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In-vitro-Futterungen von argasiden und ixodiden Zecken haben vorrangig Bedeutung fur
sechs Problemkreise. Sie ermoglichen Wirksamkeitsprifungen von Antektoparasitika und Un-
tersuchungen zur Vektorenrolle dieser blutsaugenden Athropoden. Weitere Anwendungsge-
biete liegen in der In-vitro-Massenzucht von Zecken, in molekulargenetischen und immuno-
logischen Studien bzw. in funktionellen und ultrastrukturellen Untersuchungen an den Parasi-
ten. In letzeter Zeit richtet sich eine wachsende Aufmerksamkeit auf die In-vitro-Fltterungen
als Alternative zur Futterung am Tier und zum Tierversuch.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, blutsaugende Arthropoden zur passiven bzw. aktiven
Blutaufnahme zu bringen: durch rektale oder intrazdélomale Inokulation, Uber Glaskapillaren,
durch Futterung auf embryonierten Huhnereiern, iiber saugfahiges Material oder iiber Mem-
branen (6) tierischen Ursprungs oder kinstlicher Beschaffenheit. Davon kommt die Nahrungs-
aufnahme Uber Membranen dem naturlichen Saugvorgang am néchsten.

Die ersten Versuche zu Zeckenfutterungen tber Membranen fuhrten HINDLE et MERRIMAN
mit Argas persicus und Ornithodoros (O) moubata (Argasidae) und Hyalomma aegyptium
(ixodidae) durch (3). 1929 wurde O. papillipes (Argasidae) experimentell bei der Blutaufnahme
mit Ruckfallfieber-Spirochéten infiziert (9). Seitdem wurden Fltterungen von argasiden Zecken
Uber Membranen in vielen Laboratorien praktiziert und die Futterungsmethoden weiterent-
wickelt (1, 4, 10, 11, 12, 15). Fir O. moubata ist der gesamte Lebenszyklus Uber In-vitro-Fitte-
rungen reproduzierbar (7, 8). Demgegenuber gibt es bei Vertretern der Ixodidae bisher nur
sehr wenige Erfolge, diese Zecken Uber Membranen zu ernahren. Eine Larvenfitterung gelang
bisher allein KEMP et al. (5); Uber eine Futterung von Weibchen (Rhipicephalus appendiculatus)
bis zur Repletion berichteten nur WALADDE et al. (14).

Unter diesen Aspekten sammelten wir zunachst Erfahrungen uber die Zucht von O. mou-
bata bei deren Fiitterung tber Membranen. In der zweiten Etappe galt unser Hauptaugenmerk
der In-vitro-Erndhrung adulter Schildzecken.

Der In-vitro-Fltterung von O. moubata dienten insgesamt 3.334 Zecken eines langjahrigen
Laborstammes. Aus der Familie Ixodidae wurden 251 adulte Exemplare von Dermacentor (O.)
nuttalli (eine kaltetolerante Zeckenart der zentralasiatischen Gebirgssteppenregionen, Feld-
stamm aus dem Herkunftsland Mongolei) und erganzend 35 Exemplare von Hyalomma (H)
anatolicum excavatum eines Laborstammes ausgewahlt.

Als Membranen fungierten fur O. moubata Parafilm M und fUr D. nuttalliund H. anatolicum
excavatum Silikonmembranen. Die Nahrmedien wurden von Schlachttieren gewonnen. Der
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Gerinnungshemmung  diente
Heparin (1.500 - 2.000 LE./I
Blut), als Antibiotika wurden
Streptomycin ~ (100.000 ug/1)
und Penicillin (100.000 LE./])
und als Phagostimulantien
ATP (anfanglich 1 mM/1, dann
erhoht auf 2 mM/I), und bei
Rinderblut stets zusatzlich re-
duziertes Glutathion (1 mM/I)

' Humanbiut mit ACD zugesetzt.

chweineblut

tiefgefr

Das Nahrmedium von O.
moubata war Schweineblut,
frisch  sowie  tiefgefroren
(-20°C) und langzeitgelagert
(bis 200d). Der Zusatz von
Adenosintriphosphat (ATP)
erfolgte unmittelbar vor dem
Einsatz des gelagerten Blutes.
Weiterhin kamen zur Ernah-
rung von O. moubata uberla-
gertes, das heifst langer als 39
Tage bei 4°C aufbewahrtes,
Humanblut aus einer Blut-

-, tiefgefr. m.ACD

Adulte

Abbildung 1:

Mortalitat von O. moubata nach
Futterung mit tberlagerten
Humanblutkonserven und
Schweineblut ohne und mit Zusatz
des ACD-Stabilisators.

Ergebnisse

Argasidae

bank zur Anwendung, wel-
ches zur Konservierung und Gerinnungshemmung einen Azid-Zitrat-Dextrose (ACD)-Stabi-
lisator enthielt. Vergleichsweise wurden die Zecken mit Schweineblut unter Zusatz desselben
Stabilisators in gleicher Konzentration und Schweineblut ohne Stabilisatorzusatz gefuttert.
D. nuttalli und H. anatolicum excavatum erhielten als Nahrmedium frisches bzw. tiefgefrorenes
(-20° C, November - Dezember 1992 bis 140 d und Marz - Juli 1993 bis 7 d) ATP-substituiertes
Rinderblut.

Die Futterungsdauer betrug bei O. moubata hochstens eine Stunde und lag bei D. nuttalli
dagegen zwischen 12 und 26 Tagen. Das Rinderblut wurde regelmafig nach jeweils 6,6 und
12 bzw. 7,7 und 10 Stunden ausgetauscht und die Membranen gereinigt. Eine Ausnahme bil-
deten die Futterungen im Juni/juli 1993, wo der Blutaustausch erst nach jeweils 12 Stunden
erfolgen konnte.

Hinsichtlich der Temperatur erwies sich fur argaside Zecken aufgrund ihrer kurzen Saug-
zeit eine Warmeplatte (bei 37° C) als ausreichend, fur Schildzecken war zur Klimaregulation
ein Inkubator notwendig (Temperatur 36,7° C, relative Luftfeuchtikeit 90%, 3,9% CO,-Konzen-
tration). Olfaktorische und taktile Stimulantien waren nur bei den ixodiden Zecken erforder-
lich (Watte mit Rindertalg und -schweif3, Rinderhaare, Zeckenexkremente).

Die Leistungsfahigkeit des eingesetzten Nahrsubstrates wurde nach aufgenommener Blut-
menge, Saugraten, Mortalitat und Hautungsraten bzw. Reproduktion der Zecken bewertet.

Die von O. moubata aufgenommene Blutmenge lag zwischen dem 3,8- und 1,4fachen des
Ausgangsgewichtes bei frischem Blut und dem 4,5- und 1,8fachen bei tiefgefrorenem Blut mit
ATP-Zusatz. Die Saugraten lagen bei beiden Gruppen zwischen 81,9% und 98,6% und unter-
schieden sich nicht bedeutend voneinander. Die Mortalitat war bei Frischblut trotz Antibioti-
kazusatzes mit bis zu 11,4% hoher. Die Hautungsraten lagen bei tiefgefrorenem Blut bei den

108



1. - 3. Nymphenstadien um
etwa 11% hoher und stimm-
ten bei den 4. - 6. Nymphen-
stadien uberein. Die Anzahl
der abgelegten Eier war mit
101 Eier/Weibchen zu 86 Ei-
er/Weibchen zugunsten des
tiefgefrorenen Blutes ausge-
fallen, die Larvenschlupfraten
unterschieden sich nicht von-
einander.

Saugrate (%)

Das Uberlagerte, mit ACD-
Stabilisator konservierte Hu-
manblut hatte sehr gunstige
Eigenschaften bezuglich auf-
genommener Blutmenge so-
wie Saug- und Reproduk-
tionsraten. Die Mortalitat hin-
gegen war mit bis zu 29,3%
relativ. hoch. Schweineblut

Anzahl der Weibchen 45., 81 32 20 23 11 aliris und wEE ACTS Sishifies.
Saugraten (%) MW 3778 0 13,351 36 18179009 tor-Zusatz wies dagegen kei-
ne Unterschiede in der Morta-
litat auf (Abb. 1).
Abbildung 2:
Saugraten von D. nuttalli- .
Weibchen in Abhangigkeit von Ixodidae

Alter, Ansatz und Lagerung der
Zecken.

Bei Verwendung einer 0,16 - 0,20 mm dunnen Silikonmembran gelang die In-vitro-Fiitterung
adulter Exemplare von D. nuttalli regelméaRig. Maximal befestigten sich 88,9% bzw. 81,6% der
D. nuttalli-Mannchen und 75,56% bzw. 60,48% der D. nuttalli-Weibchen an den Silikonmem-
branen.

Wahrend der Futterungsperiode November - Dezember 1992 saugten 37,8% der sieben bis
acht Monate alten D. nuttalli-Weibchen (n = 45) Blut bis zur Repletion. Zwei bis elf Wochen al-
te D. nuttalli-Weibchen (n = 81) der Fl-Generation in-vitro-erndhrter Weibchen waren von
Marz bis Mai 1993 bei Befestigungsraten zwischen 13,3% - 57,1% nicht zur Blutaufnahme be-
reit. Eine Anregung zum Blutsaugen gelang bei 12,4% dieser Weibchen erst durch wiederhol-
ten Zeckenansatz bzw. zusatzliche Zwischenlagerung der Zecken bei 4 - 6° C (Abb. 2). Gleich-
zeitig stiegen die Befestigungsraten der D. nuttalli-Weibchen auf hochstens 95%. Demgegen-
uber wurden bei parallel verlaufenden Futterungen von zwolf Monate alten Exemplare von
H. anatolicum excavatum Befestigungsraten von 77,1% und Saugraten bis zur Repletion der
Weibchen von 52,9% (n = 17) erreicht.

Die D. nuttalli-Weibchen bendtigten durchschnittlich 11,1 £5,0 Tage (5 -26 d) zur Nah-
rungsaufnahme bei Membranfutterung, H. anatolicum excavatum bendétigte fur den Saugakt
11,7 £3,6 Tage (8 - 17 d).

Die Korper- und Gelegemassen von D. nuttalli waren im Vergleich zu Futterungen an Ka-
ninchen mit 293 +72 mg zu 588 +287 mg (Erstbesatz der Wirte) relativ niedrig, ebenfalls nied-
riger waren auch die Eigelegemassen mit 140 +66 mg zu 396 +207 mg. Allerdings war ein
Ruckgang der Korper- und Gelegemasse bereits beim Zweitbesatz von Kaninchen unverkenn-
bar (Abb. 3). Aus 46,0 £38,8% der nach In-vitro-Fitterung abgelegten D. nuttalli-Eier schllpf-
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ten normal entwickelte Lar-
ven. Nach der Zeckenfitte-
rung an erstmals mit D. nut-
talli infestierten Kaninchen la-
gen die Larvenschlupfraten
mit durchschnittlich 72,4%
deutlich dartuber. Die H. ana-
tolicum excavatum-Weibchen
erreichten eine Korpermasse
von 266 +115mg und legten
124 +68 mg Eier ab. Bei 39,8%
| Gelage d¢r H. anatolicum excavatum-
““““ Eier wurde Larvenschlupf be-
obachtet.

ﬁ Weibchen
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Abbildung 3:

Korpermasse und Gelegemasse der
D. nuttalli-Weibchen nach
Blutaufnahme tber
Silikonmembranen sowie nach
Futterung an Kaninchen.

Diskussion

Tabelle 1 weist auf wesentliche Unterschiede zwischen den beiden Zeckenfamilien Argasidae
und Ixodidae hin, die bei Fitterungen Uber Membranen zu beachten sind. Das Nahrmedium
Blut wurde in den vorliegenden Untersuchungen aus tierschutzerischen Grinden von
Schlachttieren gewonnen.

Zur Futterung argasider Zecken ist kurzzeitig kuhlgelagertes (2, 7) und tiefkiihlgelagertes
Blut (13) geeignet. In den vorliegenden Untersuchungen wurde flir O. moubata die Einsatzfa-
higkeit von langzeitgelagertem, ATP-substituiertem Schweineblut im Vergleich zu frischem
Schweineblut gepruft und bestatigt. Die Saugraten, die Mortalitat und die Hautungsraten wie-
sen keine wesentlichen Unterschiede auf. Die wahrend der Fltterung aufgenommene Blut-
menge und die Anzahl der von den Weibchen abgelegten Eier waren zugunsten des tiefgefro-
renen Blutes ausgefallen.

Nach Einsatz von uberlagerten Humanblutkonserven zur Futterung von O. moubata wurde
uber eine hohe Mortalitat berichtet (15). Da sich die Mortaltitat von O. moubata nach Futte-
rung mit Schweineblut mit und ohne Zusatz des ACD-Stabilisators nicht voneinander unter-
schieden, liegt diese erhohte Mortaltitat nicht im ACD-Stabilisator begrundet.

Als Hauptproblem der Futterung ixodider Zecken ist die mehrere Tage wéahrende Periode
der Blutaufnahme zu sehen. Voraussetzungen fur das Gelingen der In-vitro-Futterung von D.
nuttalli sind ein konstantes Klima bei hoher Luftfeuchtigkeit, das mittels Inkubator erreichbar
ist, ein regelmafiger Blutaustausch und der Einsatz von Stimulantien zur Zeckenbefestigung.

Die Befestigungsraten an der Membran zeigen, daf eine Silikonmembran der verwendeten
Dicke fur mehrtagige In-vitro-Fltterungen ungeeignet ist. Indizien fur das Gelingen der Futte-
rung sind bei den Weibchen von D. nuttalli und H. anatolicum excavatum im Anschlufs an die
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Tabelle 1:

Repletion die Eiablage und der erfolgte

Unterschiede zwischen Argasidae und Ixodidae mit Bedeutung fir die Futterung iiber Membranen.  Larvenschlupf. Als Ursache fur die feh-

lende Saugbereitschaft der bis zu vier

Monate alten D. nuttalli-Weibchen wird

viele Spezies

Argasidae Ixodidae die Saisonabhéngigkeit ihrer Nahrungs-
aufnahme vermutet, wie sie fUr D. nut-
Bisheriger Stand: In-vitro-Zuchten, kaum erfolgreiche Futterungen talli auch bei Futterungen an Kaninchen

wenige Spezies beobachtet werden konnte. Dies wird

Saugdauer: ca. 12 - 60 min. Adulte: 5 - 26 d durch die aufgetretenen Befestigungsra-
daher ten an den Membranen und die verein-
Blut: nicht auszutauschen auszutauschen zelt gelungene Anregung zur Blutauf-
Membran: einmalige Anwendung muf} stabil, bestandig, nahme bei einem Teil der Weibchen be-
ausreichend blutundurchléssig sein statigt.
Klima: Bluttemperatur bedeutsam Bluttemperatur und Luftfeuchtigkeit
bedeutsam Unter den Bedingungen der In-vitro-
Olfaktorische Futterung lagen die Repletionsmassen
Beeinflussung: unnotig bedeutsam der Weibchen, ihre Gelegemassen und
Futterungskammer: offene Kammer ausreichend  fest geschl. Kammer erforderlich die Lar\/enschlupfraten noch deutlich
unter denselben Parametern nach Fut-
terung an Kaninchen.
Die vorliegenden Ergebnisse sind daher als ein prinzipieller Losungsweg zur In-vitro-
Futterung von ixodiden Zecken aufzufassen. Die Optimierung des Nahrmediums, ein Blutaus-
tausch in kurzeren Perioden, die Entwicklung geeigneter Membranen flr die juvenilen Stadien
und das Auffinden weiterer Stimulantien werden als Hauptvoraussetzungen fur erfolgreiche
In-vitro-Futterungen und -Zuchten ixodider Zecken eingeschatzt.
Schluf3betrachtung Mit O. moubata ist eine einfach zu praktizierende In-vitro-Zucht, mit adulten D. nuttalli
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und H. anatolicum excavatum eine durch manuellen Blutaustausch relativ aufwendige In-
vitro-Futterung maoglich.

Zur O. moubata-Zucht mit bis zu 200 Tage tiefkiihlgelagertem Schweineblut kénnen unter
Zugabe von ATP gleiche Ergebnisse wie mit Frischblut erzielt werden.

Zur Ernahrung von O. moubata kann Humanblut eingesetzt werden. Die beim Einsatz
Uberlagerter Humanblutkonserven auftretende hohe Mortalitat wird nicht durch den ent-
haltenen ACD-Stabilisator verursacht, sondern vermutlich durch wahrend der 39tagigen
Lagerung bei 4° C entstandenen toxischen Zellabbauprodukte.

Die In-vitro-Futterung von adulten Exemplaren von D. nuttalli und H. anatolicum excava-
tum ist mit Rinderblut als Nahrmedium tiber eine Silikonmembran moglich. Erforderlich
sind olfaktorische Stimulantien und ein konstantes Klima. Die Futterungsergebnisse wer-
den wesentlich von der Saisonabhéangigkeit der Zecken beeinfluft.

Bei In-vitro-Fitterung von D. nuttalli-Weibchen wird unter Berticksichtigung von Gelege-
masse und Schlupfrate gegenwartig nur eine durchschnittliche Effizienz von 22% gegen-
Uber Fitterungen an erstmals mit D. nuftalli infestierten Kaninchen erzielt. Daher sind wei-
tere Untersuchungen zur Optimierung der Fltterungsmethodik erforderlich, wobei beson-
ders auf die Optimierung des Nahrmediums zu achten ist.

Die In-vitro-Futterung von Zecken mit Hilfe der beschriebenen optimierten Methode ist
eine brauchbare Alternative zum Tierversuch.



Zusammenfassung

Schliisselworter

Summary

Key words

Zecken, aus der Familie Argasidae (Ornithodoros moubata) und aus der Familie der Ixodidae
(Dermacentor nuttalli und Hyalomma anatolicum excavatum) wurden unabhangig vom Wirt in
In-vitro-Systemen erfolgreich ernahrt. Das als Nahrmedium verwendete Blut wurde, um
Spendertiere zu umgehen, von Schlachttieren (Schweinen bzw. Rindern) aus der Vena jugula-
ris gewonnen.

Nymphen und adulte Exemplare von O. moubata erhielten Blut nach der bereits bekannten
Methode Uber Parafilm M als Membran. Dabel verwendeten wir bis 200 Tage bei -20° C gela-
gertes ATP-substituiertes Schweinbeblut als Nahrmedium. Weiters wurde der Einsatz ACD-
stabilisatorhaltiger, uberlagerter Humanblutkonserven zur O. moubata-Futterung getestet. Die
aufgetretene hohe Mortalitat (durchschnittlich zwischen 10,0 und 29,3%) war, wie anschlie-
Bende Futterungen der Zecken mit Schweineblut unter Zusatz dieses ACD-Stabilisators zeig-
ten, nicht durch dieses Medium bedingt.

Gelungen ist die In-vitro-Fltterung adulter Exemplare von D. nuttalli und H. anatolicum
excavatum unter Verwendung einer 0,16 - 0,2 mm dicken Silikonmembran. Das mit ATP und
Glutathion substituierte Rinderblut mufste nach jeweils 6 - 12 Stunden ausgetauscht und die
Membran gereinigt werden. Weiterhin waren die Schaffung eines konstanten Klimas mittels
Inkubator und die Anwendung olfaktorischer und taktiler Stimulantien fur die In-vitro-Fiitte-
rung dieser Vertreter der Ixodidae von Bedeutung. Die D. nuttalli-Weibchen erreichten ein Ge-
wicht von 293 +72 mg und legten 140 +66 mg Eier ab, die H. anatolicum excavatum-Weibchen
entsprechend 266 +115 mg und 124 +68 mg.

In-vitro-Futterung, Silikonmembran, Ornithodoros moubata, Dermacentor nuttalli,
Hyalomma anatolicum excavatum.

Investigations on In vitro feeding of ticks —
Ixodidae and Argasidae

Ticks belonging to the family Argasidae (Ornithodoros moubata) and to the family Ixodidae
(Dermacentor nuttalli, Hyalomma anatolicum excavatum) in absence of a host, were fed by in
vitro systems. The feeding medium was blood taken from the Vena jugularis of slaughtered
animals (pig, cattle), in order to save the donor animals from bearing unnecessary troubles.

Nymphs and adults of O. moubata received blood by the well known artificial feeding
method through a Parafilm M membrane. Pig blood substituted with adenosine triphosphate
stored up to 200 days at -20° C was used. The possibility of using superimposed human blood
containing acid citrate dextrose stabilisator was tested later on. In order to exclude the acid
citrate dextrose stabilisator as a cause of the high mortality of O. moubata (varying average
from 10.0 - 36.2%) this substance was added to pig blood. With this medium mortality rates
varied from 0 to 9.9%.

Significant results were obtained with feeding of adult D. nuttalli and H. anatolicum exca-
vatum ticks by in vitro system using silicon membrane and cattle blood with addition of aden-
osine triphosphate and glutathione. Blood was changed manually after every 6 - 12 hours and
the membrane had to be cleaned every time. A constant climate maintained by an incubator
and the use of olfactory and tactile stimulants were important factors for blood sucking to re-
pletion for D. nuttalli and H. anatolicum excavatum females. The above mentioned female had
an average weight of 293 +72 mg and 266 +115 mg respectively and the average weight of
egg batches was 140 +66 mg and 124 +68 mg respectively.

In vitro feeding, silicon membrane, Ornithodoros moubata, Dermacentor nuttalli,
Hyalomma anatolicum excavatum.
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