mit etwa 300-400 U/min im Blut
bewegte. Die Bluttemperatur unterhalb der
Membran lag bei 37,5°C. Nachdem das
Blut die Kammer cinmal durchflossen
hatte, tropfte es in eine steril gehaltene
Glasflasche (Abb.3). Die Lufttemperatur
in der Umgcbung der Futterungscinheiten
lag bei 21-27°C (Somuner). Um die Luft-
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Tabelle 1: Behandlungstibersicht fiir Amblyomma hebraeum Adulte.

Versuchsblock Nr. i I ' il '

ITeil | e

niichterne Mannchen

Behandlung A | B c ‘ D

Dauer der V;rfiﬁtierung ‘eine Woche ‘}_ © zwei Wochen
EEpoemaes . [PENT000 | ., [PEN10007STR 100, |
Bakterizid GEN 5/ GEN 100 |/ STR 100 GEN 100 ab d11 auch GEN 100
Tagl. spilen it | o
physiologischer nein } ja
Kochsalzlésung |

Teil Il
vorgefiltterte Mdnnchen

zusammen mit | fixierten Mannchen vorgefutteﬁé Mannchen auf frische |

niichternen | niichterne Weibchen| Membran iibertragen und niichterne

Weibchen (zwei Wochen) | hinzugeflgt Weibchen hinzugefiigt

Behandlung e 1 | =2 T 3
| e ;

Bakterizid | GENS5/GEN100  |PEN1000/STR100 | REN }%[:E?\JIFOTUR 1
et R S I

Tagl. spiilen mit ?

physiologischer } nein ja

Kochsalzlosung |

Die Spalten A bis D in Teil | und Spalten 1 bis 3 in Teil Il zeigen die Versuchsparameter
jeweils einer Behandlung. Teil Il der Fiitterung folgte direkt auf Teil I. Allen Behandlun-
gen wurde 1x pro Tag Nystatin 100 IE / ml und Adenosintriphosphat (10 mol /1) in den
Blutvorrat gegeben. GEN 5: Gentamicin 5 [ig/ ml, GEN 100: Gentamicin 100 ug/ ml, PEN
1000: Penicillin 1000 IE / ml, STR 100: Streptomycin 100 ug / ml, d: Tag

Abbildung 1: Fiitterungskammer, gedffnet. Der Blick féllt von oben auf die noch leere
Blutkammer (ochne Membran), in der ein weiies Magnetriihrstéabchen liegt. Links und
rechts davon sieht man Ein- und AusfluBstutzen fiir das Futterblut, links unten und
rechts oben Ein- und AuslaB fiir das Heizwasser.

feuchtigkeit oberhalb der Membranen zu
erhdhen, wurden feuchte Wattestopfen auf
die Fitterungseinheit gelegt. Das Labor
hatte einen zwdlfstiindigen Tag/Nacht-

Rhythmus bei normaler CO,-Konzentrati-
on.

Als Membran, durch welche die adulten
Zecken Blut aufnahmen, diente eine durch
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ein Kunststoffnetz verstirkte, grobe Sili-

konmembran (Dicke: ca. 500 pm).

2.3 Das Futterblut

In allen Versuchsblécken wurde mit 10 IE
Na-Heparin / ml versetztes, steriles Voll-
blut vom selben miinnlichen Spenderrind
verfiittert (Fiebig Nihrstofftechnik, D-
65510 Idstein-Niederauroff). Beim tigli-
chen Befiillen jeder 50 ml-Perfusorsprit-
ze einer Fiitterungseinheit mit neuem Blut
wurden Adenosintriphosphat (ATP) als
Saugstimulanz (107 mol / 1) und entspre-
chend der jeweiligen Behandlung die Bak-
teriostatika Penicillin / Streptomycin
(1000 1E bzw. 100 g / ml), Gentamicin
(5 bzw. 100 pg / ml) und das Fungistati-
kum Nystatin (100 IE / ml) hinzugefiigt.
Einen Uberblick iiber die Behandlungen
zeigtdie Tab. 1. Simtliche Losungen wur-
den keimfrei bei -18°C gelagert. Ein zeit-
schaltuhrgesteuerter Perfusor versorgte
mit seinen zwei Blutvorratspritzen (+4°C)
alle sechs Stunden zwei Fiitterungseinhei-
ten mit je etwa 12 ml vorbereitetem Blut.

Nach der in vitro Blutfiitterung wurden
bei den Zeckenweibchen die Kérpermas-
se, die Pri-Ovipositionsdauer, der Ei-Kon-
versionsfaktor, der prozentuale Larven-
schlupf und der Anteil larvenproduzieren-
der Weibchen bezogen auf die am Tag 4
fixierten Weibchen ermittelt.

Von der Berechnung dieser Parameter
wurden Weibchen ausgenommen, die be-
stimmte Kriterien nicht erfuillten: Korper-
masse < 200 mg, Weibchen am Versuchs-
ende oder binnen einer Woche danach ge-
storben, keine Eier gelegt oder Eigelege
vertrocknet (die beiden letzten Kriterien
fithrten nicht zum Ausschluf} beziiglich der
,Korpermasse®). Aus Griinden der Ver-
gleichbarkeit mit anderen Arbeiten wurden
Weibchen, die am Ende des Versuchs noch
auf der Membran fixiert, also noch nicht
selbstiindig abgefallen waren, von der Be-
rechnung ,. K&rpermasse™ und ,,Ei-Konver-
sionsfaktor* ausgeschlossen. Entsprechen-
des galt fiir die Kontrollzecken am Rind.

2.4 Einsatz von Stimulanzien auf den
Membranen

Um die Membranen fiir die Zecken attrak-
tiv zu machen, wurden eine phosphatge-
pufferte Salzlosung und ein kiinstliches
Gemisch in Dichlormethan geloster, ag-
gregations- und fixierungsfordernder Sub-
stanzen (ortho-Nitrophenol 1 ug, Benzal-
dehyd 0,1 pg, iso-Buttersdure 1 pug pro

ALTEX 15, 2/98

Abbildung 2: Komplettes Fiitterungssystem, zerlegt. Das Bild zeigt die zur in vitro Fiit-
terung in dieser Arbeit bendétigten Teile mit Ausnahme von Membran, Magnetriihrer,
Perfusor, Heizwasserbad und Kiihischrank zur Blutlagerung. Erkennbar sind, neben
der eigentlichen Fiitterungskammer, die Blutvorratspritze mit Schlauchverbindungen,
dariiber der Glaszylinder mit Silikon-Dichtungsring, metallenem Halter und Siebdeckel,
sowie die Sammelflasche fiir das verbrauchte Blut inklusive roten Verbindungsstutzen

und Schraubdeckel.

Abbildung 3: Fitterungssystem in Funktion. In der Bildmitte sieht man zwei der vier
parallel betriebenen Fiitterungseinheiten. Aufféllig sind die groBen Magnetriihrer unter-
halb der Fiitterungskammern sowie die mit verbrauchtem Blut gefiillten Sammelflaschen.
Die dicken weiBen Silikonschlduche dienen zur Erwdrmung der Fiitterungskammern
mit 38°C-temperiertem Wasser.

Fiitterungseinheit) angewendet. Diese drei
fliichtigen Verbindungen werden norma-
lerweise von ménnlichen A. hebraeum
nach einigen Tagen des Saugens abgege-
ben (Apps et al., 1988; Price et al., 1994).
Den frisch auf die Membran gesetzten

Zecken wird damit das Vorhandensein sau-
gender Artgenossen und so ein geeigneter
Wirt ,,vorgetiduscht™. Zudem wurden auch
Zeckenexkremente vorheriger in vitro
Blutmahlzeiten und frische Rinderhaare
aufgebracht.
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Tabelle 2: In vitro Fixierungsraten adulter Amblyomma hebraeum.

[in vitro vorgefiitterte |
niichterne niichterne Mannchen nach | i
Mannchen ' Ménnchen i~ Umsabamant- - oibihan Welichan
| frische Membran
d2 d4 Eodie W d3 d4
3 i | Sl | e e
Kontrolle auf : Konirolle auf . .
_Hind | 11]:99 __ﬁrf Daten Rlnd - il 7_7— kelne_Datfelm keine Daten
[ 20 (11-33) | 47 (34-61) ~ _ 9(1-29) |59 (36-79)
Behandlung A [12/59] l (28/50] Behandlung 1 2/22] | [1ar2)
P 720 (11-32) | 37 (24-51) o 87 (70-96) |94(79-99) |26 (12-45) |48 (30-67)
Bohandiund B) “rroeo; | jozeo |"SPMM2| o7t | pomi] | [12us] | [16/31]
o 10 (4-20) | 42 (29-55) 82 (53-94) '96 (82-100) | 25 (11-45) | 64 (44-82)
Behandlung €| “1560" | [o5/60)  Behandlung3 [23/28] | [2728) | (78] | [18/28]
T Il b 1 i i N A
19 (10-31) | 43 (32-58) | ! ‘ T
Behandung D/ “1y1/58) " | [26/58] 4 : f |

Dargestellt sind %-Werte (fettgedruckt) mit dem 95%-Vertrauensintervall des Verhalt-
nisses ,fixierte Zecken / auf die Membran gebrachte Zecken” in runden, sowie die An-
zahl der Zecken in eckigen Klammern. Weibchen der Behandlung 2 waren mit Mann-
chen aus Behandlung B und C zusammen. d: Tag

3 Ergebnisse

3.1 In vitro Fixierung
Einen Tag nach Versuchsbeginn hatten
sich 10-20% der hungrigen Ménnchen auf
den Membranen festgesetzt (Rind:
70-90%), am Tag 4 waren es 37-47% (Tab.
2). Wurden diese, wie in Behandlung B,
Cund D, nach zweiwdchiger Vorfiitterung
abgezupft und auf frische Membranen
gebracht (Behandlung 2 und 3), so fixier-
ten sie sich dort nach einem Tag zu
82-87%, nach vier Tagen zu 94-96% (Tab.
2).

Die Weibchen, die etwa eine Stunde
nach den vorgefiitterten, sexuell gereiften

Minnchen auf diese Membranen gesetzt
wurden, waren dort nach einem Tag zu
einem Viertel (Behandlung 2 und 3), am
Tag 4 zur Hilfte (Behandlung 2) und zu
zwei Drittel (Behandlung 3) fixiert (Tab.
2). Weibchen der Behandlung 1 kamen zu
Minnchen, welche nur eine Woche lang
vorgefiittert und auf ihrer Membran belas-
sen wurden. In diesem Fall fixierten sich
am Tag 1 9%, am Tag 4 59% der Weib-
chen.

3.2 In vitro Fiitterung

Die Miinnchen der Zeckenart Amblyom-
ma hebraeum bendtigen zur Vorbereitung
auf die Paarung mit den Weibchen eine

Tabelle 3: Entwicklung von Amblyomma hebraeum Weibchen in vitro.

Blutmahlzeit, die in vivo 3-5 Tage dauern
kann. AuBerlich sichtbares Zeichen ihrer
sexuellen Reifung ist das typische Greif-
verhalten (clasping), mit dem sie ein von
ihren Duftstoffen angelocktes Weibchen
zu erhaschen und festzuhalten suchen,
bevor es zur Kopulation kommen kann
(Diehl et al., 1991). In der vorliegenden
Arbeit wurde auf das Auftreten dieses
Greifverhaltens in vifrro geachtet, um ei-
nen giinstigen Zeitpunkt zum Hinzusetzen
der Weibchen zu finden. Withrend der
Vorfiitterung trat Clasping der ersten
Miinnchen zwischen Tag 6 und Tag 8 auf
(in vivo: ab Tag 5; Kuhnert, 1995). Ver-
breitet kam es jedoch erst ab Tag 12 vor:
53% der Minnchen in Behandlung C, 8
% in Behandlung B und 97% in Behand-
lung D zeigten dann dieses Verhalten.
Die Blutaufnahme von Weibchen in ei-
nem Vorversuch ohne Fungistatikum wur-
de durch ungehemmutes Pilzwachstum in
den beiden Fiitterungseinheiten nahezu
vereitelt und der Versuch nach zwolf Ta-
gen abgebrochen. In Behandlung 1 unter-
driickten Gaben von Nystatin die Pilzent-
wicklung. Das hier anfiinglich niedrig do-
sierte Bakteriostatikum Gentamicin (5 pug
/ml) konnte jedoch eine Bakterienvermeh-
rung nicht verhindern. Diese klang erst ab
Tag 4 nach 20facher Erhohung der Gen-
tamicin-Dosis ab. Die fiinf selbstindig von
der Membran abgefallenen Weibchen die-
ser Behandlung 1 zeigten mit 0,69 g die
niedrigste mittlere Kérpermasse (Tab. 3).
In Behandlung 2, von Anbeginn mit Ny-

Weibchen Mikrobizide
| Korpermasse | Pra- |  Ei- | % | %larven- S EL e e
[gF], nach !prosltlons-iKonversions- Larven- 1produzlerende GTE;::'I;'" PEE:,:T:]"’ is“e[ﬁ;?::’;cm
Blutaufnahme | dauer [d] Ifaktor (ECF) | schlupf | Weibchen F e |
2,33a [ nicht | 050a | BBa | 51 o
Kontrolle auf Rind|  (2,24-243) | o o oo, |(047-053) | (47-85) |  (38-64) | - - -
[131] | | (78] 43] | [1Rind] |
069c | 138a | 020c | 8oa | 38 | I
Behandlung 1 (054-084) | (103-173) | (0,17-0,23) | (70-90) |  (14-68) . 5/100 - -
: = 8 | (5] | M B [2 FE] il
i 1,37b [ 125a | 035b 75a | T | |
Behandlung2 | (0.91-1.83) | (10,8-14,2) | (0,33-0,37) | (47 - 100) ‘ (12 88) - | 1000 100 ;
- ) N . N S ) A O [2 FE] ] I R
2 | 1,85ab | 108a 037ab | 88a ' ; I |
Behandlung3 | (1,52-218) | (9,9-11,7) | (0.30-0.44) '(63 100) (7 52) | 100 | 1000 | 100 |
;. [ [4] 18] W | BFE | | :‘ g

Angegeben sind Mittelwerte (fettgedruckt) mit 95%-Vertrauensintervali (in runden Klammern). Eine schwankende Anzahl Weibchen
[n]in einer Reihe ergab sich aus den bei Berechnungen jedes Parameters zugrundegelegten und im Methodenteil erklarten Kriterien.
Samtliche dargesteliten Behandlungen erhielten Nystatin 100 |E / ml. Ergebnisse innerhalb Spalten ohne einen gemeinsamen Buch-
staben waren signifikant unterschiedlich (P < 0,05; Mann-Whitney U-Test). FE: Fiitterungseinheiten
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statin und hochdosiertem Penicillin /
Streptomycin durchgefiihrt, erreichten die
Weibchen 1,37 g (n = 5). Behandlung 3
im dritten Versuchsblock erbrachte eine
mittlere Kérpermasse von 1,85 g (n=4),
die sich nicht mehr signifikant von der
Ké&rpermasse der auf Rindern vollgesoge-
nen Weibchen (2,33 g; n = 131) unter-
schied (P < 0,05; Mann-Whitney U-Test)
(Tab. 3).

Die Anzahl Tage zwischen Abfallen ei-
nes vollgesogenen Weibchens und Beginn
der Eiablage (Pra-Ovipositionsdauer) war
in vitro mit 10,8 bis 13,8 Tagen zwischen
den Behandlungen sehr dhnlich (Tab. 3).
In vivo wurden 7,8 Tage gemessen (Kuh-
nert et al., 1995).

Der Ei-Konversionsfaktor beschreibt
die Fihigkeit der weiblichen Zecke, auf-
genommenes Blutin Eimasse umzusetzen.
Er war mit 0,20 (n = 4) in Behandlung [
am niedrigsten und bei Behandlung 2 und
Behandlung 3 mit 0,35 (n = 3) resp. 0,37
(n=3) etwa gleich hoch (Tab. 3). Bei den
am Rind gesogenen Weibchen (n = 78)
wurden 0,50 beobachtet, was sich nicht
signifikant vom in vitro Ergebnis der Be-
handlung 3 unterschied (P < 0,05; Mann-
Whitney U-Test).

Der Schlupferfolg der Larven war in
vive mit 56% tendenziell der niedrigste,
die in vifro Werte lagen zwischen 75% und
88% (Tab. 3). Auf dem Rind sowie in Be-
handlung 2 produzierte etwa die Hilfte der
am Tag 4 fixierten Weibchen nach Ende
des Blutmabhls vitale Larven, bei Behand-
lung 3 war es nur ein Viertel (Tab. 3).

4 Diskussion

Die Blutaufnahme adulter Schildzecken
der Art Amblyomma hebraeum mit ihren
grofien Mundwerkzeugen, die fiir den le-
benden Wirt (Rind) recht schmerzhaft sein
kann, wurde in dieser Arbeit erfolgreich
an cinem teilautomatisierten und damit
wartungsarmen in vitro Fiitterungssystem
getestet. Fiitterungseinheiten dieses Typs
wurden bisher nur fiir adulte Hyalomma
truncatum und Ixodes ricinus verwendet
(Issmer, 1994; Issmer et al., 1994). Wo es
gelang, durch geeignete Mikrobizidkom-
binationen die Kontamination des Futter-
blutes mit Pilzen und Bakterien einzu-
schrinken, erreichten Korpermasse (1,85
g), Ei-Konversionsfaktor (0,37) und Lar-
venschlupfrate (8§8%) Werte (Behandlung
3), die sich von Kontrollzecken auf Rin-
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Abbildung 4: Amblyomma hebraeum Weibchen beim Vollsaugen in vitro. Zu sehen ist

eine Fitterungskammer, in deren Glaszylinder sich ein Zeckenweibchen vollgesaugt
hat. Die Innenseite des Glases ist durch Zeckenexkremente verschmutzt.

dern statistisch nicht unterschieden (2,33
g, 0,50, 56%). Einschrinkend muss hier
die geringe Anzahl in vitro gesogener Zek-
kenweibchen pro Behandlung genannt
werden. Die genannten Parameter lagen
20-40% tiber den Ergebnissen, die in ei-
nem auf Schraubdeckelglisern basieren-
dem in vitro System erreicht wurden (Kuh-
nertet al., 1995; Kuhnert, 1996). Dies wird
auf den zusitzlichen vierten und zudem
die Zecken weniger storenden, automati-
sierten Blutwechsel zuriickgefihrt. Wahr-
scheinlich ist auch ein positiver Einfluf3
durch das heparinisierte Vollblut gegen-
iiber defibriniertem Blut, wie es bereits fiir
Amblyomma variegatum bekannt ist (Voigt
et al., 1993).

‘Wie schon zuvor (Kuhnert et al., 1995;
Kuhnert, 1996) variierte auch in der vor-
liegenden Arbeit der Anteil larvenprodu-
zierender Weibchen zwischen den Be-
handlungen und in vivo stark und trug
malgeblich zur geringen durchschnittli-
chen Zahl an Nachkommen bei. Obwohl
nach zwolf Tagen Vorfiitterung 97% der
Miinnchen das typische Clasping-Verhal-
ten zeigten, war deren sexuelle Reifung
und die Fidhigkeit zu ordnungsgemifer
Kopulation individuell méglicherweise
sehr unterschiedlich ausgeprigt. Zum Er-
reichen einer bestimmten Zahl eilegender
Weibchen werden in vitro mehr weibliche
und vor allem ménnliche Zecken bendtigt
als bei der Fiitterung am Rind. Grund hier-

fur ist, neben der variablen Larvenproduk-
tion der Weibchen, die Fixierung niichter-
ner Minnchen von A. hebraeum in vitro,
die erst am vierten Tag mit Raten zwischen
37% und 47% zufriedenstellende Ergeb-
nisse brachte, jedoch nicht vergleichbar
war mit Werten, wie sie am Rind erreicht
werden (70-90% bereits am Tag 1). Nach
zweiwdchiger Vorfiitterung der Miinnchen
in vitro (in vivo: < 7 Tage) lagen deren
Wiederfixierungsraten nach Abzupfen von
der alten und Aufbringen auf eine neue
Membran schon am ersten Tag bei
82-87%. Hinzugesetzte Weibchen fixier-
ten zu einem Viertel am Tag 1, steigerten
sich jedoch am Tag 4 auf bis zu zwei Drit-
tel. Das Festsetzen der Zecken auf den Si-
likonmembranen lag insgesamt gleichauf
mit Werten vorangegangener Arbeiten
(Kuhnert et. al., 1995; Kuhnert, 1996), bei
denen keine phosphatgepufferte Salzls-
sung als zusitzlicher Stimulus benutzt
wurde.

Voigt et al. (1993) zeigten den positi-
ven Effekt von 5% CO,in der Umge-
bungsluft auf Fixierung und Fertilitit adul-
ter A. variegatum. Hier konnen zukiinfti-
ge Versuche ankniipfen, um das Festsau-
gen niichterner A. hebraewm Minnchen
sowie die Fruchtbarkeit der Paare zu stei-
gern. So modifiziert, ist der Einsatz der
vorgestellten Methode denkbar z.B. zur
Gewinnung infektionsfahiger Larven, zur
Verfiitterung markierter Substanzen und
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REFINE

zum Auffangen der von dieser Zeckenart
emittierten Pheromone wahrend der Blut-
aufnahme. In Kombination mit der in vi-
tro Methodik zur Fiitterung von Larven
und Nymphen von A. hiebraeum (Kuhnert
et al., 1995; Kuhnert, 1996) ergeben sich
langfristig Moglichkeiten zu tierversuchs-
reduzierten Studien an dieser dreiwirtigen
..Modell-Schildzecke*.
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