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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Es sind die tm Text gebrauchten Abkirzungen aufgelistet.

AAP aggregation attachment pheromone
AMB Amphotericin B

ATP Adenosintriphosphat
BEA Benzaldehyd
d Tag

2,6-DCP | 2,6-Dichiorphenol
2,3.-DPFG | 2.3-Diphosphoglycerat
DD Dauerdunkel

DFK DurchfluB-Flitterungskarmmer
DMSO | Dimethylsulfoxid

ENI Enilconazol
PG Fitterungsglas / -gliser
GEN Gentamicin

GLF Glycerolformal
GSH Glutathion, reduziert

ITR ltraconazol

VM Ivermectin

MES Methylsalicylat

nL nach Infestierung

NOA Pelargonsiure (Nonansiure)

NYS Nystatin

ONP ortho-Nitrophenol

FIG pheromonimprignierte Gummikappe
PRG Propylenglykol

PS Penizillin / Streptomycin

F relative Luftfeuchte

SPM synthetische Pheromon-Mischung
TMP iso-Buttersiure (2-Methylpropansiure)
uv-C UV-C-Bestrahlung

VE Versuchseinheit

VB Versuchsblock
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1. EINFUHRUNG

Schildzecken (Acari: Ixodidae) sind blutsaugende, in der ganzen Welt
anzutreffende Parasiten. [hre lange Blutmahlzeit schwicht den Wirt und
filhrt bei starkem Befall oft zu Sekundirinfektionen und Schmerzen. Zu-
dem kdnnen Schildzecken beim Sangakt folgenschwere Krankheiten auf
Mensch und Tier tibertragen. Dazu geh&iren u. a. Lyme-Borreliose und
Frithsommer-Meningoenzephalitis bet Menschen, sowie Anaplasmosen,
Babesiosen, Theileriosen und die Herzwasser-Krankheit bei Nutztieren
in tropischen und subtropischen Regionen (Utlanberg, 1992). Auf diese
Weise verursachen sie jihrlich wirtschaftliche Einbuflen.in Milliarden-
hohe. Die Suche nach modemnen, wirtschaftlich und dkologisch vertret-
baren Kontrollstrategien wie z. B. systemische Akarizide, frafhemmende
und abstoflende Substanzen, erzeugt eine rege Nachfrage nach allen drei
Entwicklungsstadien solcher Zecken. Laborzuchten benstigen eine Reihe
von Siugetieren als Wirte zur Flitterung der Larven, Nymphen und
Adulten. Dazu gehoren, je nach Zeckenart, Miuse, Kaninchen, Schafe
oder Rinder, die in der Regel jeweils nur einmal mit den Parasiten be-
setzt werden konnen, Seit einigen Jahren tauchen verstirkt ethische
Fragen zum Finsatz von Siugetieren in Tierexperimenten auf. Dies gibt
der Erforschung alternativer Flitterungsmethoden fiir blntsaugende
Gliederfiifer im allgemeinen und fitr Schildzecken im besonderen neuen
Auftrieb.

1.1. Zur Biologie und Systematik der Zecken

Die zu den Spinnentieren {nicht zu den Insekten) gehdrenden human-
und  besonders veterindrparasitologisch wichtigen Schildzecken
(Ixodidae) treten je nach Entwicklungsstadium als sechsbeinige Larve,
als Nymphe oder Adultus (beide achtbeinig) in Erscheinung, Jhren Na-
men verdankt diese Gruppe dem bei den Mannchen am gréfiten ausge-
bildeten, hartens Rilckenschild, welches sie neben anderen Merkmalen
von den unbedeutenderen, weichen Lederzecken (Argasidae} unter-
scheidet.

Jedes der drei Stadien Larve, Nymphe und Adultus, ist zur Wei-
terentwicklung auf ¢in Blutmahl en einem gewdhnlich warmbliitigen
Wirt angewiesen. Im allgemneinen schliet sich an die parasitische Phase
der Blutaufnahme die Hiutung zum nichsten Entwicklungsstadium
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oder aber, bei erwachsenen weiblichen Zecken, die Bildung von Eiem,
deren Ablage und der Tod an. Die Ménnchen leben linger und kénnen
sich mehrmals mit demselben und danach noch mit anderen Weibchen
paaren, bevor auch sie zugrunde gehen (Oliver, 1982).

Die in dieser Arbeit verwendeten Zeckenarten sind

¢ Boophilus microplus

¢ Ixodes ricinus

¢ Amblyomma variegatum

¢ Amblyomma hebraeum

Die folgende Tab.1-1 zeigt die systematische Stellung dieser Arten
(insgesamt etwa 850 Arten in 3 Familien und 19 Gattungen), ausgehend
voti den GliederfiilBern {Arthropoda).

Tab. 144 - Sysiematischa Stellung der verwendeton Zeckenarten -

Slamm; Ariheopoda {Glederfilar)
Klasse: Cheficesata (Flhlerose)
. Unterklasse:  Asachnida {Spinnentiere)
Crdnung: Acari (Miben)
Unterordnung:  Metastigmata (Zecken)

Farmilie: beadidag Argasidag Ruttaligllides
{Schildzecken) (Lederzacken)

Unterfamilie: bodinze Amblyomminas  Rhipicephalinae

Gattung: ixodes Amblyomima Boophilus Argas, Omithodoros Nuffalieta

At reinus hebracun micropius

A. varfegsium

Boophilus microplus (Canestrini, 1887), die Rinderzecke, hat die veteri-
niirmedizinisch grifite Bedeutung, Sie ist im Gegensatz zu den drei an-
deren Arten einwirtig, d. h., da8 alle drei Entwicklungsstadien auf dem-
selben Wirtstier verbleiben und sich dort vollsaugen und hiuten, Dazu
braucht es bei dieser Zecke insgesamt nur etwa 3 Wochen (Roberts,
1968), und der ganze Lebenszyklus kann bet kurzer Wirtssuche der Lar-
ven und hohen Temperaturen in 6 Wochen ablaufen (Nufiez et al., 1985),
bei un Durchschnitt 25°C in 9 Wochen (Camine-Lavin, 1980, zitiert nach
Barré, 1989). B. microplus finden wir meist auf Rindern in Teilen Mittel-
und Sitdamerikas, Afrikas, und Ozeaniens, wo sie Anaplasmen (Bacteria:
Ordnung Rickettsiales) und Babesien (Protozoa: Ordnung Piroplasmida)
iibertragen kinnen.
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Ixodes rictnus (Linneaus, 1758), der Holzbock, ist in Mitteleuropa hei-
misch und braucht fiir den Saugakt jedes Entwicklungsstadiums einen
anderen Wirt {dreiwirtige Zecke). Wihrend die Larven und Nymphen
meist auf kleinen Wirbeltieren anzutreffen sind (z. B. Vogel, Miuse, Ka-
ninchen), finden wir die Adulten auf Rehen, Schafen, Hunden usw..
Auch der Mensch gehdit bisweilen zum Wirtsspektrum aller drei Sta-
dien, so daf dieser Zecke eine humanparasitologische Bedeutung als
Ubertrager (Vektor) viraler (u.a. Friihsommer-Meningoenzephalitis;
FSME) oder bakterieiler Erkrankungen (u. a. Lyme-Krankheit) zukomumt,
Die nicht-parasitischen Phasen von I ricinus kénnen Monate am Boden
{z. B. in der Laubstreu} als Ruhestadien iiberdavern. Eine weitere Beson-
derheit bildet die Paarung der Adulten der Gattung Ixodes. Diese Liuft oft
auflerhalb des Wirtes ab (Graf, 1974; Fourie & Kok, 1995). Vor allem muf}
zuvor kein Blut gesaugt worden sein, wie es bei den anderen Vertretern
der Ixodidae der Fall ist.

Amblyonna variegatum (Fabricing, 1794) ist in den meisten tropischen
und subtropischen Regionen Afrikas und auf den Karibischen Inseln
beheimatet und ist dreiwirtig. Larven und Nymphen bevorzugen kleine
Wirbeltiere und Huftiere, Adulte findet man meist auf Wiederkduern.
Der Lebenszyklus davert selbst unter Laborbedingungen, wo sich die
Wirtssuche eriibrigt, fast 5 Monate (Centurier & Klima, 1979; Garris,
1984; Barré, 1989). A. variegatum libertréigt u. a. die rickettsialen Erreger
der Herzwasser-Krankheit (Cowdria ruminantium) und des Q-Fiebers
(Coxiella burnetiti).

Amblyomma hebraeum Koch, 1844, hat einen, auch in Laborkolonien ex-
trem langen Lebenszyklus (6 - 8 Monate; Norval, 1974). Das nattirliche
Vorkommen dieser Zecke ist auf das siidliche Afrika begrenzt (Walker &
Olwage, 1987). Wirtspriferenzen und Vektorpotential sowie {ibertragene
Krankheiten entsprechen gréBtenteils denen der vorgenannten Art. Zu-
stitzlich dient A. hebraeum auch als dreiwirtiges Zeckenmodell in der in-
dustriellen Akarizidforschung.
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1.2. Wirtsfindung, Paarung und Blutmahlzeit
bei Schildzecken

Im Gegensatz zu alien enderen blutsaugenden GliederfitBern, deren
Saugakt zwischen wenigen Sekunden und maximal einer Stunde dauert,
bleibt bei den Schildzecken jedes Entwicklungsstadium en seinem FraB-
ort 2-14 Tage lang fest verankert. Solch cine betriichtliche Investition
seitens der Zecke ist vom Auffinden eines geeigneten Wirtes bis hin zur
Wahl des passenden Frafortes von einer Folge festgelegter Verhaltens-
weisen begleitet (Waladde & Rice, 1982). Diese entscheidenden, der ei-
gentlichen Blutmahlzeit vorausgehenden Schritte, sttitzen sich auf eine
Mischung bestimmter thermischer, hygrischer, mechanischer, gustato-
rischer und ollaktorischer Stimuli (Lees, 1948; Waladde & Rice, 1982;
Norval ef al,, 1989ab; Steullet & Guerin, 1992ab, 1994ab).

So fiihiten sich z. B, hungrige Nymphen und Larven von I, ricinus
von einer Wirmequelle (37°C) angezogen und Weibchen fixierten in vitro
nur auf Larmunfell, wenn seine Temperatur um 37°C lag, aber nicht bei
Raumtemperatur (Lees, 1948). Doube & Kemp {1979) beobachteten die
héchsten in vitro Fixierungsraten von B. microplus Larven auf Rinderfell
im Bereich von 31°- 38°C. Bei geringer Luftfeuchte nahm die Sterblichkeit
nicht-fixierter Larven in diesen Versuchen zu. Daraus 148t sich ableiten,
daf Haare und Hautfalten des Wirtes nicht nur einen mechanischen Reiz
fur die Zecken darstellen, sondern ihnen auch erhdhten Schutz vor
Austrocknung sowie vor Abschiitteln und vor Frefifeinden bieten. Diese
taktilen Reize sind invivo stets mit Geruchs- und Geschmacksstimull
kombiniert. Zu den von Wirtstieren ausgehenden und von Zecken, bei-
spielsweise A. pariegatum, wahrnehmbaren und fiir das Auffinden der
Wirte wichtigen, fliichtigen Substanzen gehdren u.a. COp, H25, NH3,
bestimmte aliphatische Aldehyde und Fettsuren (Steullet & Guerin,
1994ab). Haben die Zecken den Wirt erreicht, kénnen sie u. a. in dessen
Haaren und auf dessen Haut gustatorische Stimuli vorfinden, u. a. Salze,
Hamstoff, Lipide (Altman & Dittmer, 1974; Downing et al., 1987; Oku
et al., 1990). Ein Extrakt aus Rinderhaaren bewirkte bei B. micropius Lar-
ven ein Verbleiben auf einer damit behandelten Membranfliiche (Guerin
etal, 1992) und ddrfte so die Wahrscheinlichkeit zum Fixieren erhithen.
Der Kontakt mit Substanzen im Nihrmedium scheint ebenfalls fiir die
Wahl des Frafiortes mitentscheidend zu sein. Adenosintriphosphat
{ATP) und reduziertes Glutathion (GSH), die beide in Blutzellen von
Wirbeltieren vorkommen, wirkten als gustatorische Stimuli in vitro und
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verbesserten das Festsetzen weiblicher Rinderzecken Gber gezuckerter
Salzlssung (Kemp et al., 1982).

Bei der blutsangenden Milbenart Dermanyssus gallinge sind fur die
Einleitung der Nahrungsaufnahme in den Hautlipiden ihrer Wirte
(Geflidgel) vorkommende Fettsaure-Diester verantwortlich (Zeman,
1988). Bei der an Larven und Puppen von Henigbienen parasitierenden
Milbe Varroa jacobsoni sind es, neben flilchtigen aliphatischen Fetisfure-
estern und Palmitinsiure, Alkangemische auf der Kutiknla von Arbei-
terbienen, die ihnen den rechten Weg zum Frafiort weisen (LeConte et al.,
1989; Rickli et al,, 1992, 1994). Riudemilben der Hunde (Sarcopies scabiei
var. canis) warden w a, von Fettsduren und deren Methylestern in der
Wirtshaut angelockt (Arlian & Vyszenski-Moher, 1995).

Aber auch von den Zecken selbstproduzierte Substanzen kdnnen
anlockend wirken. Sie erleichtern das gegenseitige Auffinden nnd An-
sammeln von Zecken in nicht-parasitischen Phasen sowie u. a. das Er-
kennen eines geeigneten Wirtes und sexuell reifer Geschlechtspartner.
Guanin, ein Endprodukt des Stickstoff-Metabolistnus in Spinnentieren,
wurde von Hamdy (1972) im Kot mehrerer Schildzeckenarten nachge-
wiesen. Otieno et al. (1985) beobachteten eine von Guanin ausgehende
attraktive Wirkung filr Amblyomma cohaerens Larven und Rhipicepholus
appendiculatus Adnlte. Bei Waladde et al (1991) hatte arteigener Kot einen
positiven Effekt auf die in vitro Fixierung adulter R. appendiculatus.

Ein weiteres Beispiel von Zecken abgegebener Stoffe sind deren
meist fliichtige Pheromone. Diese kiinnen im Fern- oder Nahbereich auf
Artgenossen anziehend wirken nnd so z. B. zar Klumpenbildung
{Cluster) von Zecken auf dem Wirt flihren (Aggregations-Fixierungs-
Pheromone). Oder sie greifen als (Kontakt-) Sexualpheromone direkt in
die Kopulation der Zeckenpaare ein. Bei einigen Amblyomma Arten, n. a.
A, hebragum und A. variegatum, besteht ein Teil der fir die Wirtsfindung
und Fixierung wichtigen Geruchsreize aus den Aggregations-Fixierungs-
Pheromonen (“aggregation-attachment pheromone”; AAP), die von den
saugenden Minnchen 3-5 Tage (d) nach Beginn fhrer Blutmahlzeit in
zimehmender Menge abgegeben werden. Ein Rind, das mit einem
Extrakt vorgefiitterter A. hebraum-Mannchen als geeignete Futterquelle
“markiert” worden war, lockte ungesogene Zecken beiderlei Geschlechts
aus bis zn 9 m Entfernung en (Norval et al, 1989a). Das Aggregations-
Fixierungs-Fheromon von A. variegatum besteht aus ortho-Nitrophenol
(ONP) und Methylsalicylat (MES) aus einem seitlich und am Bauch
liegenden Hantdriisentyp sowie n.a. Pelargonsiure (nonanoic acid,
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Nonans3ure; NOA) (Schiini et al, 1984; Diehl etal, 1991). Méannliche
A hebrasum senden als Hauptbestandteile ONP, iso-Buttersfure
(2-methylpropanoic acid; TMP) und Benzaldehyd (BEA) aus (Apps ef al,
1988; Price et al, 1994). Ungesogene Minnchen und Weibchen (Schéni
el al, 1984; Rechav et al,, 1977) und Nymphen (Rechav efal,, 1976; Norval
etal, 1992b) der jeweiligen Art werden auf diese Weise animiert, sich
neben sexuell reifen, pheromonverstrdmenden Minnchen festzusaugen,
was Cluster erzeugt. In Abwesenheit dieser Pheromone fixieren sich die
Weibchen gar nicht (Norval, 1974; Rechav et al., 1977) und ungesogene
Ménnchen, je nach Wirtstierart, nur z8gernd (Norval et al., 1992a}.

Eine als Sexualpheromon vieldiskutierte Substanz ist das 2,6-
Dichdorphenol (2,6-DCP). Es wurde zuerst tn Weibchen von Amblyomma
americamum (Berger, 1972) und spiter in mindestens 14 anderen Schild-
zeckenarten gefunden und als Sexualpheromon beschrieben (Wood et al.,
1975; Sonenshine, 1985). Es soll auf dem Wirt auf kurze Distanz und
meist artunspezifisch die verschiedenen Geschlechter zusammenbringen
("attractant sex pheromone”). Auch in vorgefiitterten Ménnchen und
Weibchen von A. variegatum und A. hebraewm entdeckte man diese
Verbindung (Lusby et al., 1991; Price et al., 1994). Die der Partnerfindung
und der Paarung dienenden (Sexual)-Pheromone von [ ricinus und
B. microplus sind noch nicht bekannt. De Bruyne & Guerin {1994) konnten
zwar 2,6-DCP aus Extrakten verschiedener, auch ungesogener Entwick-
lungsstadien von B. microplus isolierer; auch wurde eine Erregung von
Sinneszellen auf den Fiifichen des ersten Beinpaares der Mannchen
durch diese Verbindung gemessen. Eine Verhaltensreaktion der Mann-
chen, z. B. Aufsuchen der Substanzquelle oder Einleitung der Paarung
bei Kontakt mit 2,6-DCP blieb jedoch aus. Welche genaue Rolle diesen
artiibergreifend vorkommenden Stoff im natiitdichen Verhal-
tensrepertoire speziell der Rinderzecken zukommdt, bleibt vorerst unklar.

Als nicht-fiichtiges Pheremon wurde bisher fur Dermacentor an-
dersoni, Dermacenior variabilis, A.americanum, Amblyomma maculatum,
Rhipicephalus sanguineus und R. eppendiculatus das “mounting sex phe-
romone” beschricben. Treffen ménnliche auf weibliche Zecken, werden
die Welibchen erklettert und von Bauch zu Bauch umklammert. Far das
Erkunden und Besteigen der saugenden Weibchen wird der Kontakt der
Ménnchen u. a. mit den auf der weiblichen Kutikula reichlich vorkoms.
menden Sterolestern verantwortlich gemacht (Hamilton & Sonenshine,
1988; Hamilton et al., 1989, 19%4; Sonenshine ef al,, 1992).
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An diesem Punkt, so wird berichtet, tritt nun ein artspezifisches
genitales Sexualpheromon (“genital sex pheromone”) in Aktion, welches
aus dem Bereich der Weiblichen Geschlechtsdffhung ‘stammt und die
eigentliche Kopulation einleitet. Fur vorgefiitterte D.andersoni und
D. varigkilis handelt es sich dabei wm Mischungen bestimmter Fettsduren
und deren Methylester (AHan eial, 1988) sowie mdglicherweise um
Steroide {Sonenshine, 1985). Auch in A. americanunt wurde ein §hnliches
genitales Sexualpheromon entdeckt, jedoch nicht in A, maculatum, einer
Zeckenart, die, wie schon oben fiir A, hebraeurmn und A. variegatum be-
schrieben, ein Aggregations-Fixierungs-Pheromon besitzt (Allan efal.,
1991). Aus dem Gesagten wird klar, daf die Trennungslinie zwischen
Substanzen, welche die Zecken aktivieren, sie zum Wirt oder zu Artge-
nossen hinlocken, deren Festsetzen auf dem Wirt fordern oder in das
Paarungsverhalten der Zecken eingreifen, nicht immer deutlich gezogen
werden kann. Dies diirfte erst recht fiir in vitro Versuche gelten, in denen
aufgrund der Platzverhaltnisse die Konzentrationsgradienten fluchtiger
Steffe versindert sind und Verhaltensweisen zum Finden des Wirts kei-
nen Sinn mehr haben.

Zwei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zeckenarten
{A. hebrazum und A. variegatum) zeigen, neben dem von sexuell reifen
Minnchen verstrdmten Aggregations-Fixierungs-Fheromon, eine wei-
tere Besonderheit. Bei der geringsten Stirung richten fixderte und sexuet]
gereifte Minnchen beider Spezies ihren Hinterleib nach oben. Was auch
immer sie mit jhren Beinen zu fassen bekommen, wird umklammert
{'clasping’} und in Paarungsposition gedreht {Obenchain, 1984; Schini,
1987; Norval, 1974). Ergriffene weibliche Zecken setzen sich daraufhin
bei diesen Minnchen Bauch zu Bauch fest, die dann ihrerseits mit den
Mundwerkzeugen die weibliche Genitaldffnung erkunden. Oft schon
20 min spéter, s0 beobachtete Norval, kounte bel A. hebraeum die erste
von den Minnchen libergebene, normalerweise mit Samenzellen und
Sekreten gefiillte Spermatophore tm Geschlechtstrakt der Weibchen
gefunden werden. Die Moglichkeit einer 4hnllch raschen Spermatopho-
ren-Ubergabe wurde auch fitr Hyalomma (anatolicum) excavatum und
R. sanguineus berichtet (Feldman-Muhsam & Borut, 1971).

Fehlt die Paarung der Zecken oder ist sie unvollstindig, bleiben
die Weibchen deutlich unter ihrer ifblicherweise erreichbaren Korper-
masse und legen, von seltenen Ausnahmen der Jungfernzeugung
(Parthenogenese) abgesehen, keine oder wenige, oft unfruchtbare Eier
{Diehl et al,, 1982; Oliver, 1986). Wihrend bei Irodes-Arten (Prostriata) die
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Begattung meist zwischen ungesogenen Zecken und auch auflerhalb des
Wirtes stattfindet, luft sie bei anderen Schildzeckenarten (Metastriata)
nur im Rahmen des Sangaktes auf dem Wirt ab (Balashov, 1972; Diehl
et al., 1982). Die ordnungsgemiife Paarung setzt 2. B. bei A. hebrazum und
A. variegatum in den ersten Etappen zumindest sexuell gereifte, d. h.
vorgefiitterte Minnchen voraus. Die zur eigentlichen Befruchtung
notigen Eizellen reifen in den Weibchen aber nur waheend ihrer
Blutmahlzeit heran (Balashov, 1972; Diehl ef al,, 1982). Die vollstindige
Paarung bedeutet bei metastriaten Zecken (u.a. A.variegefum,
A, hebragum und B. microplus) 1) biuchlings zueinander fixierte und slch
umklarnmernde Geschlechtspartner, 2)Bildung mindestens einer, Sa-
menzellen und Sekrete der minnlichen genitalen Anhangsdriisen ent-
haltenden Spermatophore, 3)Einfithren der méinnlichen Mundwerk-
zeuge in die weibliche Geschlechtsdffnung (Feldman-Muhsam & Borut,
1971), 4)unter reichlichem Speichelfluf des Minnchens ablaufende
(bergabe mindestens einer Spermatophore (Feldmen-Muhsam etal,
1970}, 5} ira weiblichen Genitaltrakt stattfindende Befruchtung reifer Ei-
zellen mit den Samenzellen des Minnchens (Diehl efal, 1982) und
6) Verharren des fixierten Minnchens betm Weibchen bis zu dessen Voll-
saugen und Abfallen vom Wirt (Barré, 1989). Und natitriich dirfen die
schon eingangs vorgestellten und wichtige Scluitte der Kopulation ein-
leitenden Sexualpheromone (attractant, mounting-, genital sex phero-
mone) nicht fehlen,

Haben sich die Schildzecken erst einmal festgesetzt und ihre
Elutmahizeit begonnen, bringen sie mit ihrem Speichel zahlreiche phy-
siologisch aktive Substanzen in die Wunde, auf die der Wirt seinerseits
mit starken entziindlichen, gefiBBerweiternden und immunoclogischen
Prozessen antwortet (Tatchell & Moorhouse, 1968; Walker & Fletcher,
1986; Kemp efal, 1982). In den ersten Tagen des Saugaktes nehmen
Schildzecken nur wenig Blut zu sich. Dabei machen sie eine Reihe von
Veridnderungen durch, beispielsweise die Reifung ihrer Speicheldrisen,
einen erheblichen Zuwachs an Pro-Kutikula in Weibchen, um sich bei
der Blutaufnahme ausdehnen zu kénnen und die Bildung und Aussen-
dung bereits oben erwihnter (Sexual)-Pheromone.

Nach erfolgreicher Begattung saugt sich das Weibchen fiblicher-
weise in den letzten 24 Stunden der Blutmahizeit voll. In dieser entschei-
denden Phase nehmen weibliche Schildzecken 2 - § mal mehr Blut auf,
als es ihrem tatsichlichem Korpermasse-Zuwachs entapricht (Lees, 1946;
Balashav, 1964; Seifert ef al., 1968; Snow, 1970; Rechav ef al., 1994). Sie
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dicken das empfangene Blut ein, in dem sie Wasser sowie zum groften
Teil Na* und CT-Ionen (ber die Speicheldriisen zuriick in den Wirt
pumpen Kaufman & Philllps, 1973; Kaufman, 1983; Sauer ef al., 1995).
Auf diese Weise erhBhen sie ihre Kirpermasse in manchen Fillen bis 2u
100fach mit eiweil- und fettreicher Nahrung, bestens geeignet fiir die
sich dem Vollsaugen und Abfallen anschlieBerde Eierproduktion
{2000 - 20,000 Eier pro Weibchen, je nach Art). All dies macht aus Schild-
zecken sehr delikate Kandidaten ftir die Entwicklung einer ir vitro Filtte-
rung, da eine korrekt verlaufende Paarung unverzichibar ist und fiber
den gesamten Saugakt hinweg ihren Nahrungsanforderungen ent-
sprochen werden musf,

1.3. In vitro Fiitterung

In vitro Methoden zur Filtterung blutsaugender Insekten wurden bisher
entwickelt fiir Tsetsefliegen (Mews etal, 1977; Kabayo efal, 1985),
Stechmiicken (Benzon & Apperson, 1987; Kogan, 1990), blutsaugende
Raubwanzen ('kissing bugs'} (Langley & Pimley, 1978; Gardiner &
Maddrell, 1972) und Fléhe (Wade & Georgi, 1988). Auch fiir die schnell-
saugenden Lederzecken (Acari: Argasidae) war die in vifre Fiitterung auf
Tierhduten oder kiinstlichen Membranen erfolgreich (Mango & Galun,
1977, Osborne & Mellor, 1985; Wirtz & Barthold, 1986; Hokama ef al,
1987).

Einige demn Nihrmedium hinzugefligte Substanzen zeigten eine
fraBstimulierende Wirkung. In mehreren Arbeiten wurde Adenosintri-
phosphat (ATP), das wie das reduzierte Glutathion (GSH) in roten Blut-
zellen und Blutpliitichen vorkommt, als frderlich fitr das Saugverhalten
von Moskitos beschrieben (Hosoi, 1958; zitiert aus Galun & Kindler,
1968; Galun et al., 1963; Moskalyk & Friend, 1994). Auch bei Plerdebrem-
sen (Tabanus nigrovittatus; Priend & Stoffolano, 1990} und bei blutsau-
genden Raubwanzen (Rhodnius prolixus) verbesserte sich die Aufnahme
von Salzlésung, wenn diese mit ATP versetzt war, Zudem hatte bei
Rhodnius das sonst in Blut nattirtich vorkommende 2,3-Diphosphoglyce-
rat einen saugstimulierenden Effekt, besonders in Kombination mit ATP
(Smith & Friend, 1982). Auf Blut wurden die Saugleistungen von
Katzenflshen (Clenocephalides felis) nach Zugabe von ATP jedoch nur sehr
geringfigig verbessert (Wade & Georgi, 1988) und bei Tsetsefliegen
(Glossina morsitans morsitans) iiberhaupt nicht (Mews et al., 1976).
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Bei den Lederzecken erhshte sich die Zahl der auf biutfreiem
Medium saugenden Weibchen von Ornithodoros tholozant durch Zugabe
von Glukose. Dieser Effekt steigerte sich deutlich in Kombination mit
ATP oder GSH (Galun & Kindler, 1968). Schon 1965 hatten diese Autoren
alleine in Salzlosung angebotenes GSH als Saugstimulans flir diese
Zeckenart ausgemacht, spiiter folgte der Nachweis auch fiir Omithodoros
coriaceus {(Hokama et al, 1987). Waladde und seine Mitarbeiter unter-
suchten 1979 detailliert die Saug- und Speichelflu-Phasen bei Weibchen
von B. microplus invitro mit Hilfe elektrischer Widerstandsmessungen,
Wurde zur NaCl-Lsung ATP addiert, verdoppelten sich nahezu die
Phasen aktiven Saugens. Kemp et al. (1982) fanden bei diesen Zecken
in vitro 4 h n. L. eine erhShte Aufnahme von mit Glukose versetzter NaCl-
Lésung, wenn sie ATP enthielt. Diese Literaturibersicht weist u. a. ATP
und GSH als Saugstimull fiir Insekten und potentiell auch fur Zecken
aus, insbesondere in unvollstéindigen, zum Blut isotonischen Néhrme-
dien.

1.3.1. Fiitterung durch Kapillarréhrchen

Ein Weg der in vitro Flitterung wurde mit der Kapillarrshrchen-Methode
beschritten. Glaskapillaren, mit den verschiedensten Nahrmedien gefitllt,
wurden einzeln dber die Mundwerkzeuge riicklings festgeklebter
Zecken gesttilpt und bei 24 - 29°C aufbewahrt. Chabaud (1950) lief2 auf
diese Art weibliche Hynlomma excavatum, Hyalomma dromedarii, Der-
macentor “pictus” und R. sanguineus auf Wasser, Salzlésung und ver-
schiedenen Blutzubereitungen saugen. Unter reichlicher Kotausschei-
dung erreichten die Zecken maximal Erbsengrifie, verweigerten dann
aber die Eiablage. Chabaud vermutete hier das Froblem in der fehlenden
Begattung der Weibchen. Auch zum Zwecke der Ubertragung von
pathogenen Mikroorganismen wurde die Kapillarfiitterung benutzt.
Versuche hierzu machten neben anderen Purnell & Joyner (1967) und
Joyner & Purnell (1968) mit adulten R. appendiculotus sowie Jones et al.
(1988) mit Nymphen dieser Zeckenart sowie A. variegatum. In all diesen
Fallen mufiten die Zecken jedoch, je nach Ziel der Versuche, auf dem
Wirtstier “vor”- oder “nach”gefiittert werden.

1.3.2, Fiitterung auf Membranen

Erste Versuche zur in vitro Filtterung von Schildzecken auf Membranen
gehen bereits auf den Anfang unseres Jahrhunderts zurtick. Hindle &
Merriman (1912) berichteten von adulten Hyalomma aegyptium, die, ex-
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perimentell ihrer Filffichen des ersten Beinpaares und damit eines wich-
tigen Geruchssinnesorgans (Haller'sches Organ) beraubt, durch Ratten-
fell von einer 0.8 %igen Salzlsung (42°C) zu saugen begannen. Totze
(1933) brachte auf &hnliche Weise verstimmelte L ricinus (Nymphen und
Weibchen)} dazu, bis zu 4 d lang durch Zellophan oder Meerschwein-
chenzwerchfell 37°C-warmes, defibriniertes Blut und Citrat-Blut vom
Meerschweinchen aufzunehmen (Umgebungstemperatur 16 - 18°C).

In der als Fixierungs-Versuch geplanten, eintigigen in vifro Fit-
terung von [ ricinus tiber frischem Citrat-Menschenblut beendeten die
Zecken das Saugen, das sonst durch die Ausscheidung unverdauten Blo-
tes zu erkennen war, nach einigen Stunden (Lees, 1948). Als Grund dafir
machte der Autor den wenig “frischen Zustand” des Blutes trotz hiufi-
gem Wechsel sowie Membranlecks verantwortlich.

Uber das weitere Schicksal von in Fixierungsversuchen max, 2d
lang saugenden B. microplus Larven gaben Doube & Kemp (1979} in ihrer
Arbeit keine Auskunit. Fiitterungsversuche mit B. microplus Larven aunf
der inneren Schalen-Membren bebriiteter, aufpriparierter Hithnereier
wurden von Pierce & Pierce (1956} durchgefiihrt. Es hiuteten sich 36 %
der an d 5 fixierten Larven nach dem Saugakt zu Nymphen. Von diesen
fixierten die meisten erneut in vitro und saugten bis zu B d lang, entwik-
kelten sich jedoch nicht zu Adulten.

Howarth & Hokama (1983) studierten die Ubertragung von
Anaplasma marginale zwischen den Entwicklungsstadien der Zecken und
ihren Wirten. Dazu lieBen sie Nymphen und Adulte von D. andersoni, die
auf Kaninchen 4-6d lang vorgeftittert worden waren, ihr Blutmahl
in vitro durch priparierte Maus- oder Kaninchenhaut auf konzentrierten
Rinder-Erythrozyten beenden (Wechsel 2x/ d fiir Adulte, 3x / d fiir
Nymphen). Die Tiermembrenen wurden tiglich erneuert. Dementspre-
chend muBten die Zecken jeden Tag abgezupft und auf frische Hiute
iibertragen werden, wo sie sich wiederfixierten. Die Weibchen legten
zumeist vitale Eier und die Nymphen entwickelten sich zum néichsten
Stadium.,

Die Tab. 1-2 falt die Methoden und Ergebnisse der wichtigsten
neueren Arbeiten zur in vifro Flitterung von Schildzecken zusarmen,
Einen umfassenden Uberblick tiber die Prinzipien der in vitro Fitterung
blutsaugender Arthropoden im allgemeinen bietet der deutschsprachige
Artikel von Klunker {1979).

Bei Kemp und seinen Mitarbeitern (1975) sickerte mit Rinderse-
- rum oder Rinderalbumin versetztes Gewebekulturmedium kantinuier-
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lich eine auf 35°C gehaltene Schrige hinunter, auf der sich Filterpapier
befand (Tab. 1-2). Ober dem auf diese Weise quer von Flilssigkeit durch-
strdmten Filterpapier wer Rinderfell gespannt, durch das Larven und
Weibchen von B.microplus Nahning einschlieflich Mikrobizide auf-
nahmen, Wihrend die Larven etwas verz8gert wit in vivo vergleichbare
Kbrpermassen erreichten und sich zu etwa einem Drittel erfolgreich zu
Nymphen hiuteten, kamen die Weibchen den Autoren zufolge tiber ein
teilgesogenes Stadium nicht hinaus. Nicht nur fir die bereits erwiihnten
Experimente zur Ubertragung von Krankheitserregern war die kitnstli-
che Fiitterung von Nutzen. Im Rahmen der Entwicklung eines Impfstof-
fes gegen B. microplus wurden Adufte dieser Art durch Tierdarm-Mem-
branen (Baudruche) auf Blut von Rindemn gefiittert, die man zuvor zur
Produktion von Antiktrpern gegen die Darmwand von Zecken angeregt
hatte (Kemp et al,, 1986) (ohne Tab.). Als die Versuche nach spitestens
42h abgebrochen wurden, wiesen sowohl in vitro als auch auf diesen
Rindern gesogene Zecken im Gegensatz zu den Kontrollen deutliche und
folgenschwere Darmschiden auf.

Adufte Dermacentor nuttalli wurden von Habedank & Hiepe {1993)
im Brutschrank (37°C / 90 % rF) in einer Atmosph#re mit ethShtem COp-
Gehalt (4.5 %) auf glatten Silikon-Membranen gefiittert (Tab. 1-2). Auch
hier wurden zusitzliche Fixierungsstimufi benutzt (Rinderhaaze, Rin-
derhaar-Extrakt, Baumnwollwatte). Das steril gewonnene, heparinisierte
Rinderblut wurde gefriergelagert, mit Bakteriziden sowie teilweise mit
ATP und GSH (102 mol /1) angereichert und 3x/d ausgetauscht
Knapp 40 % der Weibchen saugten sich voll und brachten es dabei auf
50 % ihrer in vivo Kdrpermasse. Aus der Hilfte der anschlieflend abge-
legten Eiern schlipften Larven. Auf vergleichbare Weise wurden von
Habedank et al. {1994) Hyalomma anatolicum excavatum gefittert, bei de-
nen aus 40 % der von den Weibchen abgelegten Eier Larven schitipften
{ohne Tab.).

Wie aus der schriftlichen Kurzfassung eines Posters anl48lich ei-
ner Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir allgemeine und engewandte
Entomologie (Jena, Miirz 1993) hervorging, gelang Issmer & Grunewald
bei . ricinus und Hyalomma truncatum die erfolgreiche Eiblage nach Voli-
saugen auf kanstlichen Membranen (ohne Tab.). Weitere Details waren
nicht aus der kurzen Note ersichtlich.
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Tab. 1-2 - Literaturiiberblick zur fn vitro Fiittarung von Schildzecken - Bei mehr als einer Art der
Fiilerung je Referenz wurde die erfolgreichste eyfgslistet.

Kewe of of cv. | WaLADDE of&f | VosTelad - | WaLapoe ef &f | HASEOANK & HIEPE
(1975) {1991) {1593} {1993} {1993}
Spezies! | Boophilus micropivs | din. Rbipicephalus | Ambiyomnma Rhipicaphalus | Dermacenior
Stadium Larven Weib- | appendiciiaius | vanegafum mutial
chen | Adulie Larvan, Nym- Hymphen Adulte
phen, Adulle
Membran | Rinderfell dto. Baudruche- Kaninchenund | Baudeiche- Silkon-Membran
{0.3- 0.5 mm dick) Membean, mit  { Rinderfel Membran, mil | {0.16 - 0.20 mm
Wlebstolf bestie 1 {0.5- 1 bzw. 0.6 | Klsbsloffpe- | dick)
chen -15mmdck) | siichen
HEhrme- Steriles Gewebelnl | dio. unsterles dafi- | sterll gewonne- | staril gewonng- | stesif gewonnenes
diem r-Medium TC 199 + briniertes Sber- | nes Rinderblut | nes Rinderblut | Rinderblut {2 IE
7 % Rinderserum blut, max. 3¢ &l | {50 IE Heparin/ | (50 IE Heparin | Heparin / mf), max.
oder Rindes-Alburmin mij, max. 3dait { Fralj,max.1d | 20 Wochen gefries-
att gelagen §
Medium- Dauerfub ca. 8m¥ h | dio. I pro Tag nicht genannt Gx pro Tag 3xpro Tag
Wechssl
Mikrobizide | Penizilin G1251Ef | dio. Penizilin 504€ | Penizilin 100 IE | keine Penizifin 125 E /
ml, Shepiomycinsul tm), Strapto- | 7o, Streplo- mi, Streplomycin
fal 125 & / ml, Mysta- mycio SOIEFml | mycin 100 g / 125 1E } mi
fin 100 IE / ml, mi, Gentamicin
letzteres auch topikal 100 IE fmi}
Temporatur | 35°C /70 % F. Bnd- | dio, Wasserbad Brutscheank Wazserbad Brutschrank
Feuchte schrank 37*C, Umge- 35-3°Ct 42C, Umge- | ICIIRFS
€0y tmg26-27°C/ | 90-95% F/ | bung26-27°C | 45% CO;
10-B0%F $%COp 170- B0 %F
Fixierungs- | Rinderfell dia. Baurmwoliwalte, ] Kaninchen- oder | siahe WaLADDE | Baummeliwatie,
Sthmull Isotonische Rinderfed of af (1981) Rinderhaare, Rin-
Salzidsung, derhaar-Cxirakt
R a- Kol, Rin-
derhaare, Rin-
derohr-Extrakt
Ergebnisse | Karpermasse nach “teil- o Kbpemasse Kivpermasse | Kirpermasse
6-8dSaugenver | geso- | 65%, Eier-Kon- | Larven: 100%, | Nymphen: Weibchen: 50 %
gleichbar mitin vive, | gen® | versionsfaklor | Nymphen: ca. 50% be2o- | bezogen auf
47 - 83 % saugten 82%bezogen | B1%,Web- | genautinvivo, | invivo, 38%
sich voll, §61-71% auf i viv; chen: 38 % Hiutungseate | savgien sich voll;
Hautungserfoly 63 % saugien bezogen aufin | vergleichbar Elablage; 50 %
sich volk: Eiabla- | vivo, 0% it i vivo Larvenschiupirals
geund Larven- | sauglen sich :
schivpfnomal | voll; Hiutung,
Eiablage und
Larvenschiupt
normal
} Tierfell-lnnensaite mit Amphotericin B behendelt

§ Bei langer als 4 d gefriergelagertem Bt 2usiitzlich ATP / Glutathion (beids: 10-3 mol 1),
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Voigt et al. (1993) gelang die in vitro Fitterung aller Stadien von
A.variegatum durch Tierhiute (Tab.1-2). Die durch Kaninchen- oder
Rinderfell auf sterllem heparinisiertern und mit Bakteriziden vermisch-
tem Rinderbiut saugenden Zecken befanden sich in einem Brutschrank
(35-39°C / 90-95 % 1F) in erhthter COy-Konzentration (5 %). Larven
kamnen auf 100 %, Nymphen auf 81 % und Weibchen, von denen sich ein
Drittel vollsaugten, auf 38 % ihrer in vive Kérpermasse. Die Hiutung 2zu
Nymphen und Adulten sowie die Eiablage der Weibchen und der
Schlupf der Larven waren gemif den Autoren vergleichbar mit Werten
in vivo gefiitterter Zecken. Zur Zahl der Blutwechsel wurden keine An-
gaben gemacht. Die invitro Flitterung verwendeten sie erfolgreich fiir
die Ubertragung von Theileria mutans und Cowdnio rusminantium (Erveger
der Herzwasser-Krankheit bei Wiederkiuern). Voigt und Mitarbeiter be-
richteten von schlechteren Fiitterungsergebnissen, sobald die Luft nicht
mit zusitzlichem COj angereichert wurde, wenn das Blut defibriniert
war, EDTA statt Heparin als Antikoagulans enthielt oder wenn Leibovitz
L15 Gewebekulturmedium als Futter angeboten wurde. Versuche, die
Zecken auf mit Rinderhaut-Extrakt bestrichenen Silikon-Membranen fi-
xieren zu lassen, schlugen fehl. Uber die Vollendung des Lebenszyklus,
d.h die anfeinanderfolgende ktinstliche Fiitterung von bereits in vitro
vollgesogenen und gehiuteten Individuen, idealerweise auf syntheti-
schen Membranen, konnten keine Informationen gefunden werden.

1.4. Ziel der Arbeit

Die vorliegende Dissertationsschrift schildert Versuche zur in vifro Zucht
der Schildzecken I. ricinus, B. microplus, A variegatum und A hebraeum. Fir
die letzte Art wird aulerdem ein in vitro Akarizid-Test vorgestellt. Die
Arbeit stlitzt sich auf das Prinzip 3R (Reduce, Refine, Replace), d. h. auf
die Verringerung, Verfeinerung oder Vermeidung von Wirbel-
tierexpernenten. lhr Ziel war, eine konkurrenzfihige Alternative zur
herksmmlichen Schildzecken-Fiitterung auf Siugern zu entwickeln und
die praktische Anwendbarkeit der in vitro Methode anhand eines Tests
fir systemische Akarizide unter Beweis zu stellen,

Ein Teil der hier vorgestellten Arbeit wird in einer Fachzeitschrift verdf-
fentlicht: KUHNERT F., DIEHL P.A. & GUERIN P M. 1995, The Life<cycle of
the Bont Tick Amblyomma hebragum In Vitro. International Journal for
Parasitology 00: 0-0 (im Druck).
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2. TIERE, MATERIAL UND METHODEN
2.1. Die Zecken

2.1.1. Amblyomma hebraeum und Amblyomma variegatum

Larven, Nymphen und Adulte der dreiwirtigen Zeckenarten Amblyomma
hebraeum Koch, 1844 und Amblyomma variegatum (Fabricius, 1794) stam-
mten aus der auf dem Schwanz zeckenempfinglicher ménnlicher Jung-
rinder (Bos faurus; Simmentaler, ca. 130 kg) durchgefithrten Zucht bei der
Ciba, landwirtschaftliche Versuchsstation, CH-1566 St Aubin.
A. hebraeum Zecken kamen vor etwa 8 Generationen aus Onderstepoort,
Siidafrika. A. varizgatum stammten urspriinglich aus Westafrika (Adiopo-
doumé, Elfenbeinkiiste) und waren seit etwa 13 Generationen in der
Laborzucht. Temperatur und relative Luftfeuchte (tF) in der klimatisier-
ten Rinderbox sowie auf dem Tier selbst sind Abb, 2-1 zu entnehmen.
Die rF wurde im Abstand von 10-12 mm ber dem Tier gemessen, die
Temperatur direkt auf der Hautoberfliche. Dazu fand ein Peuchte-
MeBgerit (hygro-air2, type 911/ 2h, Schiltknecht Messtechnik AG,
CH-8625 Gossau) und ein Thermocouple-Thermometer (BAT - 12, Senso-
rtek Inc., Clifton, NJ 07013, USA) mit einer Punkt- und Oberflichen-

Sonde Verwendung.
raslert: 36°C (1 Moss
36.6£0.1°C R eem)
551 1 %rF

/

36.5°C (1 Messung)
63 11 %F
e/

Stall:
223+02°C |

7213 %eF 57 +4 Y%rF

Abb, 21 - Temperafur und relative Feuchte an der Rinderhaut ~ Darstellung:  Bitteiwert +
Standardabweichung { > 14 Messungen an einem Rind).
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Am Institut ftir Zoologie in Neuchatel wurden die Zecken with-
rend ihrer nicht-parasitischen Lebensabschnitte unter folgenden Bedin-
gungen aufbewahrt: tags 25°C/ 85 % 1P, nachts 18°-20°C/ 95 %rF
(12h: 12 k; Tag: Nacht). Vollgesogene Zecken wurden jedoch zunichst
einige Wochen in 28°C / ca. 80 % rF im Dauerdunkeln (DD) gehalten,
um durch die erhShte Temperatur den Ubergeng ins Folgestadium oder
die Eiablage zu beschleunigen. Gesogene Larven wurden meist in der
pharaten (imunobilen) Phase portionsweise (30 - 50, vereinzelt bis 130) in
kleine, mit Wattestopfen verschlossene Pyrex-Glasrbhren (90 mm lang,
Durchmesser auen 11 mm, innen 6.5 mm) abgefiilit. So brauchten sie
nach der Hiutung bis zum Einsatz im Versuch als ungesogene Nymphen
nicht mehr manipuliert zu werden. Ungehiutete Individuen blieben stets
am Boden des Rdhrchen; die vitalen Nymphen waren hingegen am
oberen Wattestopfen zu finden (Zahnwatterollen, Durchmesser € mm,
Flawa Nr.11091, CH-Flawil). Dadurch war der Hiutungserfolg leicht
erkennbar. Zur platzsparenden Aufbewahrung, besonders aber zum
zlgigen und sicheren Einbringen von ungesogenen Larven und Nym-
phen in die invitro Futterungsbehsilter waren diese mafgefertigten
Glasrthren ausgesprochen niitzlich.

Voligesogene Nymphen kamen einzeln in die Vertiefungen sorg-
filtig verschlossener, doch bhelitfteter 96-Loch Zellkultur-Platten
("multiwell plates"). So war deren individuelle Verfolgung bis zur Hiu-
tung zum Minnchen ader Weibchen méglich. Ungesogene Adulte, die
von auf Rindern gesogenen Nymphen stammten, wurden im Laber vor
den Experimenten nach Geschlechtern getrennt und abgezihlt aufbe-
wahrt. Sofern die Eiablage individueller Weibchen beobachtet werden
sollte, wurden diese nach ihrer Blutmahlzeit jeweils einzeln béuchlings
in eines der 18 Kompartimente (33 x 38 mun) eines verschliefbaren Plexi-
glas-Tabletts gesetzt. Flnfundvierzig Tage spiter, nach Entfernen der
Weibchen, wurde die Masse der gelegten Eier bestimmt und diese dann,
falls gewlinscht, zur Aufzeichnung des Schltipfens der Larven sorgfiltig
im entsprechenden Kompartiment ausgebreitet und in sich verkdrzen-
den Zeitabstanden (wéchentlich bis tiglich) die Embryonalentwicklung
verfolgt. Mit Auftreten der ersten geschllipften Larven, die anfangs
kaurn mobil waren und keine Reaktion auf Atemluft zeigten, wurden die
Eigelege der jeweiligen Behandlung auf die 0. a. Glasrthrchen verteilt
{mdglichst je ca. 80 mg Eier).
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Flir in vitro Fitterungsexperimente mit adulten Zecken wurden
die Ménnchen 5 -7 d in vitro oder auf dem Kaninchen vorgeftittert und
dann auf frische MembFanén gesetzt. Eine Stunde spater kam die gleiche
Anzahl ungesogener Weibchen hinzu. In den A, hebracum - Sehand-
lungen [1 - 3} (siehe Tab. 2-9, S.51) verblieben die Minnchen jedoch auf
den Membranen der Vorfiitierung auch wihrend des gemeinsamen 8lut-
mahls mit den Weibchen. In Versuchen mit A. variegatum wurden die
Minnchen 5 - 6 Tage vorgeftittert und blieben ebenfalls auf den Mem-
branen. Von A. hebracum wurden Larven im Alter von 3 - 6, Nymphen
und Adulte im Alter von 3 - 12 Monaten benutzt. Nymphen und Adufte
von A. variegatum waren etwa 3 - 7 Monate alt.

2.1.2. Boophilus microplus

Larver, Nymphen und Adulte der einwirtigen Art Soophilus micropius
(Canestrini, 1887) stamunten aus denselben Zuchtbedingungen wie schon
Amblyomma, jedoch auf Riicken und Flanke des Rindes, Sie gehbrten zur
Varietit Biarra aus dem siidlichen Queensland, Australien. Dieser gegen
Organophosphat-Pestizide resistente Zeckenstamm befand sich seit etwa
30 Generationen in der Ciba-Laborzucht. Die Larven schliipften und
lagerten bis zum Gebrauch (¢ Wochen), in Portionen von etwa 2000 Tie-
ren aufgeteilt, in Dauerdunkelheit bei 28°C und 97% rF. Vollgesogene
Nymphen sowie sehr junge adufte Miinnchen und Weibchen wurden am
d12 bzw.13 nach Infestation vom Ricken der Rinder abgesarnmelt
(d 0 = Tag der Infestation). Dabet wurde die Betonung auf eine mdglichst
grofie Zahl vollgesogener Nymphen gelegt. Samtliche Zecken wurden
innerhalb 1 - 3 h in einem Thermobehilter nicht unter 25°C und mit sehr
hoher rF in das Labor gebracht. Bereits adult geerntete Zecken kitnnen,
streng genommen, nicht mehr als "ungesogen® bezeichnet werden, da sie
sehr wahrscheinlich schon kurz em Wirt gesaugt haben. Diese Zecken
wurden maximal zwei Tage lang in fest gesittigter Luftfeuchte, DD und
tags 25°/ nachts 18 - 20°C aufbewahrt, meist aber direkt in den Versuch
Gberfithrt. Vollgesogene Nymphen wurden nach potentiellen Ge-
schlechtern getrennt und in 28°C, 97 % rF und DD bis zur Hiutung bzw.
darfiber hinaus in kleinen Tablettenglischen mit einer leicht angefeuch.
teten Zahnwatterolle gelagert. Nymphen, die zu Weibchen hiuteten,
waren deuilich grifler und heller (hellbraun-orange) als ihre
"ménnlichen” Kollegen. Die so gewonnenen Adulten hatten also vor dem
Aufbringen auf die kiinstliche Membran weder Kontakt mit Sexualpart-
nem, noch mit dem Wirt gehabt. Die Weibchen, die vor dem Versuch
einen geschwichten Eindruck machten, wurden verworfen. Auf dem
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Wirt fixierten sich die frisch geschiiipften Weibchen meist direkt neben
ihrer alten Nymphenhaut. Dort kopulierten die Minnchen in der Regel
mit fixierten Weibchen. Invitro wurden die Weibchen daher einige
Minuten vor den Minnchen auf die Membran gesetzt. So hatten sie die
Muglichkeit sich zu fixieren, bevor sie durch die Mannchen, die meist
sofort nach Zusammenbringen mit den Weibchen Paarungsverhalten
zeigten, behindert wurden. Die Experimente fanden im Geschlechter-
verhilinis 1:1 statt.

Dem Ort der Hiutung abgesammelter Nymphen zu aduften Zek-
ken in vitro kam eine besondere Bedeutung zu, um eine méglichst hohe
Ausbente an intakten, ungesogenen Adulten zu erreichen. Nur wenige
pharate Adulte schafften es erfolgreich, sich aus der unverankerten
Nymphenhaut herauszulésen, wenn dies auf den Membranen vonstatten
ging. Gritnde hierftir waren:

1. das Fehlen einer vorderen Befestigung durch die Mundwerkzeuge
wie bei einer in situ belassenen Exuvie und der Mangel jeglichen An-
satzpunktes flir die Hebelkrifte der sich hiutenden, noch weichen
Zecke;

2. die zusitzlich unvorteilhafte Riickenlage, in der abgesamunelte Nym-
phen bzw. pharate Adufte zu liegen kommen konnten;

3. die groiere Bertthrungsfliche abgesammelter, immobiler Zecken mit
der Membran im Vergleich zu noch im spitzen Winkel fixierten. Die
ersteren zogen hiufig aufgrund von Kapillarkriften einen Serum-
tropfen um sich herum, der langfristig zu deren Tode fithrte,

Die besten Chancen fir eine erfolgreiche Hiutung boten slch in den er-

wihnten kleinen, mit einer leicht angefenchteten Zahnwatterclle verse-

henen, glisernen Tabletterwbhrchen. Da man das Geschlecht adulter

Zecken mit grofler Sicherheit bereits im pharaten Stadium bestimmen

konnte, wurden hier die Zecken entaprechend aufgeteilt.

2.1.3. Ixodes vicinus

Es wurden ungesogene Weibchen und Minnchen (1:1) von fxodes ricinus
(Linneaus, 1758) aus einer Laborzucht auf Mausen und Kaninchen ver-
wendet. Diese Zucht existierte seit etwa 20 Jahren in unserem Institut
und griindete sich auf in der Schweiz gesammelte Zecken (Graf, 1976).
Die verwendeten Zecken waren im Dezember des Jahres als vollgeso-
gene Nymphen vom Kaninchen abgefallen und befanden sich nachher
bei Raumtemperatur und sehr hoher relativer Luftfenchte unter dem na-
turlichen Lichtregime. In den Versuch kamen sie 10 Monate spéter als
Adulte,
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2.2. Stibstanzenverzeichnis

Tab, 2.1 ~ Verwendatan Substanzen - Dle Substanzen sind in alphabetischer Rethenfolge genannt. Die Eridulerungen
2u deren Funklion und Wirkweiss beschrinken sich auf den Zusammenhang mil dem bearbeitaten Thema.

Substanr Abkiir-  Fuaklion Wirkweiza Quels Bemerkungen
g
Adenosintriphas-  ATP  Wichtigste energiereiche Nr. 1432 Merck . 2. Bestand-
phat, Dinatrium- Vesbindung des Zellstoff- O-Darmstadt tedl roter Blut-
salz wechsels, erhitt die - 26llen
Membeanfunktion roler
Blutzellen aufrecht, Saug-
stimulus fr butsaugende
Adthropoden {Galun &
Kindler, 1968; Hosol,
1958; Galun of &, 1969;
Maskalyk & Friend, 1954;
Friend & Sioffolano;
1990; Smith & Fend,
1982)
Amphotericin B AMB  Dreitband-Fungizid Stort Pilz-Zelmembran-  Nr, A-9526, Signa  Gruppe
funkiion durch Bindung St Louis, MO Polyene
an Sterole (bevorzugl 63178, USA
Ergusterol)

Benzaldehyd 8EA  Aggregations-Fiderungs- - Kat. Ny, 804756 emfachster aro-
Phargmon won A, hebrae- Merck mafischer Alde-
um {Apps of af,, 1064, hyd
Price of &, 1994)

Dimethylsulfoxld  DMSO  Lasemiliel, Vehikel - Ciba, CH-4004 -

Basel, Spende
Dulbecco's phos-  DPBS  Suspensionsmitie), Vehi- - Sigma -
phatgepufferte Sa- ke
Jine

Enliconazol ENI Fungizid Stiwt Ergasterol-Blosyn-  Janssen Research  Imidazol-Der
theseunddamity. a.den  Foundafion, B-2340  wvat
Aufbau des Pizzefiwend  Beerse, Spende

Gentamicin GEN  Baklesizid Siikt Proteinsynthesain  Nr. G1272, Sigma  Gruppe Amine-
Prokaryonten durch Bin- glykoside
dung an A0s Ribosomen-
Unterelnheit

D {+)-Glukosa, - StzbilsientErviworyten  ATP-Gewinnung durch Nr. 49440, Fluka u. 3. Bestand-

wasserfrel i witro (Wolke, 1985) shdenweisen, anaeroben  Chemie AG, ieil von Piasma
Saugsimulus fiir die Abbau von Glukasa zu CH-9470 Buchs und BlutzeRken
Lederzecks Omihodoras  Milchs3ure
tholozand {Galun & Kind-
ler, 1963)

Ghatathlon, redu-  GSH  Anfioxidans, Saugstme-  Enigitung von HyOwin Wy, 4090, Mesck Bestandted von

Hert s firLederzecken roten Blutzeben Piasma u. rolen
{Galun & Kingkar, 1965; BtutzeNen, Tr-
Hokama et &., 1967) peptid
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Substanzenvarzeichnis (Fortsetzung)

Substanz Abliir-  Funktion Widweise Quele Bemerkungen

iy

Glyserclformat GLF  Lbgemiltel, Vehikel - Ciba; Spende -

Neparin, Hatrium- = Antikoagulans wesstrkt inhibitorischen  Nr. H-5765, Sigma  Bestandied u. .

salz Effekt von ant-Theor won basophilen

bin 3 auf Proteine der Granulozyten Im
Koagulationskaskede Blut, 100 py =
7IE
iso-Buttersiure TMP  Aggregations-Fiderungs- - Nr. 800472, Merck  einfache FeftsBure
{2methylpo- Pheromon von A, hebvaaum
panoic acld) {Apps ef g, 1888, Price
af al., 1994)
Wraconazol TR Fungizid Siit ErgosterokBiogyn  Janssen Research  Yriazok-Derivat
these und damilw.a. den  Foundation, B-2340
Aubbau der Filzebwend  Beerss; Spende
'&;";‘_g‘l‘“ 4 WM Nematozid, Akarzid Greiftin GABA-Neur-  Ciba; Spende AkEvsubstanz VM
hydro- transmitier-Systeme ein extrahier] aus
avermectin B1) Ivormed® (Merck,
Sharp, Dohm)
Mathylsalleylat MES  Aggregations-Fidesungs- - Nr. 84330 Fluka Gruppe Ester
Pheromon voh A variegs-
fum (Schbnl af of, 1984;
Diehl ef af., 199; Price: ot
&, 1984)

Wethylparaben MEP  Fungizid, Bakterizid ? Hr. H-5501, Sigma  Gruppe
para-Hydnoyben-
oesiurcester

Mystatin NYS  Breiband-Funglzid Stivt Pilz- Zelimembsan- N7 N-1636, Sigma  Gruppe Polyane

funktion durch Bindung 1001E = 2039
an Sterole (bevorzugl
Ergostenc)
ortho-Nitrophenol  ONP  Aggregations-Fiderungs. - Ne. 806790, Mernck  Gruppe Phencle
Phercmon von A hebeagum
u. A vanegalum {Schinl af
@, 1984; Apps ef al,, 1584;
Diehl et af,, 1991; Price at
ol 1994}
Pelargonsiure HOA  Aggregations-Fiderungs- - Wr, 7968, Merck Gruppe
{nonanoic ackd} Phetoman von A virfaga. Carbonsiuren
fum (Schdni el &, 1984;
Price af &, 1994)
Pentzlllln P Bakierizid Stht Zelwand-Synthese  Nr. P-O7E1, Sigma  Gruppe Penialine
in Bakierien
PRG _ Lasemitiel Viehda! - Ciba; Spende -
Streptomycin 8 Balderizid Storl Proteinsynthese in -~ Nr. P-0781, Sigma ~ Guppe
Prokaryonten durch Bin- Aminogiyaside
dung an 30s Riboso-

men-Untereinhell
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2.3. Das Futterblut

Es wurde wochentlich am Schlachthof gesammeltes Blut vor maglichst
ruhigen, fast immer ménnlichen Rindern (Simmentaler) verwendet. Die
Tiere wurden nach Tétung durch das BolzenschuBgerdt en einemn Hinter-
lauf zur Decke hinaufgezogen. Ein Mitarbeiter des Schlachthofes Sffnete
sodann den Hals des Rindes seitlich in Hohe der Drosselvene (Vena jugu-
laris) mit einem tiefen Messerschnitt (unsteril). Der zuerst austretende
Blutschwall wurde verworfen; mit dem weiteren Blutfluf wurde ein
darunter gehaltener, steriler Polypropylen-Behilter gefitllt {ca.4.51).
Umgehend wurde das Blut dann 6 Minuten lang mit einem geschlitzten
Edelstahl-Pfannenschieber gerihrt. Das sich bei der Gerinnung bildende
Fibrin (mitsamt eingebundener Blutzellen) lagerte sich daran en und
konnte so einfach aus dem Blut entfernt werden. Beim Umftillen in die
Vorratsflaschen passierte das Blut ein  steriles Porzellansieb
{Biichnertrichter), um grobe Klumpen abzufengen. Es wurde fitr jedes
neve Rind sauberes Samunel-, Riihe- und Filtergerat benutzt. Diese Art
der “offenen” Blutsammlung beeintrichtigte den Schlachthausbetrieb
nicht nennenswert. Es war jedoch unvermeidbar, daB durch Zuckungen
des kopfiiber hingenden Rindes auch vereinzelt vom Tierkdrper
herabtropfendes Wasser in den Sammelbehilter hineingeriet. Im Blut
wird das zellulire und humerale Immunsystem durch das sogenannte
Komplementsystem erginzt. Dieses bildet, auch unabhingig von Anti-
kérpern, auf dem alternativen Aktivierungsweg durch eine Protein-
kaskade Iytische Komplexe, die eingedrungene kirperfremde Zellen
(z.B. Bakterien bei der Blutsammlung) zersttren kodnnen (Walport &
Lachmann, 1993). ' o

Das Blut definjerter Individuen wurde nie vermischt, sondern
nacheinander an die Zecken verfiittert. Falls das Blut z.B. durch
Kontamination bereits in den Vorratsflaschen verdorben war oder unge-
wihnlich roch (was jedoch sehr selten eintrat), brauchte nur des Blut
dieses einen Tieres verworfen werden, das der anderen Rinder reichte
aus, um den Versuchsblock beenden zu kénnen. Die individuelle
Sammlung und Verffitterung hat gegentiber dem Vermischen von Blut
einen Nachteil: Sollte einmal ein Rind eine Blutanomalie aufweisen oder
noch Reste eines Medikamentes oder Pestizids im Blut haben, so trife
dies unverdiinnt alle saugenden Zecken des Versuchsblocks. Im Rahmen
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dieser Arbeit wurden diesbeztiglich keine Analysen des Spenderblutes
VOTgenommen,

Nach der Sammlung wurde dem spitestens innerhalb einer Wo-
che verbrauchten Blutvorrat (max.1Bl; Lagerung +4°C) einmalig
D (+)-Glukose (2 g / 1) u. a. zur Stabilisierung der roten Blutzellen zuge-
Rigt. Bei jedem Blutwechsel wurden die entsprechenden Bakterizide
oder Fungizide (Tab. 22 und Behandlungs-Obersicht Tab. 28 und 2.9)
hinzugefiigt, desweiteren die potentiellen Saugstimuli Adenosintriphos-
phat (ATP) und reduziertes Glutathion {GSH) aus einer wiichentlich zu.
bereiteten, sterilfiltrierten {(0.22 ym Porenweite) und portioniert einge-
frorenen Stammldsung (NaCl 0.9 %ig -18°C). Das Ziel war eine
Endkonzentration beider Substanzen im Blut von 10°mol / 1. Abwei-
chende Desierungen und Zugabezeitpunkte finden sich in Tab. 2-2. Zum
Start eines neuen Versuchsblocks wurde immer frisches, am Morgen
desselben Tages gesammeltes Blut verwendet.

Um die Verfiigbarkeit roter Blutzellen fir die saugenden Zecken
in den Fatterungsglas-Versuchen mit A. varizgatum zu verbessern, kam
defibriniertes Blut mit erhthtem Gehalt dieser Blutzellen zum Einsatz.
Dazu wurde unter sterilen Bedingungen nach schonender Zentrifugation
(20 min, 1470 g, 3000 U/min, +4°C) ein Drittel des Blutvolumens als Se-
rum abgeschépit und verworfen,

Fiitterungsgliiser mit Adulten (Behandiung [9, 12B, 1E]} und mit
Nymphen von A. hebraeum [13,16) wurden in ein Wasserbad mit per-
manent geschiitteltem Drahtkorb gestellt (100 Richtungswechsel / min,
horizontal in einer Ebene, einfache Strecke: ca. 10 ¢m). In einigen Nym-
phenversuchen (Behandlung [25]) wurden 10 vol% des Blutes durch Ei-
dotter von Hithnern ersetzt. Eine solche MaBnahme wurde bereits zur
Aufwertung der in vitro Dift von blutsaugenden Raubwanzen (Nufiez &
Lazzari, 1990) und Stechmitcken angewandt (Thomas, 1985; zitiert nach
Hagen & Grunewald, 1990). Die Eier stammten von einem kontrolliert
biclogisch-organisch bewirtschafteten Hof in der Umgebung. Die
Hiihner erhielten nur Futter, das nicht mit Pestiziden behandelt worden
war. Bei jedem Blutwechsel wurde aus einemn frisch unter sterilen Bedin- |
gungen gediffneten Ei mit einer keimfreien Spritze Dotter entnommen
und dieser mit ungebrauchtern Blut vermischt durch mehrmaliges
Umschwenken und 10s langes Vibrationsschiitteln auf einem Vortex-
Reagenzglasschiittler.
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Tab, 2-2 - Zusitzliche Substanzen im Futterblut - Falls nicht anders erwdihnt, wurden die Substanzen
bej jedem Wechsel des Blutes hinzugefigl. Din Zackenarien sind in der zeltichen Abfoige der Versuche
aufgelistet, Abkiirzungen; DFKﬁunllu&-Fﬁltemgskm FG Filtierungsglaser,

nalliriche Blutbestandiede Mikrobizide Blut
Zeckenart / Ghukose ATP GSH Baklerizd Fungizid  Hamato-  Wechsel
Stadium kil ethiiht  pro Tag
i, ricinus nein hein nein Penizilin nein nein konting-
Adulte SO E ! mi, triich
{Weibchen) Streplomycin
S0 pgfm, (OFK)
1 x wochent-
lich in den
Blutvomrat
mﬁmm nein nein pein Peniziliin Amphote- neln konting-
100€Im, rcnB ferich
Streplomycin  0.25pg/m,
100pg/mi, 1 wichent- (OFK)
1 xwichent-  lichin den
lich i desv Blutvoma!
Blutvorrat
B. microplus N nein nein Penizilin Amphote- nein 1x
Larven u. 100IEtml, rcinB {FG)
Nymphen Strepomycin  0.25 pg / ml,
100pg/ml, 1x wichent-
tx wichenl  khinden
Kchin den Blutvorrat
Blutvorrat
B. microplus fein nein nein Genlamicin  Nyslafin min 2x
Adulte § pg fml 100 [E i mi {FG)
A verlsgatum 29/ 105molil,  10%molfl,  Penizilin Nystatin um 1%
Nymphen Ixwichenl- 1xwothent- txwichenl- 100IE/ml, 100IE/ml  ca30% (FG)
lich in den lichinden  lichinden  Streptomycin
Elubviorrat Blutvorrat Blutvonat 100 g £ mi
A varlogatum um 1x
Adulte dio. dio. do. MW /M W% (FG)
{Fidenngs-
versuche:
100 [E 1 mi)
A. hebraeum g4 10%moli 103mol/l  Gentamicn  Nystalin nein x
Larven, 1x wiichent- Spgim 100 1E i FG)
Nymphen Ech in den
Blutvorrat
A, hobracum nein 2x
Minnchen dio. dio. do. di. dio. %)
Vorfitierung)
A habracum dio, dio. . dio. dio. nein  Ix

Minnchen u, Weibchen

&)
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Das Blut fiir die Fitterungsgliiser (10 ml fir Larven, 15 ml fiir
Nymphen und 20ml fiir Adulte) wurde je nach Experiment
1-3 x tiglich gewechselt. Nach emigen wichtigen methodischen Ver.
besserungen fanden in Fiitterungsglisern die Blutwechsel im allgemei-
nen wie folgt statt: A, hebraeum Adulte 3 x tiglich, Nymphen und Larven
2 x tiglich. Versuche mit A. pariegatum Adulten und Nymphen sowie mit
B. microplus (10ml pro FG) wurden durchgefithrt, bevor die durch
A. hebracum erlangten Erkenntnisse vorlagen. Daher fand der Blutaus-
tausch nur 1 x tiglich statt.

Bei den Blutwechseln wurde das verbrauchte Blut auf Geruchs-
verinderung (H,S) gepriift sowie die Unterseite der Membran kriftig mit
sterilem, entionisiertem Wasser abgespllt und einmal pro Tag auf
Filzmyzel untersucht. Mit einer gebogenen, in Industriealkohol (70 %ige
Lssung) sterilisierten Pinzette wurde dazu jeweils eine Probe
{Zeckenzement, Gerinnsel, undefinlertes Material) entnommen und un.
ter der Stereclupe im Durchlicht auf Pilzhyphen (Pilzfiden) nntersucht,
Im Zweifel half Anfirben mit einer Lsung aus "Baurnwollblau® und
Laktophenal. Die Blutmenge von 20ml pro Blutwechsel fiir adulte
Zecken war 50 bemessen, daf sich die Membran einige Millimeter unter
dem Niveau des Blutes im Schraubglas befand. Aul diese Weise befan-
den sich die Mundwerkzeuge nicht in der obersten, an Erythrocyten ar-
men Serumschicht, nachdem sich die Blutzellen etwas abgesetzt hatten,
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2.4. Begriffe und Definitionen - -

I folgenden seien in dieser Arbeit immer wiederkehrende, der Verein-
fachung dienende Ausdriicke erklirt. Nihere Angaben zu einzelnen
Chemikalien finden sich im Substanzenverzeichnis, Besonderhelten der
Versuchsauswertung in Kapitel 2.11..

Zeckencharge. Da alle verwendeten Zecken aus Laborzuchten (ir vive und
in vitro) stamunten, war ihr Alter sowie die Generation bekannt. Waren in
einer Gruppe alle Zecken gleichen Alters und von der gleichen Gene-
ration, wurde von einer Zeckencharge gesprochen. Zecken derselben
Generation konnten jedoch parallel auf verschiedenen Wirtstieren ge-
fattert worden sein.

Versuchseinheit. Bei den in vitro Zeckenflitterungs- oder Fixierungsversuchen
war die kleinste Versuchseinheit (VE; Sachs, 1984) ein Fiitterungsglas
oder eine Durchfluft-Fiitterungskammer (DFK), mit einer bestimmten
Anzahl Zecken auf der Membran.

Behandlungen bestanden bei Einsatz der Flitterungsgléser aus mehreren Ver-
suchseinheiten (Sachs, 1984). Bei Verwendung der DFK war es nur diese
eine VE. Alle VE einer bestimmten Behandiung waren "gleichbehandelt”,
d. h,, sle enthielten Zecken der gleichen Charge, Blut vom gleichen Spen-
derter, wurden zeitlich parallel und mit denselben Mitteln durchgeftihrt
und mit den gleichen Substanzen in gleicher Konzentration engesetzt
usw.. Eine bestimmte Behandlung, also eing Anzahl auf genau definierte
Art bestiickte VE, wurde durch eine Nummer gekennzeichnet (z. B. [5],
[171, [30] usw.}. Bei der Wiederholung einer bestimmten Behandlung zu
einern spiiteren Zeitpunkt mufite, obwohl sie unter grundsitzlich
gleichen Bedingungen ablief, in der Regel eine andere Zeckencharge
verwendet werden, um Zecken etwa gleichen Alters zu benutzen kénnen
oder einfach weil die restlichen Zecken der zuvor eingesetzten Charge
nicht ausreichten. Eine wiederholte Behandlung unterschied sich
zwangsliufig in einem weiteren Punkt von der vorengegangenen: Das
Futterblut stammte von einem anderen Spenderindividuum. Eine
wiederholte Behandlung erhielt dieselbe Stamm-Nummer, die um einen
laufenden Buchstaben (unter Ausschluf von A) erginzt wurde (z. B.
[5B). [17F), [30D] usw.). Eine Auflistung, aller in der Ergebnissektion be-
riicksichigtenn Behandlungen mit Nymphen und Adulten von A.
hebracum befindet sich in der Behandlungs-Ubersicht Tab. 2-8 und 2-9.
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Versuchsblozk ist der Begriff fiir mehrere, zeitlich paratlel durchgefiihrte,
verschiedene Behandlungen (Sachs, 1984). Die Zecken eines Versuchs-
blocks entstammten, wo imrmer es sinnvoll und méglich war, derselben
Charge. Gleich war auch das blutspendende Tier, d. h. es wurde irmmer
erst das Blut eines Rindes in allen Behandlungen peratlel aufgebraucht
und dann zum Blut des nichsten Rindes gewechselt. In einein Ver-
suchsblozk liefen gleichzeitly Behandlungen mit verschiedenen Zek-
kenstadien. Flir bestimmte Auswertungsschritte wurden die Ergebnisse
gleicher Behandlungen aus verschiedenen Versuchsblocken zusam-
mengelegt. Bei der in vitro Flitterung von A, hebracum Nymphen war es
mdglich, Ergebnisse unterschiedlicher Behandlungen innerhalb eines
Versuchsblocks auf die stets mitlaufende m vitro Kontrolle (Standard-
behandlung; = 100 %) zu beziehen. Bei den Adulten dieser Art ging das
Mitfithren einer Kontrolle pro Versuchsblock leider nicht, da

a) geeignete Zecken nicht in ausreichender Menge zur Verfligung stan-
den,

b) das Festlegen auf eine Standardbehandlung, die als Kontrolle hitte
fungieren kdnnen, erst am Ende des praktischen Teils dieser Arbeit
méglich war und

¢) der Versuchsblock technisch {organisierbare Menge Rinderblut) als
auch vom Arbeitsaufwand her mit den bestehenden Mitteln undurch-
fthrbar geworden wire.

Es galt einen Kompromiff zu bilden zwischen der Zahl nener Behand-

lungen pro Versuchsblock (und damit Antworten auf die dringensten

Fragen) einerseits und det Ubertragberkeit der Resultete dieses Ver-

suchsblock auf andere Versuchsbldcke andererseits.

Bei der Zeckenfiitterung in vipo (in der Regel zu Zucht- oder Kon-
trollzwecken) entsprach ein Rind einer Versuchseinheit Die Anzahl an
aufgesetzten Weibchen war mit 30+35 jedoch demtlich grdGer als in
einem Pltterungsglas (5, seltan 7). Darum kann ein Rind guasi auch als
Behandlung angesehen werden, eine Behandlung jedoch, die mangels
mehrerer Versuchseinheiten flir einige der gemessenen Paramneter keine
beschreibende Statistik erlaubt (keine Standardabwelchung usw.). Wie
schon zum Teil in vitro wurden auch die auf verschiedenen "Kontroll"-
Rindern (= gleiche Behandlungen, aber verschiedene Versuchsblécke) er-
haltenen Resultate fiir bestimmte Auswertungsschritte Zusammengefaft,

Natiirliche, kitnstliche und Fy-invitro Zecken; vorgefiitterte Zecken. Im
Rahmen der Vollendung des Lebenszyklus von A. hebragum in vitro und
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bei der in vitre Fi.itterung von B. microplus wurde zwischen Zecken un-
terschieden, deren vorherige Entwicklungsstadien (Vorstadlen) ver-
schiedene Arten der Fltterung genossen hatten: Natirliche Zecken
wurden solche genannt, deren Vorstadien iz vivo ernihet worden waren
(bei Larven sind mit "Vorstadien" die Eltern gemeint), ktinstliche Zecken
jene, die sich aus in vifro gesogenen Individuen entwickelt hatten. Wenn
unmittelbar im Anschluf an die in pitro Fiitterung ein Generationswech-
sel stattgefunden hatte (wic es bei in vitro gesogenen, larvenerzeugenden
Adulten der Fall wer), waren kiinstliche Zeckenlarven auch als
F1-int vitro Zecken zu bezeichnen. Alle Fp-in vitro Zecken waren auch
kanstliche Zecken, aber nicht alle kinstlichen Zecken gehdrten bereita
der F1-in vifro Generation an. Vorgefiitterte Zerken wurden Zecken ge-
nannt, die schon einen Teil ihres Blutmahls in vivo oder in vitro aufge-
nommen hatten, wie es bei vorgeflitterten Minnchen von A. hebraeum
und A. variegatum der Fall war.

Infastierung, Das Aufbringen von Zecken sowohl auf Wirtstiere als auch auf
Membranen wurde als Infestierung, der Tag der Infestierung als Tag 0
{d 0) bezeichnet.

Bakterizid, Fungizid, Mikrobizid. Bei der Benutzung der Begriffe Bakterizid
und Fungizid wurde nicht unterschieden zwischen Substanzen, die auf-
grund ihrer Wirkweise oder in geringer Konzentration nur vermeh-
rungshemmend sind, aber Mikroorganismen nicht abtdten und streng
genommen als Bakteriostatika bzw. Fungistatika bezeichnet werden
miiten. Im Falle, wo sowohl von Bakteriziden (z. B. Penizillin) als auch
von Fungiziden (z. B. Nystatin) die Rede war, wurde der Begriff Mikro-
bizide verwendet. Das Wort *Antibiotikum" wurde vermieden, da es
nichts Niheres zur Gruppe der Zielorganismen aussagt.

Dezimalpunkt. Bei der Bezéiclumng von Dezimalstellen in Zahlen ist das
Komma durch einen Dezimalpunkt ersetzt worden.
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2.5. Die Kontamination in vitro mit Pilzen

und Bakterien

2.5.1. Vorversuche

Angelehnt an die Arbeit von Ven Cutsem & Janssen (1988) wurden hohe
Schraubdeckelgliiser (200 ml) unsteril mit jewells 9 ml aufgetautern, defi-
briniertem: Rinderblut geftllt. Hinzu kamen 5mg Glukose / ml, die
Bakterizide  Penizillin  {50-100IE/ml) wund  Streptomycin
(50 - 100 g / ml), sowie 1 ml einer aus fritheren, stark pilzkontaminier-
ten Versuchen gewonnenen Pilzhyphen/-myzel-Suspension in Blut.
Nach einer Inkubationsdauer von 2d (ohne Ofinen der Gliser oder
Blutwechsel) bei 37 - 38°C tm Wasserbad (bis zur Fallhohe des Blutes)
wurde das Aufireten von Myzel in sechs Stufen quantitativ und Frucht.
karper (Konidien) qualitativ bewertet. Notiert wurde auch, wenn sich
das Myzel noch nicht auf der Blutoberfliche ausgebreitat hatte, sondern
nur darunter 2u finden war. Beim Ansetzten dieser parallel durchgefahr-
ten Versuche wurde je drei Glisern ein Fungizid hinzupipettiert: Am-
photericin B 2.1 oder 21 pg / ml in 0.9 % NaCl-Losung, Nystatin 182 IE,
1000 1E oder 20001B / m! suspendiert in DPBS (Dulbecco's phosphate
buffered saline), Methylparaben 055mg 18mg 455mg oder
182mg / ml in reinem Athanol. Finf Gliser erhielten kein Fungizid,
sechs Glaser wurden weder mit Fungizid, noch mit Pilzsuspension ver-
setzt. Eine direkte Ubertragung der Ergebnisse auf Fiitterungsversuche
mit Zecken war nicht mdglich, da diverse Faktoren (Blutwechsel, 2u-
sitzliche Glukose, Membran und Zementablagerungen der Zecken) nicht
vergleichbar waren. Auch lieflen diese Versuche keine Aussage {iber die
Vertriglichkeit eines Fungizids fiir die Zecken selbet zu. Sie dienten aber
dem Wirkungsvergleich zwischen verschiedenen Fungiziden bzw.
Konzentrationen und konnten eine Auswahlhilfe bieten,

2.5.2. Pilzmyzel unter verschiedenen Versuchsbedin-

gungen in vitro
Am Rande von ersten Experimentan mit der Rinderzecke B. microplus in
Flitterungsglisern wurde aufgezeichnet, in welcher Art Futterblut zuerst

Pilzmyzel entdeckt werden konnte. Zur Wahl stand 1) Normalblut,
2) Blut mit Glukose / ATP-Zusatz, 3) eingefrorenes und wieder aufge-
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tautes und dadurch himolysiertes Blut sowie 4) Blut mit kiinstlich er-
hhtem Gehalt an roten Blutzellen.

Nach diesem gtsten Eindruck wurde die Entwicidung von makro-
skopisch bzw. mit der Stereolupe sichtbarem Pilzmyzel im Verlauf von
verschiedenartigen Fiitterungsversuchen wmit adulten A, hebracum ge-
nauer untersucht. Dazu wurde tiglich von det Membran-Unterseite je-
des Flitterungsglases it einer gebogenen Pinzette eine Probe entnom-
men. Im Zweifel wurrde das Material zur Sichtbarmachung der Pilzhy-
phen mit Bsumwollblau/Laktophenol-Losung angefirbt. Einige dieser
Proben wurden zur niheren Bestimmung en PD Dr. O. Petrini, Mikro-
biologisches Institut, ETH Ziirich geschickt. Pilzmyzel wurde je Fiitte-
rungsglas als "vorhanden' oder "nicht vorhanden" vermerkt. Fiitte-
rungsgliser, unter deren Membran am Folgetag kein Myzel mehr ge-
funden werden konnte, wurden dennoch weiter als pilzkontaminiert
eingestuft, Zwischen jeder Probenentnahme verblieb die zuvor von
Myzelresten befreite Pinzette ca. 155 in 70 % Industriealkohol, um das
Ubertragungsrisiko von Hyphen auf das nichste Fiitterungsglas zu
verringern.

Zugleich wurden die am Untersuchungstag auf der jeweiligen
Membran fixierten Weibchen gezihlt. Dabei galt die Annahme, daB alle
fixierten Weibchen auch Blut saugen. BEs wurde das Verhiilinis der auf
pilzinfiziertem Blut saugenden Weibchen zu allen saugenden Weibchen
dieser Behandlung bestimmt. Als "Behandlung® wurde eine genau defi-
nierte Art der Versuchsdurchftthrang bezeichnet, z.B. Verwendung
eines bestimmten Fungizids, einer bestimmten Konzentration dieser
Substanz, aber auch z. B. hiufigere Blutwechsel usw.. Jede Behandlung
wurde mit zehn Fiitterungsglisern angesetzt und die Myzelentwicklung
von jeweils zwei verschiedenen Behandlungen verglichen. Es war nicht
mbglich, alle Behandlungen parallel durchzufiibren. So wurden
zwangsliufig auch solche gegenitbergestellt, die Blut anderer Rinder und
Zecken andeter Generationen enthielten,

2.5.3. Indirekter Nachweis bakterieller Kontamination
in vitro
Bei der Haltung von unsterilem Blut bei 37 - 38°C wihrend Zecken-Fiit-
terungsversuchen trat manchmal schon nach wenigen Stunden, manch-
mal nach einigen Tagen ein mehr oder weniger starker HoS-Geruch
("faule Eier") auf, begleitet von einer Dunkelfirbung des Blutes. Dies war
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auch der Fall, wenn Pilzmyzel nicht entdeckt werden konnte. Vermutlich
handelte es sich beim wahrgenommenen H;S um ein Produkt
bestimmter, sich tibermiifig vermehrender anaerober Bakterien. Zur Un-
tersuchunp dieser Annahme und zur Kontrolle einer solchen, zum ra-
schen Verderb des Blutes fithrenden Kontamination, wurden die Fiitte-
rungsversuche begleitende Beobachtungen angestellt. In parallel ange-
setzten Fiitterungsglisern mit einem tiiglichen Blutwechsel wurde, falls
das Blut nach 1d bei 38°C noch neutral roch, beim Wechsel dem frischen
Blut a) Penizillin 1000 IE / ml und Streptomycin 1000 ug / ml (PS 1000),
b) Nystatin S00IE/ ml (NYS 500}, c) Gentarnicin 50 pg / ml (GEN 50)
oder d) nichts hinzugegeben. Zudem wurde Fiitterungsglisern, die be-
reits H,S-Geruch aufwiesen, beim Austausch des Blutes Gentamicin
50 ug / ml hinzugeftigt. Der Inhalt aller Gliser wurde em Folgetag er-
neut auf H,;5-Geruch gepriift. Es wurde bei 27 Futterungsglisern en ins-
gesamt 35 Blutwechseln eine systematische Geruchsbeurteilung vorge-
nommen. Daher Ubersteigt in Tab, 3-13 die "Anzahl Beobachtungen® im
Falle von GEN 50 die "Anzahl an Plitterungsglisern”.

Wertvolle Informationen zu Konservierung, Sterilisation und
Desinfektion konnten bei Wallhiufer (1988} gefunden werden. Einen
aktuellen Uberblick fiber medizinisch wichtige, systemische Fungizide
geben Georgopapadakou & Walsh (1594).

2.6. Die DurchflufS-Fiitterungskammer

Das Hauptmerkmal der Durchfluf-Fiitterungskammer war, daf stindig
ungebrauchtes Blut unter der Membran, auf der sich die Zecken festge-
setzt hatten, vorbeigefithrt wurde. Eine Peristaltikpumpe beftrderte das
Blut vom Vorrat im Kithlschrank durch dinne Silikon-Schliiuche zur
Futterungskamner in der Klimakabine (Abb. 2-2). Die aus einem mas-
siven Messingblock gefriiste Durchflu@-Fiitterungskarnmer wurde durch
einen Warmwasserflu auf 37.38°C gehalten. Das langsam (max,
1 ml / min} einstrémende Blut gelangte nach Erwirmung auf dem Weg
(23°C) zur Fitterungskammer und dann durch den Kontakt mit dem
temperiertem Messing (37 - 38°C) durch vier kleine parallele Offnungen
in den Raum zwischen Membren und Kammerboden (Abb. 2-3). Diese
Offnungen dienten der gleichmifligen Vertellung des Blutes und sollten,
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so die urspriingliche Absicht, einen laminaren, also maglichst turbulenz-
freien BlutdurchfluR durch das ganze Kammervolumen gewshrleisten.
Dies sollte die Sedimentation der Erythrozyten, deren Schidigung durch
Scherkrifte, sowie Lakunenbildung beim Blutaustausch in der Kammer
verhindern. Videoaufnahmen wvon Vorversuchen zeigten einen
einwandfrei laminaven Durchfluf schwerzer Tusche (100ml / min).
Nach einmaliger Passage des Blutes durch die Kammer tropfte es durch
einen relativ zur Membran in der Hohe verstellbaren Ausflug in einen
Abfallbehiiter. So konnte der Blutdrack unter der Membran unabhingig
vomn Blutflu (Massenflufl bzw. Geschwindigkeit) geregelt werden. In
einer Durchflug-Fiitterungskammer betrug die fiir die Zecken nutzbare
Membranoberfliche ca. 6 cm2, was annihernd zwei Dritteln der eines
Fitterungsglases (folgendes Kapitel) entsprach. Ihr Blutverbrauch lag
jedoch 20 - 70 mal dariiber.

Die Kammer und die zum Schutz zwischen zwei Silikon-Dich-
tungen (1 - 2 mm dick) eingebettete Membran waren von zwei Utberste-
henden Aluminjutnplatten eingeklemmt, die durch vier lange Schrauben
mit Fligelmuttern zusammengehalten wurden. Das $ilikon half auch zur
Wirmeisolierung des Messingblocks. Die obere Flatte besaf, wie schon
beide Silikon-Dichtungen, eine Offnung in Form der mit dem Blut in
Kontakt stehenden Membranfische. Vor dem Einbau der Membran
wurde das Innere der DurchfluB-Fiitterungskamumer mit einemn Ant-
haftmittel (Teflon-Spray Typ 2000, Norton Pampus GmbH, D-47877
Willich) eingesprtiht, um die vorschnelle Anlagerung von Elutzellen
oder Mikroorganismen an der relativ rauhen Messingoberfliche zu
verhindern. Alle Komponenten der Durchflug-Fiitterungskammer, auch
die Membran, befanden sich zum Versuchsbeginn in hitzesterilisiertemn
(180°C, 30 min), autoklaviertem (125°C, 30min, 1.3 bar) oder bereita
werksseitig sterilem Zustand. Schlecht zu reinigende Teile wie Tropfen-
zithler und diinne Schlduche wurden jeweils nur fiir einen Versuch ver-
wendet. Mindestens einmal pro Tag wurde das komplette System aus
einem fest installierten, rauntemperierten Vorrat mit keimfreier Saline
(0.9 % NaCl, inkl. Bakterizide) fiir einige Minuten durchstrémt.
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Abb. 2-2 - Autbau des Durchflu8-Fitterungssysiome — Die GriSe der einzelnen Kompaneniten lst
nichl maBstabgetreu,

Zusitzlich wurde die Futterungskammer kurzzeitig durch mit erhtihtern
Druck (200 ml-Spritze) eingespritztem und mit ¢. g. Bakeriziden versetz-
tem destillierten Wasser (Raumtemperatur) freigesptilt. Destilliertes
Wasser fiihrte sofort zur Hamolyse abgelagerter Blutzellen und sollte
mbglicherweise vorhandene Mykoplesmen (zellwandlose Bakterien, os-
motisch fullerst labil) schidigen, Damit kounte teilweise eine Reinigung
der Durchflu-Fiitterungskammer erreicht werden. Unmittelbar danach
wurde mit Saline nachgespilt und der Blutzufluf in Gang gesetzt. Um
die durch die Klimaregelung bedingte Luftbewegung dber der Membran
zu verringern und die Zecken an der Flucht zu hindern, wurde zumin-
dest in den ersten Versuchsstunden ein Kifig bzw. geschlitztes Deckglas
sufgelegt. Eine 60 W-Gihbirne befand sich in 40 cm Abstand zur Mem-
bran (12 h : 12 h; Tag : Nacht). Der Versuchs-Klimaschrank war durch die
riumlich getrennte Installation fir die Luftvorbereitung vollig vibrati-
onsfrei. Aufbau, vorherrschende Temperaturen und relative Luftfeuchte
des kompletten DurchfluS-Fotterungssystems zeigt die Abb. 2-2.
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2.7. Die Fiitterungsgliser

B. microplus

Versuche mit B. microplus in den Fatterungsglasern fanden zeitlich weit
vor den Experimenten mit Amblyomma (niichster Abschnitt) und auf ef-
nem anderen Stand der Erkenntnisse statt. Die hier fir B, microplus be-
nutzten Membranen (Typ B1, B2, siche Tab. 2-4) waren recht empfindlich
gegeniiber dem Hindurchtreten von Blut. Dies mufite jedoch unbedingt
vermieden werden, da bereits wenig Fltssigkeit (Blut, Serum, Wasser)
tiber einen lingeren Zeitraum auf der Membran die Zecken zum
Abfallen oder zum Absterben brachte und den Wuchs von Pilzen,
insbesondere deren Pruchtkérper stark begiinstigte, Dem wurde Rech-
nung getragen mit einem vertinderten Aufbau gegentiber den Filtte-
rungsglisern fir Amblyomma. Das Blutreservoir bestand aus einem
400 ml-Schraubglas breiten Typs (93 mm hoch, Aufendurchmesser
86 mum, Kat. Nr. 9025204; Merck ABS, CH-8953 Dietikon) mit nach innen
gewdibtem Boden und autoklavierbarem  Twist-Off®-Deckel
(Kat. Nr. 9331000; Merck ABS). Darin verserkt beiand sich ein Glasrohr
(30mm lang; Aufendurchmesser 42 mun, Glasstdrke ca. 1.5 mm), das
nach oben 2 ;nm tiberstehend in den Deckel mit Silikon-Kleber eingebaut
wurde. Die Glasrohreinslitze waren kurz vor ithrem unteren Rand it
einer rundum gefristen Binkerbung zur Aufnahme eines Gumimirings
versehen. Ein vom Talkum befreites Latex-Kondom wurde an der Spitze
auf die geeignete Linge zurechtgeschnitten. Einige Zentimeter dieses
Latex-Schlauches wurden tiber den Glasrohreinsatz gestiilpt und mit
einem Gummiring gesichert. In die nun herabhiingende untere Offnung
des Kondoms wurde in den angeschweifften Gummiring einen
Polypropylen-Ring eingesetzt (AusgieBring PP fiir Schott-Duren®.Fla-
schen, DIN-Gewinde  GLAS, Kat, Nr. 3035702; Merck ABS,
CH-8953 Dietikon) unter dem die entsprechende Membran mit Silikon.
Kleber befestigt war. Zur besseren Haftung wurde das Polypropylen mit
Silikon-Haftgrund bestrichen. Die Linge des Latex-Schlauches war
passend, wenn die Membran die Blutoberfliche gerade berithrte. Diese
Art der "flexiblen Aufh¥ngung® war arbeitsaufwendiger und erforderte
bei gleicher Membranfliche aufgrund des groferen Schraubglases die
doppelte Blutmenge {40 ml) als der tm niichsten Kapitel vorgestellte
starre Glasrohreinsatz (Abb, 2-4), erschien aber bei den gegen Blutdurch-
tritt empfindlichsten Membran-Typen (Typ B1, B2} als die beste Losung.
Die Glasrohre mit den Membranen blieben unsteril, das Futterblut
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wurde einmal tdglich ausgewechselt und die Bedingungen im Versuchs-
Klimaschrank waren 33°C / 80 % 1F. Versuche mit ungesogenen adulten
B. microplus auf viskosegestiitzten Silikon-Membranen wurden in den
Fiitterungsglisern mit starrem Glasrohreinsatz (wie fiir Ambiyomma) bei
23°C und ca. 80 % rF durchgeftihut,

A. hebraeum und A. variegatum

Den prinzipiellen Aufbau der Fiitterungsgliser zeigt die Abb.2-4. Ein
Fltterungsglas bestand aus einem 200 ml-Schraubglas (93 mm hoch,
Aulendurchmesser 61 mm, Kat. Nr. 9025003; Merck ABS, CH-8953 Die-
tikon) mit nach innen gewdlbtem Boden und autoklavierbarem Twist-
Off®-Decke! {Kat. Nr, 9930000; Merck ABS). Darin versenkt befand sich
ein Glasrohr (85mmn lang AuBendurchrnesser 42 mm, Glasstirke
ca. 1.5 mm), das nach oben flach abschlieflend in den Deckel mit Silikon-
Kieber eingepaflt wurde. Der untere Rand dieses Rohres, Uber den die je
nach Zeckenart bentitigte Membren (& 39 mm) gespannt wurde, endete
2-3mm itber dem Boden des Glases und war durch Anschmelzen
sorgfaltig geglattet. Zum Druckausgleich des Luftraums tiber dem Blut
wurde das Loch im Deckel vor Einbau des Glasrohres am Rand
eingekerbt. In diese Kerbe, mit Silikon tberklebt, war fiir die Experimen-
te eine sterile Einwegkaniile (0.5 / 16 mm bzw. 25G / 5/B) eingesetzt.

Um ein Entkommen der Zecken zu verhindern, war das obere
Ende des Glasrohres fir Larven und Nymphen mit einem Baumweoll-
Wattestopfen und fir die Adulten mit einem, in #-Hexan gewaschenen
Sieb aus rostfreiem Stahl verschlossen. Wenn nicht anders angegeben,
waren die Bedingungen in der klimatisierten Kammer, wo die Versuche
abliefen, 23°C / 80 % rF in einem zwolfstitndigen Licht/ Dunkelheit-
Wechsel bel normalen CO7-Konzentrationen (0.03 %). Als Beleuchtung
dienten zwei 256 W-Gltihbirnen in 40 cm Abstand. Die Fiitterungsgliiser
befanden sich bis aul Bluthéhe in einemn 38°C-Wasserbad.

Es wurde versucht, mbglichst wenig Keime in das System einzu-
tragen. Simtliche, mit dem Futterblut in Berihrung komumenden Gegen-
stinde und Behilter waren entweder bereits werksseitig sterilisiert oder
wurden autoklaviert (125°C, 30 min, 1.3 bar). Die fitr Larven und Nym-
phen von Amblyorumna benutzten viskosegestiitzten Silikon-Membranen
(V1, V2) wurden nach Befestigung am Glasrohs des Fiitterungseinsatzes
von auflen mit Industriealkoho! (70 %ige Lbsung) abgespiilt und
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trocknen gelassen. Baudruche-Membranen (Typ B3) wurden unterseitig
aus 7 cm Abstand 5 min lang mit einem UV-C-Strahler im Labor ober-
flachlich entkeimt {(Wellenlinge X 253 nm, UV-Strahler HNS 55 W OFR,
QOsram AG, D-Berlin). Dadurch wurden sie hirter, glatter und
wasserundurchlissig. Eine Skizze der hierzu gebastelten Vorrichtung
findet sich im Anhang (Abb.12-1). Die Fltterungsgldser fiir adulte
A. hebraeum konnten inklusive angebrachter Membran (Typ W1) autokla-
viert werden. Alle zusitzlich eingefiillten Lisungen (auffer Itraconazol,
Enilconazo! und Heparin und fdr den Akarizid-Test Ivermectin und die
Plazebo-Formulierungen, siche Substanzenverzeichnis Tab. 2.2} waren
steril (ggf. membranfiltriert; 0.22 ym Porenweite) und unter dem Ste-
ril-Abzug eingefillt. Die Blutwechsel fanden ungeschitzt auf dem La-
borplatz statt. Nach dem extrem starken Pilzbefall in zwel Behandiungen
(7B und 9, siche Ubersicht Tab. 2:8) wurden die Luftbewegungen im
Labor und besonders der Einstrom von Auflenlult via Ventilator stark
reduziert. Beim Bluttausch wurden stets autoklavierte Schraubgliser
benutzt. Am Ende eines Versuchsblocks fand die sorgfaltige Reinigung
und Sterilisation der benutzten Geritschaften besondere Beachtung, um
die Ubertragung eventuell resistent gewordener Keime in Folgeversuche
zu verhindern.

— ey
Zecke
< /Membran
Y%
Wasserbad f
38°C Blut

Abb. 2-4 - Pringlp der Fiitterungsgi3ser -
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2.8. Die Membranén

2.8.1. Membranen £iir Vorversuche

In Vorversuchen kounte ein Uberblick iiber die fitr die in vitro Zecken-
fatterung eventuell in Frage kommenden Membranen gewonnen wer-
den. Die folgende alphabetische Liste (Tab.2-3) zelgt das mehr oder
weniger detailliert untersuchte Material. Tauglichkeitspriifungen an
Membranen wurden von Zeit zu Zeit durchgefithrt, wann immer neue
Informationen, neues Material oder neue Ideen es erlaublen. Dazu
wurde optisch deren Struktur und Dicke und mechanisch deren Durch-
dringbarkeit, Elastizitit und Reiffestigkeit beurteilt. Anschlieflend
wurde ithr Verhalten (Benetzbarkeit, Quellung, Verforrnung Schidi-
gung) gegeniiber Lisemitteln (Wasser, Athanol, Azeton, Hexan, Xylol)
beobachtet, sofern dies nicht schon aus materialkundlicher Literatur er-
sichtlich war.

2.8.2. Membranen fiir Fixierungs- und Fiitterungs-
versuche

Metnbranen der engeren Wahl finden sich in Tab, 2-¢. Diese Materialien
wurden am h¥ufigsten und am erfolgreichsten in der in dieser Arbeit ge-
schilderten in vifro Fiitterung eingesetzt,

Die kiinftig als Wiener Membran bezeichnete, 0.5 mm dicke, mit
Terylene®-Netz verstirkte Silikon-Membran (Typ W1) fand bereits in
der in vitro Tsetsefliegen-Zucht Verwendung und wurde mir freundli-
cherweise von Dr. E. Luger und Dr. U. Feldmann (TAEA, Entomologie
Sektion, Seibersdorf, A-Wien) tiberlassen. Nach kurzem Waschen in n-
Hexan und Azeton wurde die getrocknete Membran, die etwas glattere
Selte dem Blute zugewandt, mit Silikon-Kautschuk auf das untere Ende
des Glasrohres aufgeklebt. Des Glasrohr selbst wurde vorher ebenfalls
innen und auffen mit belden Losemitteln abgespit. Nach der Trocknung
wurde itberstehendes Silikon abgeschnitten und des Ganze durch
Eintauchen in entionisiertes Wasser auf Dichtigkeit iiberprilft.
Anschliefend konnte alles locker zusammengeschraubt autoklaviert
werden (125°C, 30 min, 1.3 bar).



38 Tiere, Material und Methoden

Tab. 2-3 ~ Allg untersuchten Membranen im Cberblick =

Nr. Malerial Praparation
1 Baudruche (Dasmahschnitts von Rindem oder Schafen) .
2 Beudruche (Damabschnitts von Rindem oder Schafen) bestihan oder imprigniest mh diversen
: Klebstoft- und Siikon-Beschichhmngen
3 Baudruche {Damabschailte van Rindem oder Schafen) gekocht in destliiertam Wasser oder
physiclogischer Knchsatdasung
4 Baudruche (Darmabschnitie von Rindem odar Schafen) dto, aber bestriches mit diversen Mabsiaffen
5 Femidom® (Polyusethan)
6 Glasfaserfilter .
7 Kieenex™-Ralniqungsticher beschichtet mit Acy-Wundpflasterspray
oder Acryl-Nahtdichies
B Kolagen-Glykosaminoglyken-Doppstschichmembran fils dis
Chirgie {(Yannas & Burke, 1980; Yarnas of &f, 1989)
% latex-Kondome diverser Stirken -
10 Linsen-Reinigungspapisre {Kodak, Hama) baschichlet mit diversen Siikon-Kautsthuken
11 Membranfiter, hydrophi, diverse Materalien und Siarken beschichtet mit Teflon-Spray
12 MembranSiter, hydrophob, diverse Matecialien und Stidken -
13 Membranfiter, hydrophob, diverse Materdalien und Stirken bestrichen mit diversan Msbstofien
14 Omidert™ {Polyurelhan-Membean fir die Chirurgie)
15  Polyamidgewshe -
16 Polypropylen-Gitter (Maschenweite 900 pim} beschichtet mit Skikon-Hattschuk
1T PTFEFolia, mit Potypropylen gestiitzt .
18 Rebigungsticher (prizis, abroblel, fir Relnriume) beschichtet mil diversen Skon-Kautschuken
19 Schiangenhaul, verbraucht abgestoGen (Ringeinatiar}
20 Saastic® (reinste Sikkon-Membran fir dis Crisurgie)
21 Siikon mil integriertem Terylene®-Netz
{Baver & Watzel, 1976)
22 Tefon-Folie Gore-Tex® (PTFE)
23 Worstpelle {Kunststoff)

Die viskosepestiitzte Silikon-Membran konnte in zwei Stirken
(10-40 pm Typ VI und 50-90 pm Typ V2) selbst engefertigt werden.
Als Basis diente Kodak® lens cleaning paper (Eastman Kodak,
Rochester, N.Y,, USA; fir groBe Flichen: Typ LENSX 90, Berkshire Int.
Ltd., D-73252 Lenningen), das mit transparentern Einkomponenten-Sili-
kon-Kleber (Details siche Tab. 24) impragniert worden war,

Dazu wurden einzelne Blitter (124 x 71 mm) des aus regenerierter
Zellulose (Viskose) bestehenden Linsen-Reinigungspapiers auf Parafilm
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gelegt, an einem Ende befestigt und Silikon-Klebstoff mit Hilfe eines
Schabers aus festem Silikon (3 mun stark) vorsichtig in die Fasern
eingeprefit. Wichtig wer, danach den ttberschiissigen Klebstoff it dem
Silikon-Schaber rasch und gleichmiiflig in einem Zug abzustreifen. Der
richtige Anprefdruck entschied dabei dber Dicke und Qualitit der
Mermnbran. Wer deren Oberfliche nach dem Abstreifen leicht matt, d. h.,
kotinte man die fagerige Struktur des Linsen-Reinigungspapiers erken-
nen, wurden sofort die gereinigten Glasrohre aufgesetzt.

Nach einem Tag des Trocknens wurde das Ganze vom Parafilm
geldst, die liberstehende Membran am Glasrohr hochgeschlagen, rechte
Winkel abgeschnitten und mit zwei, zum Deckel hin versetzten
*Runden* Klebeband (Tesa 4108; Beiersdorf AG, D-Hamburg) befestigt,
Nach der Dichtigkeitspritfung durch kurzes Eintauchen in entionisiertes
Wasser wurde die Membran und dss Glasrohr duflerlich mit 70 %
Athanol abgespritzt und trocknen gelasse.

Die sogenannte Baudruche-Membran wird sehr wahrscheinlich
aus Teilen des Darms (Blinddarm ?) von Rindern (Galun & Kindler,
1968) oder Schafen hergestellt {Dicke: 10 - 50 um, gemessen it Mikro-
meterschraube von Freisser). Genaueres zum Ursprung der Membran
kotnte auch durch schriftliche Anfrage beim alleinigen Hersteller
(Joseph Long Inc., 69 Roosevelt Avenue, Belleville, N.]. 07109, USA)
nicht herausgefunden werden (*trade secret"). Regelmiiflige und unbe-
schidigte Partien wurden je zweimal in n-Hexan und Azeton gewaschen
und getrocknet. Es wurde jeder Hantkontakt mit der Membran vermie-
den. Gegen Aufweichen und Zersetzung durch Kontakt mit dem Blut
wurde sie tmprégniert durch mehrstindiges Eintauchen in verdiinnten
Klebstoffen: Membran-Typ Bl in Atlas Ago Plastikklebstoff 500 50 %ig in
Azeton (besser Xylol); Typ B2 in Evo-Stik Impact Adhesive 25 %ig in
Xylol (Details siche Tab. 2-4). Nach kurzem Abstreifen konnten die L6-
semittel 8- 24 h bei Raumtemperatur verdunsten. Es folgten 1h Auf-
enthalt im elektrischen Ofen bei 110°C (Typ B1). Zusitzlich filnfmintiti-
ges, unterseitiges Bestrahlen mit UV-C aus 7cmn Entfernung
{Wellenliinge ) 253 run, UV-Strahler HNS 556 W OFR, Osram AG, D-Ber-
lin} verhiirtete den Klebstoff (Atlas Ago 500} und bildete so den wider-
standsfihigeren Membran-Typ B3. Die Skizze der hierzu gebauten Vor-
richtung findet sich, wie schon erwihnt, im Anhang (Abb. 12-1).

Eine PTFE-(Polytetrafluoroethylene)-Membren (Teflon} auf einem
Geflecht aus Polypropylen (Membrane Filter FSLW 04700, Typ FS,
Porenweite 3 um, Millipore Corp. USA)} wurde oberseitig entweder
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durch einen unverdinnt (Membran-Typ T1) oder zwei verdiinnt
(Membren-Typ T3) aufgetragene Klebstoffe teilversiegelt oder durch eine
Kombination aus beiden (Membran-Typ T4, Details siche Tab.2-4),
Membran-Typ T2 entstand durch kurzes Besprithen mit Acryl-
Wundpflasterspray. Die Losemittel wurden entweder durch heiles Was-
ser ausgesplilt (T1, Trocknung T h bei 70°C) oder verdunsteten minde-
stens 24 h bei 70°C (T2) oder bei Raumtemperatur (T3, T4). Die so pri-
parierten Membranen konnten nach Einbau in die DurchfluB-Fitte-
rungskammer (PTFE den Zecken zugewandt) ohne bleibende Griflen-
verinderung autoklaviert werden, Ihre Stiirke betrug gleichméBig 30 pm
(120 pm inklusive Polypropylen-Matrix; T1, T3). Welche Membranen zur
Fatterung welcher Zeckenarten und -stadien verwendet wurden, zeigt
die Tab. 2-5.
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Tab. 2-4 ~ Membranen fir Fixierunge- und Fiitlerungsversuche

GB-Stafford

Typ Gezeichaung Material Praparaion Herkuntt Verwendung
T4 Mebsiofiversiogelle  Matrc PTFE-{Polyletraiuonoethylens).  PTFE einmal besbichen mat Evo-Stk {umenddan),  Mavix: Membrane Fir FSLW 04700, Typ £ Acinus
PTFE-Membran Wembran auf o_g.manum-o%g dreimal gespilt in destikertem Wasser (90°C), FS. Porenweite 3 pm, Milkpore Corp. USA Weibchan
(Tedon) Poyproeyen (PF) Dicke PTFE: 30pm, - Trockaung 1h bei70°C; Kiebsiofl: Evo-Stik Evode Lid., Commen .
et Road, GB-Stafiord
Kisbstoft: Evo-Stk
T2 Kabsiofiversiegee  Malrx: dio, PTFE kurz mit Wundpfiasier bespri, 24 h Matix: dio. 1 roinuss
FIREMTOR  Waehotof: Federa Acryl Wimdpflaser. 700G bei 70°C Kiebstoft PanPharma CH-3000 Bem Welbchen
(Teflon) Sy
T3 Mebshoffversiogelte  Makix:dio, PIFE bestichen je iimal mit Rubber Coment  Matrxc do. 8. microplus
PIFEMAMDEN  Kabstofl Rubbor Coment & Evo-Sik (25 % nPebolinen und Evo-SEk Q5% in Xy, e o conerho paodl o, POV
(Tefon) Trocknung > 24 h bei Raumtemperatur (RT); Cicke ford : Evo-Stik Evod
PTRE: unverindirt 30t ford Garp., Bellwood, USA; e
L4, Common Road, GB-Stafford
T4 Kebstofiversiegefis  Matric dio. PTFE bestichen je sinmal mit Rubber Cement pur  Malric dio, 8 micropius
PTFE-Membran und Evo-Siik (25 % in Xytol), Trocknunig > 24 h bl Adulte und Larven
(Tefion)} Kiebstoff. dio. RF; Dicke nicht genessen Kiebsioff. dio
B8t  klebsiofimpriignier-  Baudruche: Wahrscheinfich (“wade Baudrucha zweimat gewaschen in a-Haxan und Baudrache: Joseph Long lnc., 69 Roosevelt B swcroplus
teBautnuhe-  secret) Darmabschalts von Rindem  Azeton iechnisch), mefwstinciges Einlauchenin  Avanue, Belilo, N.J. 0710, USA ale Stadien
odet Do 10-50um g:ﬁﬁﬁsﬁd.ﬁaﬁﬂﬂﬁ$ Klebstoft: Degussa AG, D-5345T Hanaw
Kiebstoff: Alles Ago Piastkksabstol 500 ung = - .
Ofen bei 110°C, Dicke Baudruche: wwardndert
10 - §0 pm
B2 Kebsiofimpragries- Baudrushe: dip, Waschung wie oben, zweimat kuz eingetauchtin  Baudhuche: dl. B. micropius
B earche:  Kisbstoft Evo-Sik Impact Adheshve o o {25 % i X, Abstreifn und TIOGKNG. ot Evads L, Common Raad, Larven vnd Nymphen



ISR e
‘usyduiy op
umseiget v

{neysy LLIS6-0

‘DY neys)y SPOIEIsUN ‘0LPLST N V)

‘805,65 - Gp BHEH {1-A1M)
PremswaArEadume ‘sseqanesiss

Dy Ihe segepesLOdIGYUS HNSIE-UORNS

sadosout g Wt 0g S0 SANID
v WS “A'N SSayc Epoy ueugsea)
wnoRIgey Y Jaded Bunmar su8) gyepod JAG8N

wrl g - 05 o420
WOl oyas  wassl-ososiA Slaubeaiu uop I einsebastisin  ZA

oy -
wror-0L R0 egugnuoug
wel el wesatesousia oponberdw) uons iw emuselasoss A

gy uaBayasies] uon Burueying
umEioeA i INZIZINAG POP 'UIUA YIV] S0P Bunyary
umeRIgN) ¥ <foweul Jap s vagetye npnegal

eqiapepome

{wsuiyon) uorezy {wei 60 - gped
PN UBXELHY *SBSSEAR WSHNSEP U Uoyasemd  owamey wirl (1 F 026 0N Sefiw

{9261) moph g Jonea EU  Diep-goumhio) wapLBa M WORIS IR BUAM LA

Tus . i oL
PUBSEY W | UK ST AN BUES
-BunieRsag ‘M G ‘AN Bumsiagstony

UBI3E-(] ‘DY WRISO el - 6 EIS YO MSS SHHIHBLS AN Wyeaseq

waiy sap Gunyipysap pun BunjaBarg “FA IR

wodmiy VW LSEGQOV eSS0 WD o sy ciosianny Iz pumisqy wo g 00 HTSTRINESEIY 00V SEIY YUSOD e ooy
wnebavea v GPISYINpNEY s OeAN e Suniyeaseg iy G yeuBp LG oM 0P SHPUPIEG Sesdungorsaoni €9
Bunpusmmp, Wuropa voreEded [eUsER Sunupsazeg  dig

“(Bunzjasyiog) —~ ayonsia

sBunsannd pun -sBuniaixig iy aveIquap — -2 'qel,

TP VPPOR3Y Pum LR At



- 43 Tiere, Material und Methoden

Tab, Z-5 — Verwendete Membran-Typen, sortiert nach Zeckenart und -stadium —

Durchiluf-Fiitterungskammer Fiiterungsglaser
Kebstoffversiegeite PTFE-Membranen klebstotfimpragnierie Baudruche-  Wiener viskosegestiitzie
Membranen Membran  Silikon-Membranen

L} T2 T3 T4 B1 B2 83 w1 1] V2
L. ricinus, Weibchen X X
B. microplus, Larven b d X x
Nymphen X P
Adulte x b4 X X
A. vatiegatum, Nymphen X
Aduite x
A.-hebraeum, Larven X
Nymphen x

Adutte X
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2.9. Die Fixierungsstimuli

Mit Fixierungsstimuli sind hier alle mechanischen oder chemischen,
fitichtigen und nicht-fliichtigen Stimuli gemeint, die einzeln oder kom-
biniert auf die Membran gegeben wurden mit dem Ziel, fir die n vitro
Fiitterung ausreichende Zeckenfixierungsraten zu erreichen. Auch kdn-
nen Temperatur und Feuchte, moglicherweise auch Licht und die Be-
schaffenheit und Oberflichenstruktur der Membran, Reize fur die Zek-
ken darstellen, sich festzusetzen. Die relative Feuchte in der Versuchs.
klimakabine wurde bei 70-80 % gehalten, die Temperatur im allge-
meinen anf konstante 23°C eingestelit. Fiic I. ricinus lag sie bei 27°C, ftir
einige Experimente mit B. microplus bei 33°C oder 28 - 34°C, fiir Adulte
von A. variegatum ebenfalls bei 33°C (siehe auch Tab. 2-7). Die Beleuch-
tung bestand aus ein bis zwei Gliihbirnen in ca. 40 cm Abstand mit ins-
gesamt 50 - 60 W Leistung (12 h Tag, 12 h Nacht). Zu den Membranen
siehe Tab. 2.5.

In Tab. 2-6 sind alle in Versuchen in wifro benutzten Stimuli ein-
zeln aufgelistet. Tab. 2-7 zeigt die verwendeten Kombinationen dieser
Stimuli mit Hinweis auf diejenigen Versuche, die nur zur Feststellung
der Fixierungsraten angesetzt worden waren,

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die synthetischen Phero-
mon-Mischungen in die Hohlung einer Gummikappe gegeben
(Verschluf fir Pewa-Flaschen, Kat.-Nr.9014200, Merck ABS). Jede
Gummikappe erhielt die Menge fiir vier Futterungsgliser, geldst in ins-
gesamt 400 yl Dichlormethan (analytischer Grad). Nachdem etwa 1h
spiter das Lisemittel in das Gummi eingedrungen und verdampft war
(Butler & McDonough, 1979) wurde je ein Viertel einer solchen Kappe
auf die Membran eines Fiitterungsglases gelegt. Die Gummikappen
wurden nur mit Azeton-gereinigten Pinzetten und Scheren berithrt.
Saline wer schon Tage vorher aufgespriiht worden. Bei Wirtshaar-Ex-
trakten auf der Membran, konnten ebenfalls die Losemittel 1 h verdun-
sten, bevor eventuell noch andere Stirnuli (Wirtshaare, Zeckenkot usw.}
hinzukamen, Bis die Zecken in den Versuch gebracht wurden, verging
eine weitere Stunde, in der sich die gesamte Fiitterungseinheit ein-
schlieBlich des Blutes durch das Heizwasser erwirmen konnte.

Zum Aufsetzen der Zecken und bei deren Beobachtung, wozu der
Deckel oder Stopfen tiber der Membran entfernt werden mufite, wurde
durch einen vom Versuchsaufbau wegweisenden Schnorche! ausgeat-
met. Dies war besonders nitig bei den Larven sowie allen ungesogenen
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Stadien von Amblyompma, die sich nach nicht auf der Membran festgesetat
hatten. Die Atemluft des Beobachters provozlerte bei nicht-fixierten
Zecken in der Regel aufgeregtes Umbherlaufen und damit meist auch das
Verlassen der Membranfldche oder gar der Fiitterungsgefiiies. Waren
die Zecken erst einmal fixiert und das Blutmahl schon fortgeschritten,
konnte auf den Schnorchel verzichtet werden.

Amd 4 n. I. wurden in den Versuchean mit Amblyonme (Nymphen
und Adufte) die Stiicke der Gumunikappen, ein GrofSteil der Tierhaare
und die kleinen Zahnwattestopfen (sie fielen beim Auftragen der Zecken
aus den Aufbewahrungsrohrchen) von den Membranen entfernt. Dies
hatte den Vorteil, da die Zecken besser beobachtbar waren und bei den
Blutwechseln und beim Kontrollieren nicht stindig durch herumroliende
Teile angestoBen wurden.

Es folgen Erljuterungen zu den beiden Ubersichistabellen (28
und 2-9) “A. hebraeum Nymphen / Adufte”. Diese Tabelien fassen in
schematischer Form Besonderheiten der Methodik der Fiitterungsver-
suche mit A. hebraeum zusammen, z. B. Art und Konzentration der Mi-
krobizide, spezielle Blutzubereitungen, Anzahl der Blutwechsel usw..
Jede Behandlung ist tnit ihrer Nummer sowie der Nummer ihres zuge-
hérigen Versuchsblocks aufgefishrt. Im weiteren Verlauf des Textes wird
auf diese Nummern Bezng genommen. Dem verwendeten Futterblut
war nach der Sammlung stets 2 g Glukose / 1 zugefiigt worden. Wenn
nicht anders angegeben, wurde 2s auflerdem bei jedern Blutwechsel mit
ATP und reduziertem Glutathion (beide 10-3 mol / 1) versetzt.

Nymphen {Tab. 2-8)

Beide schraffierten Balken zelgen die Behandlungs-Nummern. In der
oberen Blatthilfte befinden sich die Behandlungen {13] - {21] mit drei
Blutwechseln pro Tag, in der unteren Hilfte die Behandlungen [22] - [32)
mit tiglich zweimaligem Blutwechsel. Alle Behandlungen hatten
Mikrobizide im Futterblut. Deren Art und Konzentration sind abgekiirzt
eingetragen. Eine eventuelle UV C.Bestrahlung Ist ebenfalls hier
vermerkt. Die Bedeutung der Abkirzungen findet sich am unteren
Blattrand. Direkt unter einer Behandlungsnummer ist Niheres zu den
Versuchsbedingungen vermerkt. Insgesamt wurden 19 verschiedene Be-
handlungen in 6 Versuchsblscken durchgefithrt.
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Taob. 2.6 — Verzeichnis der elnzetnen Fixierungsstimull - Die Simulus-Bezeichnungen sind in dlphabe-

fischer Reihenfolge angegeben. Kombinationen digser Stimub sind in Tab. 27 aufgelistet Die Mem-
beanfidche pro Versuchseinhelt (VE) betrug etwa 10 em?,
Nr. Bezeichrung Spezifikationen Menge peo VE Lagerung
1 Glaswolle Laborqualiizt Kigingeschnitten, Membran do.
teicht bedeckt
2 Kaninchenhaare von ménalichen Kaninchen, Rasse Memnpeschitton, Membran  frisch
*Wew Zealand While* leicht bedeckt
3 pheromanimpeignierts ¥ Gummikappe war Gber Wochen b ¥4 Gummikappe «18°C, fest ver-
Gummikappe (PIG) Kantakt mit i wiro saugenden, aduk- schiossen
ten Zeckon der jeweiigen At
4  Rinderhaar-Extrakt A frisch geschorens Stierhaare 3x jo 100l kurzzeig 18°C,
20 min lang in Hexan / Oidthyldthes-  (w 0.5g Haare baw. 25cm2  sonst -80°C, fest
Gernisch (1:1) gewaschen (insgesamt  Rindiliche]; verschiossen
10 mi Lisemitiel / g Hasre); Uber- Fetigehalt des eingeengien
stond des Exirakies unter Luftstrom  Exiraklas 37 - 00 my /b
auf ca. 20 voi% elngeengt
& Rindemaar-Exyakt B Extraldion wie oben, jedoch Losemitiel S0 il {~ 0.25 g Haare baw. dio.
Dichlomethan (10 mi/ 1.5g Haare], 12 em? Rindfacho); Fetige- ’
auf ca. 30 vol% eingeengt hall ca. 10 mg / mi)
€ Rinderhaare von jungen Slieren {Simmentaler} Kelngeschnitien, Membsan  kurzzeitig -18°C,
leicht bedeckt sonst -80°C
T Rinderohr-Extrald 3x'Waschung der Innenseite dessel  Extrald Bx diinn mit Pinsel  kurzzeitig -18°C,
ben Stierohres milinsgesamt 100ml  sufMembran aufgetragen  sonst -80°C, fest
Hexan / DisthvlitherGemisch {1:1); verschlossan
Uberstand des Extrakies untes Luli-
strom auf ca. 5 vol% eingeengl
Safine HalkLisung 0.9% ¢a. 200 +H'C
9 synihetische Phoromon-  ortho-Nitrophenol : Methylsdicylal §,  0.01: 100 pg § aufgetras  SPM: -18°C, fest
Mischung 1 fr A varie- i Athanal gen dirakt auf die Membran  verschiassen
galum (SPM1-Av)
10 synthetische Pheromon-  ontho-Nitophenal : Methytsalicy- 10:3:30pg$, nach Ver dio
Mischung 2 fir It : Pelargonsdure § {Nonansdure), in  damplen des Lisemiltels '
A vanegalum Dichlommethan {100 yl) und Eindringenin
{SPM2-A.v) ¥ Gummikappe
11 synlhefische Pheromon-  ontho-Nitropheno : iso-Buttersiure 1:1:04pg§, nach Ves-  SPWE 18°C, fest
Mischung fir {2-methyipropanoic acid) : Benzak dampfen des Losemitlels  verschiossen;
A hebrasum (SPM-AL}  dehyd §, in Dichlormmethan {100 i} und Eindringen in
Y2 Gurmmikappe
12 (SPMAR) % 10% dio. 1:1:01 mg, sonst dio, dia,
13 Zeckenkot der amispre-  von i vilro geflitlerien adutien Zecken  ca. 20 mg (fisch gembrsert  kurzzeilig -18*C,
chenden Arl fr Lasven von sonst -80°C, fest
A, habraeum) verschiossen
14 Zeckenkol derentspre-  von in vivo gefiltierian adutien Zecken  ¢a. 20mg o,
chenden At (+ kurze {enthalt vereinzeilt kurze Wirkshaare)
Wirtshaare)

5 Angelehat en Norval of &, {1991); § angelelnl en Scvin of a1, (1954]; $ angelehnl 6n Apps & o, (1953).
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-

Tab, 2-7 - Benutzte Kombinationon von Fixlerungastimuli .~ Genaueres zu den Einzelstimuli findet
sich unter der jewedigen { )-Mummes in Tab. 2-6 auf der vorigen Seite. Membran-Typen sind in Tab. 2-4
endart Abkiirnmgen: DFK Durchiiub-Fiitterungskammer, FG Fiittersngsgfiser.

Strmulus-Kombination Membran  Kimskammer  Fiilte-
{80 % F) ungs-
Zeckenart f Stadium Typ  Einzelstimuli Typ Temperaluren  system
{, ricines A (2)Kaninchenhaare )] rc DFK
Adulte [Weibchen) {7) Rinderohr-Extraidt
1. ricinus B (2} Kaninchenhaarg T ¢ DFK
Adulte (Welbchen) {7) Rindesoh-Extrakt
(8) Satine
{13) Zeckenkot
B microplus C  (4)Rinderhaar-Exdrakd A T3 (nue 28-4°C DFK
Larven und Adulie {6) Rinderhaare Adutle),
{8} Salne T4
{44) Zeckeniot (+Wirkshaae)
B, microplus D (5 Rinderhaar-Extrakt B Vi 3¢ FG
Adutie {6) Rindeshaare
B, microplus €  (4)Rinderhaar-Exirait A 62 ey »
Larven und Nymphen {6) Saline
{14} Zeckenkot (+Wirtshaare}
8. mmicroplus €  (d)Rindomass-Extrakt A 81 ¢ .
alts Stadlen {6) Saline -
{14) Zechenkot (+Wirtshaare)
B. microplus g (4)Rinderhaar-Exrat S 13'c .
kilnstiiche Adulte (8} Saling C
A varipgatum G (sPMLAY 83 ¢ .
Nyrphea () Rindemass-Exirakt A
(8] Satine
A variegatum g {4 Riddemaar ExrakA Wi ac .
Mannchen {8) Safine
{und Weibchen) {10) SPMZ-Av.

Fortsetzung nichste Selte »
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Tab, 2.7 Fortsezung: ~ Benutzte Kombinationen von Fiderungsstimuli ~ Genaveres Angaben 2u
den Einzelstimui finden sich unter der jeweligen | |-Nummer in Tab. 2-6, Membran-Typen sind in Tab, 24

erkiart. Abkirzungen: DFK Durchflud-Fittenungskammer, FG Fltterungsgiaser.

Stimulus-Kombination Membean  Kimakammer  Fde-
{80 % rF) nngs-
Zeckenart ! Stadium Typ Elnzelstimuius Typ Tomperater  system
A. habragurn ] {5) Rinderhasr-Extrakt B w 'C FG
Larven {6) Rindeshaare
(1) SPM-AN,
(13) Zackenkot
A. hebraeun J {2) Kaninchenhaare V2 . .
Nymphen (1) 5PM-AD,
{2) Kaninchenhaare . .
db. K 3) Ah-pheromonimprag- v2
plerte Gummikppe
A hebracum L {6} Rindethaare Wi . R
Mannchen {Varfiilterung) {13) Zeckankot
dio. " {1} Glaswols . ' [
niar Fixierungstast {H) SPM-AD.
(1) Glaswole . . .
do. N (13 Zeckenot
(6} Rinderhaare " . .
o, 0 (insemar
(1} w » L} »
do. P (19 sPman, x 109
dto. - (11 SPMAL » » »
dio. - {1} Glaswolle . . .
dio. - (S)Rindemazre . » .
A hebresm - {13) Zackenkot . . .

Mannchen und Wabchen
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Die Versuchsdauer war auf 10 d begrenzt. Behandlung [17..] trat in zwei
Versuchsblocken auf (VB1: [17]; VB2: [17B]). Behandlung [22.] fand sich
in 6 Versuchsblcken, wobei in Behandlung [22E] erstmals Fj-in vitro
Nymphen eingesetzt wurden.

Adufte (Tab. 2.9}

Die obere Blatthiilfte (Teil 1} schildert die Art der Vorfiitterung ungeso-
gener Minnchen, die entweder in vivo auf dem Kaninchen oder in vitro
mit einem oder zwei Blutwechsein pro Tag stattfand. Diese (Vor)-Be-
handlungen sind in schraffierten Feldern mit Buchstaben [A - F] kennt-
lich gemacht. Iin Laufe von 5-7 d der Blutaufnahme sollten die Minn-
chen sexuell heranreifen. Mikrobizide in eckigen Klammern waren nicht
stindig im Futterblut, sondern in einem Tauchbad, das der tiglich
20 miniitigen (Behandlung [1): 10 min) Desinfektion der Membran-Un-
terseite diente. Die in Teil | vorgefitterten Mannchen kamen erst in
Teil IT (untere Blatthiilfte) it ihren Partnerinnen zusammen.

So bildeten z. B. Minnchen der (Vor)-Behandlung [C], nachdem
sie mit Weibchen zusammengebracht worden waren, die darunter ste-
henden Behandlungen [3), [4], und [5]. in den Behandlungen [1 - 3] ver-
blicben die Minnchen auf den Membranen und ungesogene Weibchen
wurden hinzugefligt, in den restlichen Behandlungen wurden sie von
den Vorfitterungs-Membranen abgeldst und kamen in frischen Fiitte-
rungsglisern mit den Weibchen zusammen. Es wurden insgesamt
16 Behandlimgen in 5 Versuchsblocken durchgefithrt. In den Behand-
lungen [1 - 3] fand der Wechsel des Futterblutes nur einmal tiglich, in
allen anderen (aufer [22C]: 2x tiglich) dreimal pro Tag statt. Behand-
lung [17G] wurde in derselben Versuchsreihe tnit Fp-in vitro Nymphen
wiederholt [17F].



NYMPHEN

] Tab. 2.8 - Behandlungsiberelcht Amblyomma hebraeum Hymphen -
Alen Behandingen wrde 2 g Ghukose /1 und, wenn nicht 8ndess vermerkdt, ATP und Glutathion  beide ¥0 mmol / 1) hinzugelOgt. A hebraeum
ungssogene Nymphen
Norsuchsdauer, 10Tome
i n ¥ i t [4 [
Blutwochsel X malpro Tag 3 X
4krobizide im Futbsrblut | s
Baderizid GEMWN § [ aens | P S {00 GENS | GENSO | P10 | G E N 5
) Fungizid/ Bostrahlung _ UV-C 5min_tagiich ¥Y S 1010 NYS & NG
T T TR ) B e e T R e T e T e T e Y e P e T P TR e D e P
. | Qoschitiel | | _peschitiol | kain
Bemerkungen . ATPIGSH
Versuchsblock Nr _ Versuchsblock 1 _ V¥srsuchsblock 2
Fortsetzung
ungesogeno Kymphen
Versuchsdeusr: 10 T,
i n v i t r )
Blutwechss! X ol pro Tag 2 X
Wikrobizide i Futtecbhd | a
Baorizid 6__E N 5
Fungiid/ Bostrahhing __ N_Y _8 oo
L Bohondlungs Nrik 71224290 {225 FI29G] 22H | 22 B HLE 2524 ROES 20 it [ 0l 20 MBS WS JQ LD 7| e Sy SR F i
N Bl i 10 %0 j Blut mit 0%
Bomerkungen Hotvereidotior 39.9._"_ oM5Q
Versuchsblock Nr 3 _ 4 _
paconazol 0.1 pg iml
Mysietin 10G 1€ 1l
MYSZUV-C  Hystatn 1000 / o end Uv.C-Bestahiung
PRO Propylonglycd
P8 100 Peniziin 1001E 1 m und Slraplomyein 100 g § i
setative Lislouche
WL o 7
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Te il | Allen Behandiungen war 2 g Glukess /! sowis ATP und Ghilathion (belde: 10 mmol £ [} hirzugetigt A, hetrwsum
ALngesogene Mbnnchen
Nomuchadaer S.2Topn
f n ¥ I ¥ '] l n ¥y I t 15 o
Bluhrachsal X malpro Tag 2x
Mikrobirida im Futietbiul zeckenemplingliche ménnliche Keninchen {Welsser Neuseelinder) je
Baklevizid GEN &
Fungind! NYS 160
s B e nidiba g, JrsoAds B e st e S D e A R e Bt _%ﬂ”m?svéﬁ? e R R S R g
- : i : i i _5_55.
- i : ! H Minnch
Te I | 1l ' : i ; i :
vorgefitierie Minnchen H : : ! ! :
indungesogens Walbchen | | P “ :
Mesuchadauer: 14 Tage i » LI R R B’
_E.l‘._.:.._s e | vargelallerle Wannchon aufl  Irische Membran {dberirogen wund ungesogens Weibcnen Minzugelag!
Blutwochsal X malpro Tag | 2x | 3 x
Wikrobizide im Fullabul ] a ] 2
GEN & P$ 100 GENS GEN 5
NYS 10 1TR_ 01 NYS 30 in kg NY$ 100
A R R I B o B A P e s e D B L T E A L e e o B S e P i A R
B sciwere geschaileli Iinstilehe
Bambikungen vollgetoganen Walbthen eusseigewthnlcher | _bakleniel Infoklign - Minncheo
geomist Befall il Pifzan |u. Welbeh,
Versuchsblock Nr. | I | 11 | 11z IV | v
_Badeutung Badsulung_
liraconazol 0.4 g £ ad
NYS 10 Wystatin 1G1E £ ml Mbsobizick: in eckigen
MYS 100 Hystatin $001E 7 ml JKiamanecn | | wurden iagich
NYE & ING blystatin 400 IE £ ml ung UV-C-Bastiahiung wihrand 20 min als Tauchbad
PRG Progylenghykol fir die embran-tiniersede
PS 100 Feniiin 100 [E £ ml und Streplomycin 100 g ¢/ mt berutz (Behandhmg (1] 10 min).
4 relative LuRfauchis
WV Besirahlung {Distanz 7om
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2.10. Versuche mit adulten A. hebraeum auf
Kaninchen und Rindern

2.10.1. Vorfiitterung mannlicher A. kebraeum auf Kanin-
chen

Durch das Vorflittern ungesogener A. hebraeum Ménnchen auf dem Ka-
ninchen sollten optimal sexuell gereifte Mannchen in den in vitro Ver-
such mit Weibchen kommen. So konnte die Entwicklung dieser Weib-
chen eindeutig auf den Einfluf der eigenen, kiinstlichen Fiitterung zu-
riickgefiihrt werden. Dies war notig, um bestimmte Behandlungen, d. h.
Arten der in vitro Fiitterung besser miteinander zu vergleichen. Es wur-
den natitrlich auch Versuche mit in vitro vorgefiitterten Mannchen unter-
nommen. Besonders erwihnt seien die Behandlungen [22C), [17G] nnd
[17F}.

Die Infestierung, d.h. das Aufbringen von ungesogenen
A. hebraewm Minnchen auf die Kaninchen (Oryclolagus cuniculus) geschah
folgendermaflen: Den 1.6 - 3.5 kg schweren ménnlichen, noch nicht mit
Zecken in Berilhrung gekommenen Kaninchen (Weile Neuseelinder)
wurde frijhestens eine Woche nach Ankundt in unserer Tierhdltung mit
Hilfe einer Kleintier-Schermaschine mit geschirften Klingen grofiflichig
die Rtickenhaare kurzgeschoren (3 mm}. Ein aus weiemn Leinen ge-
bautes "Stoffhaus” wurde mit Haushalts-Kontaktkiebstoff auf dieser Fla-
che befestigt. Die Tiere erhielten einen gut sitzenden Plastikkragen, um
ein Aufkratzen des Stoffhauses zu vermeiden.

Tags darauf wurde die synthetische Pheromon-Mischung fiir
A, hebraeum (SPM-A k., Nr. 11) auf die ca. 100 - 150 em2 groSSe Hautfliche
getropft. Diese Mischung bestand aus ortho-Nitrophenol : iso-Buttersiure
(2-methylpropanoic acid): Benzaldehyd tm Verhiiltnis 10:10:1ug in
insgesamt 100 pl Dichlormethan. Die Substanzen und deren Verhiltnisse
wurden aus einer Studie von Apps etal, (1988) abgeleitet. Die auf das
Tier aufgetragene Pheromonmenge entsprach (pro cm2) etwa derjenigen
je Futterungsglas in vitro. Die Konzentration an Pheromonen pro pl
Dichlormethan lag in vive 10fach hther als tm in vitro Pheromongemisch;
daher ist die letztendlich verabreichte Menge Losemittel in beiden Fillen
gleich (100 ul). Sekunden nach dem Aufiropfen wurde entsprechend
dem Gewicht des Kaninchens 40 oder 80 Zeckenmiinnchen hinzugesetzt
und das "Haus" mit Klebeband verschlossen. Einige Male blieben die
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Kaninchen in der folgenden halben Stunde auerhalb, des Kifigs und
wurden beobachtet, ob sie durch die Geschehnisse auf jhrem Rticken
(Heramlaufen und Massenfixierung von Zecken) beunruhigt wiirden.
Einen Tag spiter wurden nichi-fixierte Zecken abgesamumelt. Die Kanin-
chen erhielten Standardtrockenfutter und Leitungswasser ad ibitunt.

Nach 5 - 7 Tagen wurde der Kragen entfernt, des Stoffhaus aufge-
schnitten und die vorgeftitterten Miinnchen mit einer gebogenen Pin-
zette vom Ricken abgezupft. Die festklebenden Teile des Stoffhauses
verblieben auf dem Fell und 18sten sich nach und nach von selbst. Haut-
irritationen durch den verwendeten Kleber wurden nicht beobachtet.
Enge Holzkisten zur lmmobilisierung der Kaninchen bei der Arbeit mit
den Zecken konnten ersetzt werden durch Geduld und ruhiges Vorge-
hen. Um die Tiere schon vor der Infestierung an die Manipulationen und
Gerdusche zu gewdhnen, wurden sie einige Tage vorher tiglich aus dem
Kifig genommen, gestreichelt und ihnen zugeredet. Den Kragen, das
Stoffhaus und die Zecken auf dem Riicken tolerierten die Kaninchen
bemerkenswert rasch und gut. Trotz des massiven Besatzes von bis zu
80 Zeckenmlinnchen je Tier (3.5 kg) traten keine Probleme wie Beunruhi-
gung oder gar Panik, Kratzen, Eitern oder nennenswerte Schwiichung
auf. Beim Abldsen der Zecken blutete es nicht oder nur geringfitgig und
die betreffenden Stellen verheilten rasch.

2.10.2. Infestierung von Rindern mit kiinstlichen adul-
ten A, hebraeum

In den Rindboxen fiir die Zeckenzucht bei Ciba in St. Aubin wurden
gleichzeitig die Schwinze von vier jungen Stieren zuerst mit
35 minnlichen und drei Tage spiter mit 30 weiblichen A. hebraeum in den
untenstehenden Kombinationen infestiert. Auf zus#tzliche Fixie-
rungsstimuli konnte verzichtet werden

+  Rind I kiinstliche Mannchen und kiinstliche Weibchen (beide her-
vorgegangen aus in vitro gesogenen, natirlichen Nymphen)

+  Rind II: natirliche Mannchen und natlitliche Weibchen (beide ge-
schitipft aus auf Rindern gesogenen, natiirlichen Nymphen)

+  Rund IIL: kéinstliche Mannchen und natiirliche Weibchen

+  Rind IV: natiirliche Mirnchen und kinstliche Weibchen

Einige Monate spater wurde ein fiinftes Rind infestiest:
+  Rind V: F1-in vitro Minnchen und Fy-in vitro Weibchen
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Am d 4 {(d 0 = Tag der Infestierung mit Weibchen) wurden alle nicht-F-
xierten Minnchen und Weibchen entfernt und ab d 7 der mit Leinenstoff
umhiillte Schwanz tiglich auf abgefallene Weibchen kontrolliert und
diese herausgenommen. Spitestens zwei Wochen nach Aufsetzen der
Weibchen wurden die Rinder von allen verbliebenen Zecken befreit. Die
o. g kiinstlichen Adulten [Rind I, Ill, IV] hatten sich aus in vitro geftit-
terten Nymphen der Behandlungen [14, 15] und [17] gehéutet und wur-
den vor der Verteilung auf die Rinder zusammengernischt, Ein Teil die-
ser Zecken wurde parallel zu den in vive Versuchen itber Membrenen in
den Fatterungsglisern gefittert (Behandlung [17F]; siche Tab. 3-16). Die
Fi-invitro Zecken [Rind V] hitten ihren Lebenszyklus mit Hilfe der
in vitre Fiitterung vollzogen, zuletzt als F1-in vitro Nymphen in Behand-
lung [22E]. Mit den daraus gehduteten, ungesogenen Fy-in vifre Adulten
wurde 10 Monate spiter das Rind infestiert.

2.11. Die Versuchsauswertung

Detaillierte Erliuterungen zu den Begriffen *Versuchseinheit, 'Behand-
lung' und 'Versuchsblock' finden sich in Kapitel 2.4..

2.11.1. Fixierungsversuche
Zu Beginn der Arbeit wurde in Experimenten in vivo und in vilro die An-
zahl fixierter Zecken 1d nach Infestierung (n. 1.) aufgezeichnet. Spéiter
und insbesondere in den zahlreichen Versuchen mit A. hebraeum Nym-
phen wurden die Fixierungsraten erst am d 4 bestimmt. Das Abzihlen
auf Membranen festsitzender Zecken 1d n. L. bedeutete, aufler fiir die
leicht erkennbaren Adulter, immer auch eine erhebliche Stdrung des Ex-
periments. Die meisten Versuche, in denen Fixierungsraten aufgezeich-
net wurden, waren eigentlich zum Zwecke der Piitterung engesetzt
worden. Djese Experimente soliten nach Méglichkeit nicht durch lang-
wieriges Kontrollieren und Zihlen festsitzender Zecken, besonders der
Nymphen, beeintriichtigt werden. Daher empfahl sich eine Zeckenkons
golle erst am d4, da spitestens dann auch alle fixierwilligen und
-fahigen Zecken sich fixiert haben sollten (Rechav etal,, 1977; Norval
etal, 1992a) und gleichzeitig noch nicht mit vollgesogen abgefallenen
Exemplaren gerechnet werden mufite. Larven-Fixierungsraten in den
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Fiitterungsglisern kounten, von Ausnahmen abgesehen, nar durch vi-
suelles Abschitzen der Differenz aus arufgetragenen und vollgesogen
geernteten Zecken geworinen werden, '

Zur Beschreibung der Fixierung der Zecken wurde der Prozent-
satz fixierter Zecken an allen in die Behandlung eingebrachten Zecken
{relative Hiufigkeit in der Stichprobe; p =x-100/n) und das 95 %-Ver-
trauensintervall der Binomialverteilung von n und x berechnet (Sachs,
1984). In Behandlungen, die nur aus einer Versuchseinheit (VE) bestan-
den, 2z B. Lricinus auf der Durchfluff-Fiitterungskammer oder
A. hebraewm auf jeweils einem Rind, wurden sinngemif der Prozentsatz
fixierter Zecken pro VE bestimmt. Die exakten, unteren und cberen Ver-
trauensgrenzen (x,; o) fir x (relative Hiufigkeit in der Grundgesamt-
heit) ergaben sich nach den folgenden Formeln

(x + VF )
o - mit Frc: = 2(x+1), FO2 = 2(n-1))

n-x+ (x+ 1)F

X .
Mua mit Fieg1 « 2(n-2+1), FG2 « 2x)

x4+ n-x+ 1)F

wobei n die Anzahl der verwendeten, x die Anzahl Qer fixierten Zecken
war, FG, die Freiheitsgrade des Zihlers (x), FG; die Freiheitsgrade des
Nenners (n} und F die aus Tabellen ersichtlichen, oberen Signifikanz-
schranken der F-Verteilung flir P = 0.025 waren (Sachs, 1984). Zur Ver-
einheitlichung wurden auch bei n < 70 die Werte ftir 3, x, und =5 in %
angegeben.

Das Vertrauensintervall umschiof umse enger den Wert 5, je
groBer n war, d. h., je mehr Zecken verwendet wurden. Auch wurde der
Vertrauensbereich mit wachsendem n und mit p nahe 0.5 zunehmend
symmetrisch. Die Menge Zecken pro VE (Fiitterungsglas) reichte im Ex-
tremfall (Larven ausgeklammert) von 5 Individuen (ungesogene Minn-
chen) bis 2u 118 Individuen (Nymphen).

Zur Uberpritfung der statistischen Signifikanz unterschiedlicher
Fixierung zwischen zwei Behandlungen wurden die Rangsummen der in
den jeweiligen Fltterungsglisern erreichten Fixierungsraten mit dem
verteilungsunabhidngigen Mann-Whitney LI -Test ausgewertet (P < 0.05).
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2.11.2, Fiitterungsversuche

Bei Infestierungen auf Tieren kam es zum regelrechten "Abfallen” voll-
gesogener Zecken. Bei in vitro Versuchen hiitte es hingegen eher "Abld-
sen" heiffen milssen, da die Zecken ja nicht von den waagerechten Mem-
branen "fallen” konnten. Aus Vereinfachung und zur Abgrenzung gegen-
tiber manuell abgeltsten Zecken wurden dennoch, unabhéngig von der
Fittterungsart, nur die Begriffe "Abfallen vom Wirt / von der Membran”
und "abgefallene Zecken" verwendet,

Um den Effekt einer definierten Art der in vivo ader in vitro Flitte-
rung (= Behandlung) auf die Zecken zu beschreiben, wurden miglichst
viele der folgenden biologischen Parameter aufgezeichnet:

Larven

+ Spitzentag des Abfallens

+ Bereich der Tage des Abfaliens

+ Kérpermasse selbstiindig abgefallener Zecken [mg]
+ % Hiutungsrete (Larve zur Nymphe)

Nymphen
Wie Larven, jedoch % Hiutungsrate: (Nymphe zum Aduftus)
* % Weibchen nach der Hiutung der Nymphen

Weibchen

+ Spitzentag des Abfallens

+ Bereich der Tage des Abfallens

+ Kbrpermasse selbstindig abgefallener Weibchen [g]

+ Pr&-Ovipositionsdauer [d]

+ Eier-Konversionsfaktor selbstindig abgefallener Weibchen
+ % Larvenschlupfrate

+ % Larvenproduzierende Weibchen

+ Fertile Eier-Produktion [mg pro Weibchen]

Minnchen
Der Effekt der Fitterung auf minnliche Zecken direkt wurde nur quali-
tativ durch Beobachtung ilwes typischen Paarungsverhaltens (clasping)
notiert. Indirekt wurde der Einflu einer bestimmten Art und Weise der
Fltterung auf die Minnchen durch die Fortpflanzungsfihigkelt der mit
ihnen gepaarten Weibchen erfafit,

Es folgen nihere Erliuterungen zur Erfassung und Berechnung
der bereits angefiihrten biologischen Parameter der Zecken.
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1. Spitzentag des Abfallens [d]: Tag der absolut griSten Zahl selb-

stindig abgefallener Zecken (Modalwert; ‘peak day’). Teilweise fiel
on zwei Tagen die gleiche hohe Zahl an Zecken ab. Waren am letzten
Versuchstsg noch mehr Zecken fixiert, als je vorher en einem Tage
abgefallen waren, so galt das Versuchsende als ‘peak day’. Weibchen
wurden nur lebend und > 200 mg berticksichtigt.
Die oben genannte Schwelie von 200 mg entsprach bei A. hebrasum
etwa 7x der Kérpermasse ungesogener Weibchen (28 + 6 mg, Minn-
chen 26 + 4 mg; beide n = 20) und ca. 8 % der mittleren Masse in vivo
voligesogen abgefallener Weibchen (2.56 g). Dieser Wert war aus
mehreren Griinden gewiihlt worden:

* Norval (1974) fand bei A. hebraeum oberhalb 200 mg in vivo eine li-
neare Bezichung zwischen Masse der Weibchen und Masse der Ei-
gelege, d. h, daB der Eier-Konversionfaktor ab dieser kritischen
Kérpermasse unabhingig von der aufgenommenen Blutmenge des
jeweiligen Weibchens stabil blieb.

* Balashov (1972) nannte ca.10 % der Kérpermasse voligesogener
Zeckenweibchen als das zur Eiablage nétige, kritische Gewicht,

+ Teilgesogene, unbegattete Weibchen von D. variabilis und R. ap-
pendiculatus legten Eier, wenn ihre Kdrpermasse etwa 10x liber
dem Gewicht ihres ungesogenen Zustandes lag (Diehl et al,, 1982).

2. Berelch der Tage des Abfallens [d]: Erster und letzter Tag des Abfal-
lens von Zecken.

3. Korpermasse selbstindig abgefallener Zecken [mg] bzw. [g]: Ge-
messen durch Wigen innerhalb 2 d (Weibchen) nach Ende des Blut-
mahls (= Abfallen); Nymphen binnen 1 d. Abgefallene Larven blicben
bis zum Versuchsende (d 10} im Fitterungsglas und wurden dann in
Gruppen von 12-50 Tieren gewogen. Darstellung: Mittelwert mit
95 %-Vertrauensgrenzen des Mittelwertes. Diese wurden mit nach-
stehender Formel geschitet:

1196 (=)
: R

s

wobel ¥ dem arithmetischen Mittel, s dessen Standardabweichung
und # dem Stichprobenumfeng entspricht.
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4,

Pri-Ovipositionsdawer [d]: Mittlere Anzahl der Tage zwischen Ab-
fallen der Zecke und Beginn der Eiablage mit Angabe der
95 %-Vertrauensgrenzen des Mittelwertes (siche oben).

Eier-Konversionsfaktor [dimensionslos]: Verhilnis der Masse der
gelegten Eier zur Korpermasse des abgefallenen Weibchens (egg
conversion factor). Fiinfundvierzig Tage nach Beendigung der Blut-
mahlzeit des Weibchens wurde jedes Eigelege gewogen. Darstellung:
Mittelwert mit 95 %-Vertrauensgrenzen des Mittelwertes.

Larvenschiupfrate [%]: Bei Schiupfbeginn der ersten, noch fast im-
mobilen Larven wurde per AugenmaB in fiinf Stufen der Anteil der
Eier mit deutlich erkennbaren Embryonen an der gesamten Eimenge
abgeschatzt (0-5, 6 - 25, 26 - 50, 51 - 75 und 76 - 100 %). Eigelege mit
< 5 % geschliipfter Larven fielen somit unter "¢ %". Darstellung: Mit-
telwert mit 95 %-Vertrauensgrenzen des Mittelwertes.

Larvenproduzierende Weibchen [%]: Prozentsatz larvenproduzie-
render Weibchen auf der Basis aller, am d 4 in einer Behandlung fi-
xierten Weibchen (relative Hiufigkeit in der Stichprobe; p =x - 100
/ 1). Darstellung: § mit 95 %-Vertrauensintervall der Binomialver-
teilung von n (Weibchen fixiert an d 4) und x (larvenproduzierende
Weibchen). (Formel siehe voriges Kapitel).

Fertile Eier-Produktion [mg pro Weibchen]: Um einen Gesamtein-
druck der Reproduktionsleistung der Zecken einer bestimmiten Be-
handlung zu gewinnen, wurde die durchschnittlich gelegte Masse an
fertilen Eiern pro Weibchen errechnet (Eimasse x Larvenschlupfrate x
0.01). Als Grundlage diente die Anzahl an d 4 fixierter Weibchen und
die gesamte, in einer Behandlung produzierte fertile Eimasse.
Darstellung: Mittelwert mit Angabe des minimalen und maximalen
Wertes (Bereich). Durch diese Darstellung waren die Daten am besten
charakterisiert.

Von der Berechnung der Parameter 3 - B wurden Weibchen ausgeschios-
sen, die bestimmte Kriterian nicht erfilllten: Kérpermasse <200 mg,
Weibchen am Versuchsende oder binnen einer Woche danach gestorben,
keine Eier gelegt oder Eigelege vertrocknet (die letzten beiden fithrten
nicht zum Ausschluf} beziiglich der "Korpermasse"). War ein Weibchen
am Ende des Versuchs noch auf der Membran fixiert, wurde es nur von
der Berechnung "Korpermasse" und "Eier-Konversionsfaktor* ausge-
schlossen.
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Hiutungsrate (Larve zur Nymphe bzw. Nymphe zum Adultus) [%]:
Verhilinis ins Folgestadium dbergegangener Larven bzw. Nymphen
(x) zu allen vollgesogen abgefallenen (n) (relatwe Hauﬁgkelt in der
Stichprobe; p =x - 100 / ). Darstellung: § mit 95 %-Vertrauensin-
tervall der Binomialverteilung von n und x.

Anteil Weibchen nach der Hiutung der Nymphen [%]: Verhiltnis
Weibchen zu Ménnchen nach der Hiutung vollgesogen abgefallener
Nymphen.

Zur Datenverarbeitung

Die Tabellerkalkulation wurde in Microsoft Excel V. 4.0 auf IBM AT-
kompatiblen Personalcomputern durchgefiithrt. Zu statistischen Berech-
nungen diente das Programm P-STAT V. 215 auf einer VAX 6320 Sta-
tion. Bei Fragen hierzu und zu statistischen Problemen half ]. Moret vom
mathematischen Institut der Universitit Neuchatel.

2.12. Akarizid-Test in vitro mit A. hebraeum
Nymphen

2.12.1. Das Prinzip

Als Basis diente die Art und Weise der in vitrp Fiitterung von A. hebracum
Nymphen in den Fitterungsglisern (Standard-Behandlungen [22,
22D, F, G, H], beschrieben in den verigen Kapiteln). Als Fixierungssti-
mulus auf der viskosegestiitzter: Silikon-Membran (Typ V2) wurde die
Kombination ] verwendet. Diese bestand aus Kaninchenhaaren und der
synthetischen Pheromon-Mischung fiir A. hebraeum aus  ortho-
Nitrophenol : iso-Buttersiure : Benzaldehyd, 1:1:0.1 pg in Dichlorme-
than, aufgesogen in YsGummikappe. Die Versuche liefen ttber 10 d. Der
Blutverrat wurde unmittelbar nach der Samunlung mit D (+)-Glukose
(2 g / 1} versetzt und flir maximal eine Woche bei +4°C aufbewahrt. Bei
jedem Blutwechsel wurden Nystatin (1001E / ml) und Gentamicin
(5 ug / ml} hinzugefiigt, desweiteren Adenosintriphosphat {ATP) und
reduziertes Glutathion (GSH} mit dem Ziel einer Endkonzentration bei-
der Substanzen im Blut von 103mol /1. Der Blutaustausch fand
zweimal tiglich statt (8 h bzw. 16 h zwischen zwei Wechsein).
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2.12.2. Die Zecken
Benutzt wurden ungesogene 20 Wochen alte A. hebracum Nymphen aus
der Laborzucht. Die letzten 8 Wochen vor den Versuchen waren sle bef
tags 25°C / 85 % xF, nachts 20°C / 95 % rF in einem 12h: 12 h Lichtzy-
klus gelagert. Zwei Stunden vor dem Test befanden sie sich in der Kli-
miakabine, wo die Versuche abliefen (23°C / 80 % rF).

212.3. Die Substanzen

Ivermectin (22,23-Dihydroavermectin B1; IVM) wurde formuliert in einer
Konzentration von I ppm und 10 ppm in einem Gemisch (Vehikel) aus
Glycerolformal und Propylenglykol (1:1.5), gelagert bei 4°C. Die
Endkonzentration an Vehikel im Futterblut war fiir alle Behandiungen
urd Flazebo (.1 vol%. In der Kontrolle fehlte das Vehikel, IVM wurde
von Anfang an und bei jedern Blutwechsel aus der Smmmlésung dem
Blut hinzugegeben. Die Flischchen wit den Blutportionen wurden
mehrfach von Hand umgeschwenkt und zusitzlich einige Sekunden auf
einen Vortex-Laborschiittler gepreft.

2.12.4. Die Auswertung

Eine Behandlung (eine Substanz in einer Konzentration) bestand aus fanf
parallel durchgefithrten Versuchseinheiten (Filtterungsglasern) mit je
32 +10 Nymphen. Am d 4 {d 0 = Tag der Infestierung) wurden nicht-fi-
xierte Nymphen, die %Gummikappe, der Zahnwattestopfen des Aul-
bewahrungsrishrchens und ein Grofiteil der Tierhaare von der Membran
entfernt. Ab d 5 wurden die Versuche tiglich vor dem zweiten Blut-
wechsel auf abgefallene Zecken untersucht. Diese wurden entfernt, ge-
wogen und zur weiteren Beobachtung einzeln in die Kompartimente von
verschlossenen, doch belifteten 96-Loch Zellkulturplatten (multiwell
plates) dbertragen (28°C/>90%1F, DD). Am Versuchsende (d 10)
wuzrden alle Zecken, auch jene, die sich noch lebend, tof, fixiert oder ab-
gefallen auf der Membran befanden, einer der folgenden Gmppen zu-
geordnet:

1) tot; 2}lebend, aber nicht entwickelt; 3) lebend und antwickelt.
Diese Zuordnung ermdglichte einen raschen Uberblick @iber die akari-
zide Wirkung dieser Substanz. Nach der Fiitterung wurden Zecken als
"entwickelt" bezeichnet, sofern sie mindestens 7 mg wogen. Dies wer die
fir eine Weiterentwicklung zum nichsten Stadium benstigte Mindest-
kisrpermasse.
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3. ERGEBNISSE

3.1. In vitro Fixierung

Die DurchfluB-Fiitterungskammer diente allen Versuchen mit Ixodes ri-
cinus und anfangs auch denen mit Boophilus microplus. Spiter wurde die
Axbeit mit der letzten Zeckenart unter Verwendung der Filtierungsgla-
ser weitergefithrt. Amblyomma variegatum und Amblyomma hebrasum
wurden ausschlieBlich in den Fitterungsglisern auf Membranen gesetzt.

3.1.1. In vitro Fixierung von L ricinus

Zwei Versuche wurden mit der DurchfluBS-Fiitterungskammer auf kleb-
stoffversiegelten PTFE-(Teflon)}-Membranen (Typ T1 bzw. T2) gemacht.
Die Membran T1 erhielt als Stimuli die Kombination A (Kaninchenhaare,
Rinderchr-Extrakt), Membran T2 die Kombination B (wie A, zusitzlich
Saline und 1 ricinus-Ket), In beiden Versuchen begannen sofort nach
Aufbringen der adulten Zecken auf die Membran die Mé#nnchen mit den
Weibchen zu kopulieren und lieen sich in dieser Stellung von ihren
Partnerinnen umhertragen, ohne sich jemals selbst zu fixieren. Im ersten
Versuch bedeckte der Rinderohr-Extraki nur eine, parallel zum Blutfluft
verlaufende Hilfte der Membran. Dort waren 23 h nach Infestierung
(n. 1) 56 % der Weibchen (21 - 86 %; 5 / 9) fixiert, auf dem Extrakt-frefen
Teil der Membran keines (ohne Tab.). In den Stunden zuvor war ein
wechselndes Lésen und Festsetzen der Weibchen zu beobachten, bevor-
zugt direkt neben- bzw. untereinander mit einem Maximum von
8 fixierten Weibchen 22 h n. L. Der spater durchgefiihrte zweite Versuch
zeigte 17 h n. I. 60 %, in Farm einer Ansarmmlung (Klumpen, "Cluster”)
auf der Membran fixierte Weibchen (36 - 81 %; 12 / 20) (ohne Tab.).

3.1.2. In vitro Fixierung von B. microplus

Zuerst seien Versuche mit der Durchflu-Fiitterungskamumer geschildert.

In zwei, auf klebstoffversiegelten PTFE-Membranen (Typ T4) mit der

Stimujus-Kombination C {Rinderhaar-Extrakt, Rinderhaare, Saline und

arteigener Zeckenkot) gemachten Versuchen, waren nach einem halben
" Tag30-50 % der Larven fixiert (Tab. 3-1). In drei Versuchen mit
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vom Rind gesammelten, ungesogenen Adulten nutzte einer den Mem-
bran-Typ T3, die beiden enderen den Typ T4. Im ersten Versuch waren
1d n.L etwa 73 % der Weibchen fixiert, im zweiten und dritten Versuch
50 % bzw. 100% (Tab. 3-1). Alle Versuche wurden mit Blut unterschied-
licher Rinder durchgefihrt. Die Bildung von Clustern wurde nicht be-
obachtet, sehr wohl aber das Fixieren der 15 - 30 min nach den Weibchen
aufgesetzten Minnchen in deren unmittelbarer Nihe oder in Umkiam-
merung derselben. Der Anteil fixierter Minnchen betrug durchweg etwa
70 % - 80 %, schwankte indes, da es imumer wieder zum selbstindigen
Abldsen und Festsetzen an anderer Stelle kam.

Flitterungsgliser fir Versuche mit Larven wurden anschlieRend
in zwei Versuchsblécken mit klebstoffimprignierten Baudruche-Mem-
branen (Typ Bl und B2) verwendet, jeweils bestlickt mit der Stimulus-
Kombination E (Rinderhaar-Extrakt, Saline und arteigener Zeckenkot).
Visuell geschiitzt, batten sich auf diesen Membrenen etwa 1d n.l
50 % bis tiber 70 % der Larven festgesetzt (Tab. 3-1}.

In parallel dazu angesetzten Behandiungen mit zusétzlichen 5 g
Glukose /1 Blut bzw. mit durch Gefrierlagerung hiimolysiertern Blut
waren keine Unterschiede in den visuell geschitzten Fixierungsraten er-
kennbar (ohne Tab.). .

Bei beiden Membran-Typen (Bl / B2) wurde beobachtet, daf? sich
viele der am d 1 fixierten Larven in den folgenden Tagen wieder von der
Membran 16sten. Aus dem zweiten Versuchsblock wurde daher bei ei-
nem Fitterungsglas (Normalblut, ohne Glukose-Zusatz} der Versuch am
d 9 abgebrochen und exemplarisch die genaue Anzahl fixierter Larven
bestimmt. Diese waren meist schon an einer Volumenzunahme oder an
ihrer weiteren Entwickiung zu Nymphen erkennbar. Ausgehend von
84 mg in das Aufbewahrungsrohrchen eingeftillter Eier, einer mittleren
Masse von 45:2pug pro Ei und einem Verlust von ca. 10 - 20 Eiern
(ungeschlitpfte Larven) wunde die Anzahl der auf die Membran dieses
Fiitterungsglases gebrachten Larven mit 1860 beziffert. Die Auszihlung
ergab fiir d 9 eine Rate von 31 % fixierter Zecken, lag also deutlich unter
den visuell geschitzten Werten fiir d 1 (Tab. 3-1).
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Tab. 3.1 « J vitro Fixierungsraten von Boophilus micropius ~ Dargestelit sind %-Werle it dam 95 %
Verirauensintervall des Verhdlinisses ‘fixlarte Zeckan f auf die Membran gebrachte Zecken' sowie n als An-
2zahl Zecken oder Versuchselnheiten {VE), In der Spalie "Spezifikationen’ befindet sich der Buchstabe der
Stimulus-Komitination sowie der Membran-Typ und die At dos Fﬁtletungssys&ems. DFK Durchiul-Fitte-
nngskammer, FG Fﬂuerungsgjas «glaser; h Stunden; d Tag.

Zeit nach 1 Zecken [ Spezifi-
Stadium / Ursptung % Fixberung (nfestierung P VE walh Bemerkungen
Larven ca 30.50 13h joca. 200 2 C. T4, OFK -
dio. ca. 5070 19-24h e 5 E.BLFG
1770 100
dio, »10 2h 170 2 E.B2LFG ~
1900
kinstiiche Nymphen 74 {70-79) ca.d4d 1850 1 E Bl FG B)
Adulte {weibchen) T3{50- 92} 17h 15 1 C T3,DFK  Mannchen fidert
70-80%
do. 20{23-m 23h 14 1 C, T4, OFK dio,
dio. 100 {63 - 100) 19h 8 1 C, T4, DFK dio.
dio. 62{47 - 75) 1d 54 3 F.BI,FG  Mannchen fidert
ca. 60 %
dio. 50(35-€5) 24 44 2 D.VLFG nicht gemessan
kinsbiche Adulte 34(19-53) 3¢ 2 1 F.BL,FG  kinsfiche M3nn-
{Weibchen) chen Mdert M1 %
(54 85 %; 2535)

A) 1FGamd9n. 1. ausgeziit 31 % Foening, B) i Insgesami 5 FaNterungsglasem Wiederioieren becbachicl

Von diesen zu einem Drittel fixierten Larven gelang es nach Vollsaugen
und Hiuten zum nichsten Entwicklungsstadium 74 %, sich als ungeso-
gene kiinstliche Nymphen auf derselben Membran erneut festzusetzen
(Tab. 3-1). Auch in zusitzlichen Flitterungsglisern kam es zur Hiutung
und zum Wiederfixieren eines grofien Teils der Nymphen. Es war nicht
mdglich, deren Anzahl niher zu bestimmen,

In den beiden Versuchseinheiten mit B2-Membranen entwickelten
sich ebenfalls, ausgehend von fixierten Larven, Nymphen, die sich je-
doch deutlich weniger erfolgreich wiederfixierten als in den zuvor be-
schriebenen Experimenten (ohne Tab.). Genauere Angaben hierzu konn-
ten nicht erhoben werden,

Weibchen und Minnchen von B. microplus konnten z. T. aus den
bereits im vorletzten Absatz geschilderten Versuchen mit wiederfixierten
Nymphen auf der Bl-Membran gewonnen werden. Von den
5 Fiitterungsglésern, in denen es zur Hiutung und anschliefend zum
Wiederfixieren von Nymphen gekommen war, filhrten 2 zur Entwick-
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lung ungesogener kiinstlicher Adulter, Am d 3 nach Umsetzen aul eine
frische Membran waren davon 34 % Weibchen und 71 % Ménnchen fi-
xiett (Tab. 3-1).

In drei Fiitterungsglisern wurden auch vom Rind stammende
Adulte auf Membranen desselben Typs mit der gleichen Stimulus-Kom-
bination gesetzt. Nach einem Tag erreichten beide Geschlechter Fixie-
rungszaten um 60 % (Tab.3-1}. Zum Vergleich: Auf Kaninchenohren
wiederfixierten mehr als 75 % (Falk-Vairant ef af., 1994).

Auf einer vollig kiinstlichen Membran, der viskosegestiitzten Sili-
kon-Membran (Typ V1), wurde unter Gabe der Stimulus-Kombination D
(Rinderhaar-Extrakt und Rinderhaare) in zwei Fitterungsglisern 2d n. 1.
die Halfte aller Weibchen fixiert vorgefunden (Tab. 3-1). Fixierung von
Minnchen fand auch hier statt, quantitative Angaben fehlen jedoch aus
versuchstechnischen Griinden.

3.1.3. In vitro Fixierung von A. variegatum

Nymphen von A. variegatum wurden in Fiitterungsglisern auf eine kleb-
stoffimprignierte Baudruche-Membran (TypB3) mit der Stimulus-
Kombination G gesetzt. Diese bestand aus Rinderhaar-Extrakt, Saline
und der synthetischen Pheromon-Mischungl (SPM1-Ap) aus
ertho-Nitrophenol und Methylsalicylat. Binnen eines Tages hatten sich
39 % der Nymphen festgesetzt (Tab. 3-2).

Minnliche ungesogene A. pariegatum fixierten innerhalb 1d n. 1.
zu 48 % auf der mit einer Kombination von Fixierungsstimuli (Typ H)
behandelten Wiener Silikon-Membean (Typ W1} (Tab. 3-2). Die Stimulus-
Kombination H bestand sus Rinderhaar-Extrakt, Saline und der
synthetischen Pheromon-Mischung 2 (SPM2-A.7.) aus ertho-Nitrophenol,
Methylsalicylat und zustitzlich Pelargonsdure (Nonansiure). Wurde die
Konzentration von SPM2-Ap. um den Faktor5 erhtht sank die
Fixierungsrate signifikant aul 11 % (4 - 22 %; 10 VE mit je 6 + 1 Zecken;
chne Tab.). Das sogenannte ‘Clasping'-Verhalten der Minnchen zeigte
sich erstmals am d 5 der Vorfiitterung, wenn die fixierten Mannchen mit
einer Vogelfeder, oder wirkungsvoller, von einem an einer Pinzette
gehaltenen Weibchen beriihrt wurden.

Ungesogene Weibchen wurden in vitre zu Minnchen hinzuge-
setzt, die wihrend 5 - 6 d in Fiitterungsgliisern vorgefiittert worden wa-
ren. Soiche Weibchen hatten sich nach 4 d zu 67 % fixiect (Tab. 3-2).
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. i~
Tab. 3.2 ~ {n vitro Fixterungsraten von Ambiyomma varfegatum = Dargestedt sind %-Werle mit dem
95 % Verravensintervall des Verhalinissas derte 2ecken fauf o Membran gebrachte Zecken' sowde

Anzahl i Zecken oder Versuchssinheiten (VE). In des Spalte ‘Spezifkationen’ befindet sich e Nr. des Ein-
zeksfirmubs oder des Buchsiabe des Simulus-Kombination sowie der Membran-Typ. d Tag.

. % Zeltnach  nZecken n Spezifi-
SEWM  fienmg iwesenng adgess  VE  balonen CoenmOen
Mymphen  39(34-44) 14 j022-165 5 G.E3 -
Mawichen  48(35-62) 14 5 12 N W1 -
Welbchen 67(33- 38) 44 15 3 . 13.W mi 9 reffen
Ménnchen
aus i vitro'

3.1.4. In vitro Fixierung von A. hebraeum

3.1.41. Larven

In zwei Fatterungsglisern mit der viskosegestiitzten Silikon-Membran
Typ V1 und der Stimulus-Kombinationl (Rinderhaar-Extrakt, Rinder-
haare, SPM-A k., Kot von Zecken der gleichen Art) wurden je 200 - 300
natiirliche Larven eingesetzt. Drei weitere Fiitterungsgliiser erhielten je
50 - 200 Larven der Fy-in vitro-Generation. Ab d 6 begannen vollgesoge-
ne Larven abzufallen und innen am Fiitterungsglas hochzulaufen. Sie
wurden jedoch erst am Versuchsende (d 10) entfernt und deren Zahl zu-
sammen mit den noch fixierten Exemplaren visuell geschiitzt. Der Anteil
withrend des Versuchszeitraumes festgesetzter nattirlicher Larven lag bei
ca. 30 % und der von Fy-in pitro-Larven bei etwa 30, 60 und 90 % (ohne
Tab.). Die Fixierungsrate von Larven in vivo wurde nicht untersucht.

3.1.4.2. Nymphen

Die Fixierungsrate von Nymphen auf dem Rind wurde 4d n.1. auf
90 - 100 % geschitzt.
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Bevor es in den Flitterungsglisern zu standardisierten Behandlungen

kam, wurde ei-
Tab. 33~ i vitro Fixierung von Amblyomma hebraeum Mymphen: ,
Einflué der Versuchsbldcke (3 Blutwechsel  d) = Dargestall sind %- ne Reihe un-
Werle mil dem 95 %-Verauensintervak des Verhlinisses Yderts 2ek- terschiedlicher
ken fauf die Membran gebrachle Zecken' sowie 0 als Anzahl Nymphen
oder Versuchseinheilen {VE). Die eckigen Kiammem nesnen & Behand- Versuche
lngsnummer entsprechend der Ubersicht Tab. 2-8. VB Varsuchsblock; durchgefiihut.

d Tag; n. |. nach nfestisruny. Diese  w

% Fldlerung ANymghen 1 durch einen

dén.l aufgesetlzt  VE drei I'gen

VB1 Behandhung [17] WES-94 psIz2 4 Blutwechsel
pro Tag und
| dung der Sti-

mulus-Kombination K (Kaninchenhaar und PIG) gekennzeichnet. Die
PIG war eine mit natiirlichen A. hebrasum-Pheromonen imprignierte
Gummikappe. Die Fixierungsraten zweier gleicher Behandlungen, je-
doch in verschiedenen Versuchsblécken durchgefithrt, waren statistisch
gleich (Tab. 3-3)

Die Zugabe der Bakterizide GEN 5, GEN 50 oder PS 100, einherge-
hend mit tliglicher UV.C Bestrahlung der Membran-Unterseite oder mit
NYS 100 im Futterblut, hatte keinen Einflu auf die Fixierungsraten der
Nymphen em d 4 n. .. Sie lagen Im Bejeich von 85-90 % (Tab, 121 im
Anhang). Im darauffolgenden Versuchsblock (VB2) wurde in der Be-
handlung [21] GEN 5, NYS 100 imd zusiitzlich noch UV-C verwendet
(ohne Tab.}, Auch diese Kombination hatte keinen Einfluf auf die Fixie-
rungsrate, die hier bei 93 % lag (88 - 96 %; 4 VE mit je 38 £ 2 Nymphen).

Versuchsweise wurde villig auf Bakterizide tm Blut verzichtet. In
diesen Behandlungen, in denen nur Kaninchenhaare als Fixierungsst-
mulus dienten, wurde das Blut mit den tblichen 2 g Glukose /1, doch
ohne Zugabe von ATP / GSH, bis zum Abbruch des Versuchs und Zih-
len der fixierten Nymphen {1d n. L) nicht gewechselt. Das Blut in den
4 Flitterungsglisern (je 43 & 3 Zecken) ohne Bakterizid war im Gegensatz
zur GEN S5-haltigen Behandlung (5 VE mit je 42 £ 5 Zecken) dunkler und
roch auffillig nach H3S. Die Fixierungsrate lag mit 45 % (37-53 %)
signifikant unter den durch GEN 5 vor zu schnellem Verderb geschtitz-
ten Fatterungsglisern mit 71 % (64 - 77 %; ohne Tab.).

Zughtzliches ATP / GSH im Futterblut hatte keinen signifikant
positiven EinfluB auf die Fixierungsraten der Nymphen an @ 4 n. 1. Bei
3 Blutwechsel / d waren diese mit und ohne Zusatz glelch (95 % bzw.
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96 %), bei 2 Blutwechsel / d war nur eine tendenzielle Verschiechterung
(92 % gegeniiber B1 %) auszumachen (Tab. 3-4).

Tab. 3-4 - In vitro Fixierung von A, hebraeum Nymphen: Einflull von zusdtzlichem ATP /GSH - I
der Spalie ‘Spezifikationen’ befindat sich der Buchstabe der Simulus-Kombination sowio der Membran-Typ.

% Fixlerung aNymphen  » .
ddn.L afgesett v ovezikalonen

MUATP/GSH (100mol/)) (178]  85(1-98) 4914 4 JV23xBut/d
ohng Zusatz [20) %(2-98)  je3823 5 dho.
WKATP /GSH (109mel 1) [226]  92(86-96)  jed922 3 J V2 XBul/d
ohne Zusalz [26] B1(74-8T)  jp4022 3 dio.

Andauerndes Schiitteln der Fitterungsgliser (100 Richtungswech-
sel / min; in einer Ebene) brachte tendenziell, jedoch nicht signifikant
geringere d 4-Fixierungsraten in verschiedenen Behandihungen desselben
Versuchsblocks. Sie lagen bei Gabe von GEN 5 ungeschiittelt bei 89 %,
geschattelt bei 82 %. Mit PS5 100 waren es ungeschiittelt 88 %, geschiittelt
1 % (Tab.3-5). Die Unterseite der Membranen aller ¢4 Behandlungen
wurde tiglich mit UV-C bestrahlt.

Tab. 3-5 - In vitro Fixlerung von A. hebrasum Nymphen: Einflut stindlgen Schittslny -

% Fixderung nNymphen n Speifikat

dén.l aufgesstt  VE
ungeschitelt {mit GEN 5) [12) 89{85-93) joS6+18 4 J V2 But/d
geschitiell {mil GEN 5) [13) 82{77-86) jeB3t18 5  J, V2 3uBut/d
ungeschitial (mil PS 100} [12] 92 (85 - 96) 6z S 4,v2, 3 Blutid
geschittedl (mit PS 100} [13} 81 (74-8N 59418 &  J,V2 ixEutrd

Aus der nichsten Abbildung 3-1 wird deutlich, daf die Anzahl
Nymphen pro Fitterungsglas (Membranfliche ca. 9 cm2; 16 - 118 Indi-
viduen) nicht auf die Fixierungsrate wirkt, Doch wurde aus Grinden der
Vereinheitlichung in der Folge versucht, jeweils 30 - 40 Jebende Nym-
phen pro VE zu benutzen.
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Abb. 31 = in vitro Fixierung von A hebraeum Nymphen: Einflul der Besatrdichie -~ Alle Filtte-
nungsglfser kamen ous verschiadenen Behandiungen eines Versuchsblocks mit dreimaligem Bhstwechsel
pro Tag unter Verwendung der SSmedus-Kombination K. Die Behandungen hatten vergleichbare Fixie-
nongsraten (P < 0.05; Mann-Whitney (FTast).

In einigen Versuchen wurde die Fixierung von Nymphen nicht
nur am d 4, sondern auch am d 1 n. L aufgezeichnet und nicht-fixierte
Zecken dann entfernt. Es lief sich feststellen, daf die Anzahl fixierter
Nymphen in 5 von 11 Behandlungen von d 1 u 4 nur um 1- 3% zu-
riickgangen und in den restlichen véllig stabil geblieben war (ohne
Tab).

Nun wurden die beiden Stimulus-Kombinationen K und J, die
beide Kaninchenhaare enthielten, verglichen. Die Kombinabon J besafl
jedoch statt der PIG eine Gummikappe mit SPM-A k.. Die Fixierungsra-
ten der Nymphen .. o it Fixierung von A hebrasum Symphen bel ver

waten mit 94 % bzw.  schiedener Pheromon-Herkunfi ~ Abidrzungers IG mil natliichen
95 % gleich (Tabelle A hebreum-Phamomonen Imprigniorto Gummikeppa; SPM-AR. syn-

16) thelischa Pheromon-Misohung filr A hebreeum.
Die Haufig- wrodoms s o
keit, mit der das Fut- dénl. aigessti  VE

terblut  gewechselt mil PG [22) 94 (89 97) 310 L3

e, becinflubte | oopah o sm-% %18 5
die  Fixierungsrate ihadind hBs

der Nympben nicht.
Diese betrug {(Versuchsblock 2) 95 % bei 3x Bluttausch / d (Tab. 3-3) und
94 % bei 2x Bluttausch / d (Tab. 3-7).
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Bei der in vitro Ftterung von A. hebracum Nymphen wat die Be-
handlung [22] je einmal in § verschiedenen Versuchsblocken auf, d. h.
mit einer enderen Zetkencharge und dem Blut eines arideren Rindes. Sie
war damit die am hiufigsten durchgefithrte Behandlung. Dadurch lagen
Fixierungsraten tiber einen langeren Zeitraum und @iber Versuchsblocke
hinweg vor. Das machte diese Behandlung zum in vifro 'Standard' der
Nymphen-Fixierungs -und Fiitterungsversuche in dieser Arbeit. Dret der
funf Behendlungen dieses Typs konnten gewertet werden (Tab. 3-7). Sie
zeigten vergleichbare Fixierungsraten von 92 %, %4 % und 95 %, Wie
beim schon geschilderten Beispiel der Behandlungen {17] und [17B] mit
3x Blutwechsel / d war auch bei 2x Blutwechsel / @ das Festsetzen det
Nymphen auf den Membranen unbeeinfluBt von Zeckencharge und
Spender-Rind.

Tab.3-7 ~ Invitro Fiderung von A hebracum Nymphen: Einflub verschiedener Versuchsbibcke
{2 Bhudweehsel f ) - Die Fixjerungsraten der Behandlungen [22F] und [22H} aus Versuchsblock 4 (VB4}
bzw. VBE wurden aus versuchstechnischen Grinden nichi gewertel.

% Fixierung f Nymphen VﬂE Speaifikal

adn.l. aufgesetzl
VB2 Behandung [22) 94(80-97) 03610 5 Kv2
VB3 Behandlung [220) 95(00-08 02929 S V2
VBS Behandlung [22G} 92(85-08)  jed9:2 3 vz

Aufbauend auf der Standard-Behandlung [22] wurden die Fixie-
rungsraten fiir fiinf weitere Behandlungen [25, 27, 28, 31, 29] aufge-
zeichnet: Weder die Zugabe von Hithnereidotter (96 %) noch ehemals
eingefrorenes (1 Woche) und dadurch h3molysiertes Blut (94 %) ver-
mochten die Fixierung der Nymphen zu #ndern. Ebensowenig waren
dazu mit Heparin versetztes Vollblut (90 %) oder der Einsatz von
01vol% eines Losemittelgemisches (Plazebo) aus Propylenglykol und
Glycerolformal imstande (95 %). Nur der Aufenthalt der Fiitterungsgli-
ser in einem Brutschrank bei 36°C / ca. 20 % rF flihrte zu einem tenden-
ziellen, doch wegen der wenigen VE nicht signifikanten Ritckgang an fi-
xierten Nymphen (70 %) (Tab. 12-2 im Anhang).

Die Fixierung von Fi-in vitro Nymphen [22E] lag bel 97 %. Die
Rate dieser klinstlichen Nymphen war sowohl identisch mit der von im
selben Versuchsblock vorhandenen nattirlichen Nymphen [22D] (95 %)
als auch vergleichbar mit der zusammengefaften Fixierungsrate natlirli-
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cher Nymphen aus zwei verschiedenen Versuchsblscken (93 %)
(Tab. 3-8).

Tab. 3-8 « In vitro Fixierung von A hebracusn Nymphen verschledenen Ursprungs -~

Ursprung % ﬁ:ﬂ‘;” " Wﬁlﬁ ot \:E Spezifikationen

atirliche Nymghen 83(20-9)  jedTs1d 8 "

F o viro Mymphen 90590  joadz1d 6 .
3.1.4.3. Adulte

Die Fixierungsraten minnlicher ungesogener A. hebractim auf dem Ka-
ninchen nach Auftropfen von SPM-Ah. bzw. auf dem Rind, wo keine zu-
sitzliche Stimulus-Gabe nbtig war, betrug 1 d n. I stets 95 %- 100 %. Dies
galt in vivg auch fiir Weibchen, die zu bereits 3 d lang am Rind saugen-
den Minnchen hinzugesetzt wurden (ohne Tab.). Praktisch alle Minn-
chen zeigten ab d5 der Blutaufnahme auf dem Kaninchen spontanes
'clasping’, d.h. ohne daB man sie mit einem Gegenstand berithren
mufite, Beobachtungen zu diesem Verhalten nach dreitigiger Fiitterung
der Ménnchen auf dem Rind wurden nicht angestellt.

Simtliche in vitro Versuche mit adulten A. hebraeum fanden auf
der Wiener Membran (W1} tn Flitterungsglicern statt (Tab. 3-9). Prak-
tisch keine Ménnchen fixierten sich binnen 1 h, wenn die synthetische
Pheromon-Mischung (SPM-A.4.} oder Glaswolle alleine auf die Membran
gegeben worden waren. Hinzufligen von arteigenem Kot oder SPM-A.h.
zur Glaswolle oder die Benutzung von Rinderhaaren verbesserte das
Fixieren der Mannchen, Signifikant wurde diese Verbesserung, wenn die
Rinderhaare zusammen mit SPM-A.h. verabreicht wurden (32 % Fixie-
rung). Uberdosierte (x 103) SPM-A.h, zusammen mit Glaswolle gegeben,
fisthrte nicht zum Fixieren von Zecken.
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Tab. 2-9 = In vitro Fixlarung vngesogener A fiabrastny Mannchen = Die Tabele zeigl %-Fixierungs-
raten mit dem 95 %-Verrauensintarvall des Verhalnisses Yfierle Zacken / auf die Membran gebrachte
Zeckan' von 9- 10 Versuchseinhelien mil jo 5 Mannchen. Fiderungsraten chna einen gemeinsamen
Buchstaben sind signifiant wnierschiedlich (P < 0.05; Mana-Whitney L Tesl). Einzalbeiten zu den Slmuii
und deren Konzentrationan finden sich in Kapilel 2.9..

LS e e
nations-Typ Infestierung
SPM-AD. 11 o -7 a
Glaswolle 1 2 {011 &b
SPM-ALA. x 103 + Glaswolls P 4 (-1 =
Zockenkot (A. b) 13 1B (9-3) o
Zeckenkot (A, ) + Glaswolle N 20 (0-34 o
SPM-AN. + Glaswolle M 20 (10-35 b
Rinderhaare , 6 M (13-38) ad
Rinderhaare + SPM-Ah, 0 32 (20.4n d

Nach den soeben beschriebenen Tests von Fixierungsstimuli wur-
den Versuche zur in vitro Vorfiitterung der Minnchen durchgefihrt,
Dazu dienten Rinderhaare zusammen mit Zeckenkot als Fixierungssti-
muli auf der Silikon-Membran (Kombination L; Tab. 3-10}. Die folgenden
Behandlungen wurden parallel in einem Versuchsblock durchgefiihat.
Ungesogene kitnstliche Minnchen fixierten sich 1 d n. 1. mit é0 % signifi-
kant besser als nattirtiche mit 31 % (Tab. 3-10). Nach S - 7 Tagen in vitro
Vorfiittérung wiederfixierten alle Mannchen bereitwilliger auf frischen,
nur  mit Zeckenkot (Stimulus Nr.13) bestreuten Membranen
(6- 7 Minnchen je Versuchseinheit). Kiinstliche Minnchen erreichten
dabei 1d n. 1. Werte von 93 %, ihre natiirlichen Koliegen signifikant
niedrigere 75 %. Spétestens am d 4 hatten sich die Raten der nattitlichen
Minnchen (87 %) deren der kiinstlichen angeglichen (96 %). Auf dem
Kaninchen {iber den gleichen Zeitraum vorgefiitterte natilrliche Minn.
chen fixierten sich in vitro 1d n. I. mit 63 % und steigerten dieses Resultat
bis zum d4 auf 74 % und damit in den in den Bereich in vitro vorge-
futterter nattirlicher Ménnchen (Tab. 3-10).
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Tab. 310« In vitro Fixlerung adulter A. hebraoum ~ Dargastellt sind die %-Werte mit dem 85 %-Ver-
treuensintorvall des VerhBitnisses Yadedle Zecken / auf die Membran getrachte Zecken' sowie nt als Anzah
Zecken oder Versuchseinheiten (VE). Aussagen au signifikanten Unlerschieden zwischen Resultaten
befinden sich Im Text In der Spalte ‘Spezifikationen’ befindet sich die Nr. des Einzelsimulus oder der
Buchstabe der Slimulus-Kombination sowie der Membran-Typ. Eine eventuelle Vorfutierung der Mannchen
daverte § - 7 Tage (d). Abkiirzung: . |, nach InfesBesung.

% Fiiasrung % Fixterung  m Zecken n Spezifke-

Geschiechl / Ursprung din.l ddn.l, aufgeselt  VE ionan
Mannchen, ungesegen MN(26-37) 40(35-46) je2821 10 L, Wi
kinstiche Mannchen, wngesogen S0 {53.68) 67 {5%-75) fa 30 § dio.

Maanchen, ir vivo vorgefitiert 63{51-74)  T44-82) jo7 10 13, W1

Ménnchen, in viftro vorgefittert 75(61-66) 07 (74-94) b 9 dio.
klinstiche Mann., in wiro vorget. 93(85-98)  95(99-89) B7 10 dto.
Weibchen 33{22-45  66{55-80) 7 10 dio.
{mit é&n vivo vorgefitieren Mann.}
Weibchen 46(32-61) €9{55-81) =1 8 o,
{mit fn vilro vorgefiatterten Mann.)
kilnsfiiche Welbchen {mit in vitro $3(51-714) M(59-8Y et 10 die.
vorgefiitterten kiinstichen bnn.)

Klammer{'Clasping')-Verhalten der Ménnchen in vitre 2eigte sich
erstmals am d 6. Dazu muBten die fixierten Mannchen mit einer Vogel-
feder oder, wirkungsvoller, von einem an einer Pinzette gehaltenen
Weibchen beriitut werden. Zu spontanem ‘clasping' wie auf dem Ka-
ninchen (ab d 5) kam es nicht. Auch trat es weniger verbreitet und inten-
siv als in vivo auf,

Wurde 1 h nach dem Besatz der Fiitterungsglaser mit in vitro vor-
gefutterten natiirfichen Minnchen die gleiche Anzahl natitlicher
Weibchen hinzugesetzt, erreichten die letzteren nach 1 d Fixierungsraten
von 46 % (Tab.3-10). Waren beide Geschlechter kinstliche Zecken,
fixierten die Weibchen 4hnlich mit 63 %. Am d 4 n.I verhielten sich
Weibcien beideriei Herkunft gleich gut (69 % bzw. 71 %). Wurden na-
tirliche Weibchen auf Membranen gebracht, auf denen sich auf dem
Kaninchen 'gereifte’ Minnchen befanden, betrug die weibliche Fixie-
rungsrate 1d n. I 33 %, am d 4 n. L. 68 % (Tab. 3-10). Versuche, Weibchen
ohne die Anwesenheit vorgefitterter Minnchen fixieren zn lassen,
wurden nicht unternommen,
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Zusammenfassung der in vitro Fixierung von A. hebraeum

Larven, ob natlirlichen Ursprungs oder aus der F1-in vifro-Generation fi-
xierten sich zu mindestens einem Drittel auf dannen Silikon-Membra-
nen. Flir Nymphen jeglicher Herkunift lagen, bei Kaninchenhaaren und
arteigenen Pheromonen als Fixierungsstimufi, die Festsetzraten auf
diinnen Silikon-Membranen tiber 90 %, d. h. genauso hoch wie auf dem
Rind. Die in pitro Fixierung zeigte sich unbeeinfluft durch die Zecken-
charge, Spender-Rind, Hiufigkeit des Blutwechsels sowie die Besatz-
dichte der Nymphen. Sie war auch robust gegeniiber unterschiedlichen-
Blutzubereitungen sowie zusitzlichem ATP / GSH und unterschiedli-
chen Mikrobiziden im Blut. Ungesogene natiirliche Minnchen fixierten
sich signifikant schlechter (31 %) als ungesogene kiinstliche (60 %). Un-
geachtet ihrer Vorgeschichte fixierten sich vorgeflitterte Mdnnchen signi-
fikant besser als ungesogene. Bis zu zwei Drittel der Weibchen setzten
sich binnen eines Tages in Anwesenheit vorgeflitterter Minnchen auf
dicken Silikon-Membranen fest.
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3.2. In vitro Fiitterung

3.2.1. Kontaminationsprobleme

3.21.1. Pilze

Zu Beginn des Projektes wurde versucht, Zecken auf ciner DurchiluB-
Flitterungskarmmer zu ernihren, meist ohne den Einsatz von Mikrobizi-
den. Dabei traten stindig Schwierigkeiten auf wie Verstopfungen der
Schlduche, der Kammer-Ein- und Auslasse, sowie Blockierung der Po-
lypropylen-Unterseite der Membranen (Typ T1 - 4). Grund hierfir waren
zum Teil Blutgerinnsel, meist aber ungechemmt wachsendes Pilzmyzel.
Anstelle der Anwendung wirksamer Fungizide wurde auf cine Er-
hohung des Blutflues, verstirktes Durchsplilen mit Saline und die auf-
wendige Entkeimung aller Systemkomponenten gesetzt. Das Einsprithen
der Innenseite der Kammer mit Teflon-Spray verhinderte zwar das
Anhaften von Myzel am Metall, jedoch nicht en der Membran-Unter-
seite. Dem Problem des unerwiinschten Wachstums von Pilzmyzel in der
in vitro Zeckenfiitterung wurde erst nach Einflihrung der Filtterungs-
glaser nachgegangen. Aus diesen Versuchen entnommene Pilz-Stich-
proben wurden von PD Dr. O. Petrini (Mikrobiclogisches Institut, ETH
Ztirich) als Aspergillus fumigatus, vereinzelt als A. ochraceus identifiziert.
Aspergillus ist eine fakultativ anacrobe, praktisch tiberall vorkommende
Gattung. Sie gehbrt zu den H8heren Pilzen (Eumycetes).

Unterhalb von Membranen, auf denen sich zahireiche Zecken
festgesetzt hatten, befanden sich entsprechend viele Zementscheiden.
Diese waren von den Zecken um ihre Mundwerkzeuge herurn gebildet
worden. Die Verbreitung von Pilzmyzelien unter der Membran begann
tberwiegend an solchen Zementscheiden. Ein Kontrollexperiment ohne
Zecken und damit auch ochne Zement bildete erst in den letzten Ver-
suchstagen zwei Myzelien aus: eines an einer blasigen Aufwerfung auf
der Unterseite des Silikons, die mit Blut und Luft gefililt war; ein zweites
am Rand der Membran, wo ein Teil des Terylene-Netzes ins Blut hing.
Die Mbglichkeit fiir Pilze, sich in ciner VE anzuhaften und bei den
regelmifligen Kontrollen entdeckt zu werden, stieg also mit der Anzahl
der dort fixierten Zecken. Daher schien es sinnvoller, das tiglich festge-
stelltes AusmaR des Pilzbefalls in einer Behandlung und dessen Bedeu-
tung flir die Zecken nicht durch die Zahl kontaminierter VE darzustel-
len, sondern durch den Anteil an Weibchen, die auf pilzinfiziertem Blut
saugten (Abb. 3-2, Besprechung weiter unten).
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Die Beschichtung der Unterseite der Wiener Membran (W1) mit
einer monomolekularen, abweisenden Schutzschicht aus Polydimethyl-
siloxan (Kiss-Cote®, autorisierter Vertrieb: Emil Miller, electro-
nics / chemicals, CH-8152 Glattbrugg/ZH) verringerte nicht das Auftre-
ten von Pilzmyzel.

Der Versuch, Myzel- und Fruchtkdrperwachstum von
A. fumigatus durch Erhthen des CO2-Gehaltes der Luft auf ca. 5% zu
beeinflussen, schlug fehl. Auf geeigneten Agar-Platten (37°C) ausgestri-
chene Myzelstiicke warchsen und bildeten Konidien hier ebensogut wie
in normaler Atmosphire.

Einen Eindruck tiber die Bedeutung verschiedener Blutzuberei-
tungen fir das Pilzwachstum vermittelten 27 VE aus unterschiedlichen
Versuchsblicken mit B. microplus Zecken (Tab. 3-11). Allen gemein war
die Verwendung der Bakterizide Penizillin (%0 - 100 IE / ml) und Strep-
tomycin (90- 100pg / ml) sowie des Fungizids Amphotericin B
(0.25 ug / ml). Die Mikrobizide wurden beim tglich einmaligen Wechsel

des defibrinierten Rinder-

Tab, 3-11 — Pitzmyzel in unterschledlichen Blut- blutes hinzugegeben. Ten-

zubsroitungen ~ Untersucht wurden 27 Filtaru . :

ghaser mil B microplus. Darstelng als Wit denziell am langsten pilzfrei

Standardabweictung {n). d Tag. (=11d) blieb die Zuberei-
2eil bis zuen Aufireton tung mit dem geringsten Se-
won Pilzmyzel [d] rum- bzw. dem héchsten

Blot it 30 % meht 13561 @ Erythrozytenanlieil. Bet nor-

Enythrozyten malem Verhiltnis dieser bei-

den Blutkomponenten trat

nach etwa 7d Pilz auf,

gﬂ?ﬁj&"‘g;‘m am Wurde durch Hiimolyse der

Inhalt der roten Blutzellen

Blutmit g Glukose /| 3322 {12) den Mikroorganismen zu-

ginglich gemacht, entwik-

kelte sich Myzel bereits nach 4 d (1 Fiitterungsglas). Dies beschleunigte

sich, wurde dem Blut 5 g Glukose pro Liter hinzugeftgt (~3d). Das in

allen Versuchseinheiten vorhandene AmphotericinB (0.25pg / ml)
kormte das Auftreten von Pilzen nicht verhindern,

Es wurde eine Versuchsreihe konzipiert, die ohne Zecken auskam
und den Pilzen optimale Wachstumsbedingungen bot. Damit konnten in
relativ kurzer Zeit und in einem Zustand groftmdglicher Kontamination
verschiedene Fungizide getestet werden (Tab. 3-12). ’

Homnalblut §5¢45 (10}
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Tab. 312 » Blut-Pizkutturen mit verschiedenen Mikroblzldgaben - Ale Versuchsgidser (auBer
Hr. 1a-t *nicht beimpft’) eriielien 1 m einer aus kontamivterten Versuchen gewonnenen, hochangems-
cherten Pighyphen /-myzekSuspension, unsleril audgefilt auf 0ml mit aufgetauiem Rinderblut
{Glukosa 5 g /1; Perviziin 60-100 (E/mi; Streptomycin 90-100 pg/ 1) Nach einar Inkubationsdauer der
geschlossen gehakienen Versuchsglaser von 2d bel 37-38°C wurde das Myzolwachstum quanfiafiv
sechssiufg bewertet (leeres Kastchen = kein Myzel; finf schwarze Kistchen = gesamis Blutoberfidche mit

Myzel bedeckt).

Nr. Art des Behandlung

Pilzmyze! nath
i
Inkubalion Bamerkungen

e nicht beimpf, kein Fungiznd

h .

c .

d .

e .

' L]

25 kein Fungizid + Kanidien

b L] L

c . L]

‘ . .

e L] .

da Ampheotericin B 2.1 g #mé suas + Koniien

b ‘ asas -

et [ L[] *

4a Amphotericin® 21 g fmi [T ] + Konidien

b * [ ] ] ] "

¢ . [ 1]} ’
5a Nystafin 182IE /mi as + Konidien

b * as .

€ - . ___ ’ _
6a Nystaln 1000 IE fmi a keine Konidien

b ‘ a

¢ ! _ a
7a Nystatin 2000 (E /mi a keing Konidien

b ‘ a *

- " a *
8a Methylparsben 0.55mg/ml am keine Konidien

b ’ as .

€ : [ | " _ e
83 Methwiparaben 1.8mgJfmi a keine Konidien, Myzel nicht bis 2ur
b * a Bluloberfiache

¢ - a - -

102 Methyfparaben 4.55 mg /mi (=] keine Konidien, Blut leicht denaturiert
b ‘ a -
u .

. -
Tia Methyiparaben 18.2mgJ mi
h L]

¢ .

Feina Konidien, Biut stark denabwiert

oooQ
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in der Kontrollgruppe (1 = 6), die weder Fungizid noch Myzel-
Suspension erhielt, wurde nach 2d Inkubationszeit, wihrend der die
Glaser nicht getifnet wurden, kein Pilz entdeckt. Die mit Suspension
beimpfte, aber nicht mit Fungiziden versetzte zweite Kontrollgruppe
{n=35) bot erwartungsgemifl den bersten Nahrboden fiir ungehemmtes
Myzelwachstum und Ausbildung von Fruchtkérpern (Konidien) an der
Blutoberfliche. Starke Myzelbildung konnte auch mit Dunkelfirbung
des Blutes ohne HpS-Geruch einhergehen,

Selbst in hoher Konzentration (Gruppe 4, # = 3) blieb Amphoteri-
cin B unbefriedigend und wurde als Fungizid fiir Flitterungsversuche
zugunsten des wirksameren Nystatin (Gruppe 5) aufgegeben (Tab. 3-12),
Die Bildung von Konidien ausgehend vom Myzelpolster wurde auch
von Nysiatin erst bel 10001IE / ml unterbunden. Dies war aber in
Zeckenversuchen kaum ein Problem, da das Blut durch eine Membran
abgedeckt war. Tatsfichlich war Nystatin in Versuchen mit Zecken auch
bei 100 IE / ml ausreichend und kam in manchen Behandlungen sogar in
10fach geringerer Konzentration zum Einsatz. in Blut mit Nystatin
1000 1E / mt und hoher (Gruppe 6 / 7), sowie mit Methylperaben 4.55
mg / ml (Gruppe 10) kounte kein Pilzmyzel entdeckt werden. Bereits ab
1.8 mg Methylparaben/ ml Blut wurde Myzel nur unter der Blutoberfl4-
che gefunden (Gruppe$). Nachteil dieser auch in geringerer Menge
(Gruppe B/ 9} ausreichend fungizid wirkenden und preiswerten Sub-
stanz war indes das bendtigte Losemittel (Athanol), das zu deutlich
sichtbarer Denaturierung des Blutes fiihrte (Gruppe 10 / 11) (Tab. 3-12).
Zwei 'moderne' Fungizide, die Azolderivate Enilconazol (Gruppe Imi-
dazole) und Itraconazol (Gruppe Triazole) wurden direkt im Zecken-
versuch getestet (siehe Abb. 3-2).

Die Abb.3-2 A-F zeigt die Wirkung verschiedener Behandlungen
auf das Auftreten von Filzmyzel in Fitterungsglas-Versuchen mit adul-
ten A. hebraeum. Sie vergleicht jeweils zwei Behandlungen, die sich nur in
einern Parameter unterscheiden. Eine Ausnahme hiervon bildet Teilab-
bildung C, wo nicht nur dle Fungizide, sondern auch die Bakterizide in
beiden Behandlungen ungleich waren. Es zeigte sich, daf Nysta-
tin 100 1E/ml (NYS 100) der 10fach niedrigeren Konzentration eindeutig
tiberlegen war (A). Das war auch die chemische Bekimpfung mit hoher
Dosis {INYS 100) verglichen mit der Bestratdung der Membran-Unterseite
aus kurzer Distanz (7cm) mit einem starken UV-C-Strahler (tiglich
5 min) (B).
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Antell der auf pilzkontam-
riertem  Blut  saugenden
A hebrasum Weltchen an
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chen. In echigen Klammem
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an-
gopeben  (siehe  (Ober
sichtstab. 2-9). Oie schwan-
kendan Kunvemerdiufe er
¥isren sich a) aus der sich
tighich. andesnden Gesarmi-
zahl aller fixierten Weibchen
durch Abiallen wollgesoge-
e Exemplars; b durch
Aufireten von Pilz & zivor
unkontantinierten Filtte-
nevsgiisem; o) seltener
dwech Ausfall eines Fitle-
rungsgtases aufgund sines
Memblankecks. Behand-
lung [8} hatle als Baktedzid
Peniziin 100 1E fml  wnd
Streptomycin §00pg /mi,

NYS 10 Nystalin 10 IE /ml;
UV-C Bastrahiung der Mom-
bran-Unterseite mit UVC
{iaglch Smin  aue 7em
Entfamung).
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Die Gabe eines 'modemen’ Fungizids, dem Tridzolderivat Itraco-
nazo! in der geliufigen Konzentration von 0.1 ug / ml hatte, verglichen
mit NYS 100, eine deutlich schlechtere Wirkung (C). Es wurde versucht,
die Pilze durch ein tdgliches 20mintitiges Eintauchen der Membran-Un-
terseite in ein extrem hoch konzentriertes Imidazolderivat Enilconazol
(1000 pg/mi) zu kontrollieren. Dies war etwa so effektvoil wie NYS 10
im Futterblut (ohne Abb.). Die Reduzierung der Blutwechsel von drei-
auf zweimal pro Tag verringerte auch dss Risiko einer Pilzinfektion (D),
das Schitteln der Fitterungsgliser hingegen schien es geringhiigig zu
erthshen (E). Belanden sich die Zeckenménnchen bereits seit 5-7d zur
Vorfttterung im in vitro-System, so kam es nach deren Umnsetzen auf ei-
ne frische Membran (zusammen mit ungesogenen Weibchen) erheblich
haufiger zur Pilzentwicklung als mit auf Kaninchen vorgefitterten
Ménnchen (F).

Auch bei nur einem Blutwechsel / d {Behandiungen [1 - 3]) war
NYS 100 der geringeren Konzentration (NYS 10} iiberlegen (ohne Abb.).
Erstes Auftreten von Pilzmyzel konnte hier von d 3 auf d 7 hinausgez6-
gert werden, Nur ein Zehntel anstatt der Hilfte der Futterungsgliser
war am Versuchsende von Pilz befallen.

Der miflungene Versuch, auf ein Fungizid im Futterblut ganz zu
verzichten und durch ein tiglich einmaliges, desinfizierendes Tauchbad
zu ersetzen [1], unterstrich nur erneut die Notwendigkeit, unter diesen
Versuchsbedingungen NYS permanent und in mindestens 100 IE / ml zu
verabreichen.

Wie eine defekter Ventilator, der einen starken Einstrom staubiger
Aufenluft in das Labor verursachte, zu unerwarteter Pilzkontamination
fiihren kounte, zeigten die Behandlungen (7B] und [9] (beide N'YS 10 mit
3x Blutwechsel / d). Hier wer in bisher noch nie dagewesenem Mafe
eine Verpilzung aller VE bereits nach 1 Woche festzustellen {(ohne Abb.),
Dabei fiillte in manchen Fitterungsgliisern ein dichtes Myzelpolster, von
der Membran ausgehend, das gesamte Blutreservoir aus.

Zwei andere, parallel dazv durchgefiihrte Behandtungen, die tig-
lich ein Tauchbad in hoch konzentriertem Enilconazol und Gentami-
cin [10] bzw. UV-C-Bestrahlung {11] erhielten, aber kein Bakterizid im
Futterblut hatten, waren méifig verpilzt. Doch fiel hier spétestensam d 7
in allen Experimenten eine starke Dunkelfirbung und penetranter HyS-
Geruch des Blutes auf (N4heres dazu im folgenden Kapitel).

Die Bildung von Pilzfruchtkdrpern auf dan Membranen wurde
nie in Versuchan mit der Wiener Membran (W1) beobachtet, selbst dann
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nicht, wenn es unterhalb der Membranen viel Myzel gab. In Experimen-
ten mit klebstoffimpriignierten Baudruche-Membranen (B1 / B2) hinge-
gen, kam es In allen Pillen zu Konidienwachsturn auf der Membran —~je
mehr Zecken (hier: B. microplus Larven ) fixiert waren, umso schneller
und ausgeprigter. Es schien, als sei diese diinne, hatborganische Mem-
bran von Pilzfiden (Hyphen) durchwachsen worden. Es blieb aber un-
kler, ob dies von einer Verpilzung der reichlich von den Zecken erzeug-
ten Exkremente ausgehend geschah {von oben nach unten) oder vom
Pilzmyzel unterhalb der Membran aus beginnend {von unten nach
oben).

NY5100 wurde zum “Standard-Fungizid” in der in vitro Fitte-
rung von A. hebraeurn Nymphen. Wertvolle Erfahrungen beztiglich der
Kontamination mit Pilzen waren zuvor durch die Arbeit mit adulten
Zecken dieser Art gewonnen worden. Daher trat Pilzmyzel in Nymphen-
Experimenten nur selten, in geringer Menge und meist erst dann auf,
wenn schon ein GroBteil der Zecken vollgesagen von der Membran ge-
fallen waren.

Eine Ausnahme war die Behandlung [30] im Bratschrank bei 36°C
und 95 % rF dank einer wassergefillten Wanne. Dort kam es, vermutlich
nach jedem Blutwechsel, aufgrund der hohen Luftfeuchte zur Bildung
von Kondensationswasser am abgekithlten Glasrohr itber der Membren
(Typ V2). Dieses tropfte herab auf die saugenden Nymphen und deren
Exkremente. Es kam rasch zur Ausbreitung eines alles itberwuchernden
Konidienrasens, was zum Abbruch des Experimentes zwang, Ansonsten
wurde sich bei Versuchen mit Nymphen auf eine routinemiBigen
“Pilzbeobachtung" der Membranen beschriinkt, um Auflergewthnliches
zu erfassen, aber ohne eine weitere Auswertung vorzunehmen.

3.21.2, Bakterien

Nachdem immer wieder, trotz Gabe der Bakterizide Penizillin und Strep-
tomnycin, Versuche mit stark nach HsS riechendem, dunklem Blut aufge-
treten waren, mufiten wirksamere Mikrobizide gefunden werden. Es
wurde bei 27 Fiitterungsglisern an insgesamt 35 Blutwechseln mit ver-
schiedenen Mikrobizid-Gaben eine systematische Gemuchsbeurteilung
vorgenommen (Tab. 3-13). Filtterungsgliser, die den typischen HS-Ge-
ruch aufwiesen, behiclten ihn auch am Folgetage trotz Wechsel des Blu-
tes, Dies war gleichermaBlen der Fall, wenn dem Blut das Fungizid
Nystatin oder Penizillin zusammen mit Streptomycin in sehr hoher Dosis
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zugefdhrt wurden. Gentamicin 50 pg /1 lief hingegen in allen 19 Fillen
seiner Anwendung den iiblen Geruch bei der nichsten Uberpriifung
verschwinden. In keinem von 9 Fillen prophylaktischer Zugabe von
Gentamnicin (50 pg / ml) trat am Folgetag HzS-Geruch auf. Spitere
durchgefithrte Versuche zeigten diesen vorbeugenden Effekt von Gen-
tamicin bereits in 10fach geringerer Konzentration (5 ug / ml; 'GEN 5).
GEN 5 wurde so zum "Standard-Bakterizid" aller weiteren Experimente.
Es wurden keine weitergehenden, systematischen mikrobiologischen
Untersuchungen untemommen.

Tab. 3-43 ~ EInflug versehiodener Mikroblzidgaben auf HoS-Gerueh Im Futterblut - Aus 27 Fitfe-
nungsgissem wurde an insgesamt 35 Blutwechsein eine Prifung auf HoS-Gensch worgenommen. Die
Tabelle gibt die Anzahl der Proben (beim Eglichen Blutwochsel) an, deren Geruchseindnuck der jeweiligen
Kategorie ‘nevkal” oder *HoS" entsprath. Nach eingeleiieler Behandung wurden dieselben Filiferungs-
glaser am Folgetag emeut bequtachtet.

n n
Geruch des Behandlung mil Geruch des ~

Blutes vor Blutes nach Beol lb' :':;:
Behandiung Behandhung gen glaser

neutral HpS  Baktesizid / Fungind neutrall M8 n n

3 eine . 3 3 3

2 Nystain SO0 E /i . 2 2 2

2 Penizilin 1000 IE/ mi - 2 2 2

Straptomycin 1000 JE iml
18 Gentarnicin 50 pg/mi 19 . 19 13
9 . Gentarnicin 50 pg/mi 9 . 9 7

3.2.2, In vitro Fiitterung von I ricinus

Die Kdrpermasse von auf dem Kaninchen vollgesogenen, selbstindig
abgefallenen . ricinus Weibchen wurde von Graf (1978) mit 263 £ 71 mng
(Bereich: 130 - 440 mg; n = 88) beziffert.

In vitro Versuche an dieser Zeckenart wurden mit der Durchflufs-
Fiitterungskammer (DFK) auf den mit Klebstoff versiegelten PTFE-
Membranen T1 und T2 gemacht. Als Fixierungsstimuli dienten die Sti-
mulus-Kombination A aus Kaninchenhaaren und Rinderohr-Extrakt
bzw. B, die zusitzlich noch Saline und arteigenen Kot enthielt. Bis zum
d € nahmen 4 der insgesamt 29 auf die Membranen gesetzten Weibchen
erheblich an Kdrpermasse zu (53 / 61 / 168 / 256 mg), fielen aber nicht
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selbstindig von der Membran und muflten zwischen d 9 und d 11 mit
der Pinzette entfernt werden. In titro legte ein einziges Weibchen (61 mg)
nach ca.3 Wochen wenige Eier (Masse nicht bestimmt), die aber nach
kurzer Zeit vertrockneten. Die 3 anderen Zecken fiirbten sich schwarz,
vetpilzten und starben nach wenigen Tagen. Bereits im Versuchsverlauf
verendeten die restlichen saugenden Weibchen, ohne sich von der Mem-
bren geldist zu haben (ohne Tab.).

Beide Versuche waren begleitet von Pannen wie z. B. Uberflutung
oder Luftblasen unter der Membran. Auch geschah es, daff die DFK
gelegentlich trockenfiel. Nach Abbruch der Versuche zeigten sich die
Fiitterungskammern mit einer Art 'Schlamm' gefiillt, der en der Mem-
bran-Unterseite haftete, aber nicht am Metall der Kammer selbst. Diese
tiefrote Masse bestand aus Pilzmyzel, Fibrinresten und verklebten roten
Blutzellen. Die starke Myzelbildung sowie die u.a. deshalb aufgetre-
tenen Pannen dirften der Hauptgrund fiir den geringen Erfolg der
Weibchen sein.

3.2.3. In vitro Fiitterung von B. microplus

In der Laborzucht auf Rindern erschienen erste aus Nymphen geh4utete
Minnchen ab d 11 (Tag der Infestierung = d 0), die Weibchen ab d 12
(Falk-Vairant efal, 1994). Nach der Blutmahlzeit lag die Kirpermasse
selbstindig vom Rind abgefallener Weibchen bei 236 £ 34 mg (n = 100).

Die invitro Ergebnisse sind in Gruppen gleicher Entwicklungs-
stadien zusammengefalt. Versuche mit der einwirtigen B.microplus
wurden tberwiegend mit ungesogenen Larven gestartet, so daB sich die
Entwicklung zur vollgesogenen Larve und danach {iber die Nymphe zur
adulten Zecke aul derselben Membran abspielte. Erst diese Adulten
wurden auf eine frische Membran iiberiragen.

Im letzten Abschnitt dieses Kapitels finden sich in vitro Versuche
mit natiitlichen, d. h. vom Rind statt von Membranen abgesammelten
Adulten. Die Ergebnisse sind darstellt als Mittelwert mit dem 95 %-Ver-
trauensintervall des Verhiiltnisses der beiden in Frage kommenden
Grisen oder t Standerdabweichung. Da es in manchen Versuchen un-
mdglich war, die Anzahl Zecken zuverlissig zu bestimmen oder auch
nur nach Augenschein abzuschitzen, blieb in diesen Fillen die Angaben
rein qualitativ.
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3.2.3.1. Natiirliche Larven 4

Begonnen wurde utit zwei Versuchen it je ca. 200 Larven in der Durch-
flud-Fiitterungskarnmer auf klebstoffversiegelten PTFE-Membranen (T4)
und der Stimulus-Kombination C. Nach etwa 2 d saugte maximal % der
Larven aktiv, was an ihrer Kotausscheidung zu erkennen war. Withrend
in einem der beiden Versuche am d 5 n. 1. alle Zecken tot waren, hatten
sich in anderen <5 % der Larven vollgesogen und gingen zur pharaten
Phase {iber. Beide Versuche waren reich en Pilzmyzel / -konidien und
Membrantiberschwemmungen (ohne Tab.).

In den Fitterungsglisern wurden zwei Versuchsbldcke (VB)
durchgeftihrt (Stimulus-Kombination E). Einer (VB1) bestand aus 2 VE
auf der Klebstoffimpragnierten Baudruche-MembranB2 und jeweils
1700-1900 angesetzter Larven, ein zweiter (VB2) aus 5 VE mit je
1770 1 100 Larven auf demn Membran-Typ Bl. in VB fanden sicham d 3,
visuell geschitzt, maximal 10 % der Larven in vollgesogenem Zustand
und tags darauf in der pharaten Phase.

in VB2 erschienen ab d 4 in allen 5 Filtterungsglidsern vollgeso-
gene Larven. Schon die Bestimmung der Fixierungsraten (siche Kapi-
tel 3.1.2.) gestaltete sich in diesen Versuchen sehr schwierig, was ebenso
fiir das Abschitzen der Menge vollgesogener Larven galt. Das beispiel-
hafte Auszihlen eines Fitterungsglas ergab 26% (24-28%;
479 von 1860) vollgesogene Larven, bezogen auf alle eingesetzten, oder
84 % (81-87 %; 479 / 568) anf alle tatsichlich fixierten Larven (ohne
Tab.)

in 4 parallelen VE, in denen das Futterblut zusitzlich 5g Glu-
kose / 1 enthielt, traten bereits ab d 1 starke Pilzentwicklung, aber keine
vollgesogenen Larven auf. In zwei weiteren Parallelglisern mit durch
Gefrierlagerung himolysiertem Blut wurden vollgesogene Larven ab d 5
entdeckt.

3.2.3.2. Kiinstliche Nymphen

In einem Versuch utit der Durchflu8-Fiitterungskammer kam es am d 7
n. L. zur Hivtung von Nymphen (<3 % der urspriinglich aufgesetzten
Larven), die sich aber nicht wiederfixierten und vertrockneten.

in den beiden Fiitterungsglisern wit der B2-Membran (VB1) tra-
ten zwischen d 4 und d 5 n. I die ersten pharaten Nymphen auf, die am
nichsten Tap begannen, sich zu hiuten. Insgesamt erreichten <1 % der
in den Versuch gebrachten Larven dieses Entwicklungsstadium. Die
Nymphen gingen innerhalb weniger Tage zugrunde, vermutlich wegen



84 Ergebrisse

des Pilzes, der sich auf der zu einem Drittel tiberfluteten Membran aus-
gebreitet hatte,

Der Zeitpunkt des Auftretens pharater und gehiuteter Nymphen
in den 5 Fitterungsglisern der VB2 (Membran-Typ B1) entsprach dem
der VBL. In dem einen, ausgezéhlten Fitterungsglas hiiuteten sich 21 %
(19 - 23 %; 392/1860) aller aufgesetzten bzw. 82 % (78 -85 %; 392 / 479)
aller vollgesogenen Larven zum nichsten Entwicklungsstadium (ohne
Tab.).

Enthielt das verfitterte Blut zusitzliche Glukose, konnten, wohl
wegen der regelrechten Uberwucherung der Zecken mit Pilzfruchtkor-
pern, nur in einer von 4 Versuchseinheiten pharate (d 5) und gehiutete
{d 6) Nymphen entdeckt werden. Nur eines von 2 Fitterungsgiisern mit
gefriergelagertem Blut brachte es, trotz starker Blagenbildung unter der
Membran, am d 6 zu pharaten Nymphen und am d 8 zur Hiutung erster
ungesogener Exemplare.

In allen Versuchen mit Larven und Nymphen in Fitterungsgla-
sern begannen frither oder spiiter die von den in grofer Zahl saugenden
Zecken reichlich abgesetzten Exkremente zu verpilzen. Zusammen mit
demn sich unter der Membran ausbreitenden Myzel des Pilzes war dies
der Hauptgrund filr den vorzeitigen Abbruch des Experiments.

3.2.3.3. Ktinstliche Adulte

In 4 Fitterungsglisern (Membran B1, VB2) waren ab d 15 n.{. pharate
Adulte zu finden. In Zweien davon, in denen Pilz erst spit aufgetreten
war, hiiuteten sich die pharaten Zecken ab d 16 zu Ménnchen (n = 51)
und ab d 17 zu Weibchen (n = 48). Dies entsprach inggesamt in etwa 3 %
der als Larven in den Versuch gebrachten Zecken. Wurden nun die
kiinstlichen Aduften auf eine frische Membran tberfiihrt {Stimufus-
Kombination F: Rinderhaar-Extrakt und Saline), so saugten 3 Tage spiiter
34 % der Weibchen (19-53 %; 11 / 32 und 71 % der Minnchen aktiv
(54 - 85 %; 25 / 35). Unter der Membran fand sich schon nach 2d Pilz-
myzel. Die Weibrhen nahmen, noch deutlicher als die Ménnchen, eine
unnatiirlich kugelfdrmige Gestalt en und firbten sich dunkel. Thre Beine
versteiften sich, andere wiederum trockneten ein. Das Experiment wurde
nach 5 d abgebrochen.

3.2.3.4. Natiirliche Adulte

Es wurden 3 Versuche auf der Durchfluf-Fitterungskammer und der
Stimufus-Kombination C (Rinderhaare, -Extrakt, Saline und arteigener
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Zeckenkot) unternommen. Benuizt wurden ungesogene 'adulte Zecken,
die, entweder noch pharat oder gerade frisch zum Adultus gehiutet,
vom Rinderrficken abgesammelt worden waren. Dabei kam es in
2 Versuchen (Membran-Typ T4) zu erwihnenswerten Korpermassezu-
nahmen der Weibchen. Im ersten konnte 1 Weibchen (von
14 aufgesetzten bzw. 7 aktiv saugenden) am d 10 mit der Pinzette abge-
zupft werden (68 mg kugelige Gestalt). Es wurde dabei leider verletzt
und vertrocknete. Im zweiten Versuch fielen 3 von 8 aufgesetzten bzw.
aktiv saugenden Weibchen selbstindig von der Membran ab:
+ 66 mg (abgefallen and 7n. 1)
» 58 mg (d 8; Eiablage; kein Larvenschlupf)
+ 152 mg (d &; Eiablage; 11 Larven geschliipft).
Die Masse der Eier wurde nicht bestimmt. Alle 3 Versuche waren stark
verpilzt und, wie bei der Durchflu-Fiitterungskammer iiblich, von di-
versen Pannen heimgesucht worden.

Am Ende der experimentellen Phase der Arbeit wurden
2 Futterungsgldser mit 8. microplus entsprechend den Erfahrungen mit
der in vitro Fiitterung von A. hebraeum angesetzt. Zum Einsatz kam eine
ditnne, mit Viskosefasern gestiitzte Silikon-Membran (Typ V1) mit der
Stimulus-Kombination D (Rinderhaare und -Extrakt). Das Futterblut
(2 8lutwechsel tiglich) enthielt als Mikrobizide GEN 5 und NYS 100. Am
d8/9 waren 39 % der zu Beginn aufgesetzten Weibchen (24 -55%;
17 / 44} aktiv bei der Slutaufnatune. Am d 9 fiel ein Weibchen (167 mg)
von der Membran. Die restlichen 10, am d 10 / 11 noch fixierten Weib-
chen, wurden abgezupft und die Versuche abgebrochen. Die Kérpermas-
se von den Membranen geernteter Weibchen betrug 110 + 60 mg (n =11;
in vivo: 236 mg). Von einigen wurden Eier abgelegt, Angaben liber deren
Eimasse und zu den Larvenschlupfraten mufl ich dem Leser leider
schuldig bleiben, da das entsprechende Datenblatt nach dem Umzug in
ein anderes Labor auch nach eifrigem Suchen nie wieder auftauchte.
Beide Ftitterungsgliser waren bis zum Versuchsende frei von Pilz.

3.2.4. In vitro Fiitterung von A. variegatum
Nymphen. Das Gewicht ungesogener Nymphen lag nach Barré (1989)
bei 0.851 014 mg (2 =42). Nach deren Fiitterung auf Ziegen fond er
55 % daraus schliipfender Weibchen. Auf dem Rind erreichten vollgeso-
gene Nymphen eine Kdrpermasse von 70 + 11 mg (n = 200),
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In vitn wurden zwei Fitterungsgliser mit insgesamt
180 ungesogenen Nymphen auf klebstoffimprignierten Baudruche-
Membranen (Typ B3) und der Stimubus-Kombination G (SPM1-A.., Rin-
derhaarextrakt und Saline) engesatzt. Das Futterblut enthielt ca. 30 %
mehr Erythrozyten als normal, die Bakterizide PS100, das Fungizid
NYS 100 sowie zusitzlich Glukose (2g / 1), ATP und GSH (103 mol / 1).
Es wurde einmal tiiglich ausgetauscht. Die meisten Nymphen beendeten
ihr Slutmahl am d 8 (Spitzentag des Abfsllens). Die Kdrpermasse aller
39 abgefallenen Nymphen lag bei 44 £ 13 mg. Alle in pitro vollgesogenen
Nymphen hiiuteten sich zu adulten Zecken, jedoch mit einem Weibchen-
Anteil von nur 13 %.

Adulte. Barré (1989) fand die Kérpermasse ungesogener Mannchen bei
16.1 2 22 mg (n=31), die der Weibchen bei 31.7 +3.5mg (n =51). Auf
Ziegen verzeichnete er bei abgefallenen Weibchen eine Korpermasse von
3.86 £0.86 g (n =130), einen Eier-Konversionsfaktor von 0.58 £ 0.04 und
eine Larvenschlupfrate von %4 %+ 7 % (n =11). Auf Rindern wogen die
Weibchen 2.05 £ 0.64 g (n = 30) (Centurier & Klima, 1979).

Invitro wurden drei Flitterungsgldsern mit der Wiener Silikon-
Membran (Typ W1) und der Stimufus-Kombination H (SPM2-A.v,, Rin-
derhaar-Extrakt, Saline) ausgestattet. Nachdem dort insgesamt
9 Ménnchen 5 - 6 Tage lang Blut gesaugt hatten und sexuell gereift wa-
ren, wurden 15 ungesogene Weibchen hinzugesetzt. Die Zubereitung des
einmal pro Tag ausgetauschten Futterblutes entsprach derjenigen der
Nymphen, enthielt jedoch sehr hoch dosiertes Nystatin (1000 IE / ml).

Das Abfallen der Weibchen von den Membranen begann en d 9,
der Spitzentag war d 11. Am letzten Versuchstag waren finf von zehn
der am d 4 fixierten Weibchen noch fixiert und wurden nicht gewertet.
Die Korpermasse der abgefallenen Weibchen betrug 1.8 £0.5 g. Von die-
sen legten 3 Weibchen Eier mit einem Eier-Konversionsfaktor von
0.20 + 0.04 (ohne Tab.). Die Pri-Ovipositionsdauer - wurde nicht gemes-
sen, Die Larvenschlupfrate der 3 Weibchen belief sich auf 0%, 42 % und
85 %. In dieser Behandlung, d.h. bei dieser Art der Fiitterung von
A. variggatum, lag der Anteil an Jarvenproduzierenden Weibchen bei
20% (3 - 56 %), die fertile Eierproduktion bei 42 mg pro Weibchen. Die
beiden letzten Parameter beziehen sich auf die am d 4 fixierten Weib-
chen. Pilzmyzel wurde in diesem Experiment nicht entdeckt.
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& aqn
3.2.5. In vitro Fitterung von A, hebraeum
3.25.1, Larven

Auf dem Rind saupende Larven fielen von d 4 - d 6 n. 1. vom Wirtstier ab
und wogen 21 mg (vergleichbar auf 3 Rindern; Tab. 3-14).

Durchgeftihrt wurden die in vifro Versuche in Fiitterungsglisern
auf diinnen, viskosegestiitzten Silikon-Membranen (Typ V1) und der
Stirnulus-Kombination ], bestehend aus Rinderhaaren und -Extrakt,
SPM-A.h. und arteigenem Zeckenkot (Tab. 3-14). Ab d 6 n. 1. war zu be-
obachten, dal Larven nach der invitro Blutmahlzeit innen am Fitte-
rungsglas nach oben krochen. Noch fixierte Exemplare wurden nicht

gewertet. Die Korper-
masse in vitro geflit
terter, abgefallener
Larven war mit
20mg fir natiirliche
und 24 mg fiir Fy-in
vitro Larven nicht sta-
tistisch verschieden
von den 21mg in
vivo, In vitro Versuche
mit tiglich nur zwei-
statt  dreimaligem
Blutwechsel brachten
ebenfalls gute Kor-
permassen (27 mg
22. 33mg 3Grup-
pen mit je 41 - 70 Lar-
ven). Es handelte sich
jedoch in dem Fall
um Larven von El-
tern aus verschiede-
nen in vitro Behand-
lungen (chne Tab.).
Die Hautungsrate in
vivo gesogener Lar-
ven zum nichsten

Tab, 314 - Entwicklung von A hebrasum Larven inwvivo und
in vitro - Gezeigt sind Spitzentag das Ablfallens (Modafwert und Be-
reich), mitdere Kirparmasse mit 95 %-Vertrauensbereich, Haubungsrate
mil dam 95 %-Vertrauensinlervall des Verhalnisses ‘voligesogen abge-
falena Larven/ 2u Nymphen gehdulete Larven', sowie die Anzahl
abgefallener Larven {n), Gruppen {j& 50 Larven) oder Versuchsainhel
&n (VE). Blutwechsel in wir: 3 x taglich. Ergebrisse innarhalb einer
Spalte, gefolgt von unterschiedfichen Buchstaben, waren signifikant
werschieden (P < 0.05; Mann-Whitney (-Tesl). Abkirzung: n.g. micht
gemessen. d Tag nach Infestienuny.

Larven

Parameter  Spizentag  Berelch  KBrpemmasse %H&umngs-
\ desAt-  des  ebgefallener

Sshandwng  falens  Abfallens  Larven [mg] WNJMW}
nativiche s dd-dé 218 72
Larvan (20-22)
o (> 10,000) (13Gmppen) (V)
netddche d6-di0t  20a 85b
Larven ie (9-29  (80-89)
in vitro (SGuppen)  {GVE}

Fy- in vito n dé.d10t 24 84 ab
Larven 9 21-20§  (79-88)
invio (3Guppen)  (5VE)

$ Gewnpener Mittelwert (Weber, 1980); § Gruppengrle untarschiagiich

{12- 50 Larven); $ am letrten Vemd-siag {d 10) noch Larven auf der
Membran fxjert (Anzahi nichl bestimmd).
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Entwicklungsstadium lag bei 72 % (1 Rind); die in vitro Raten waren fiir
natiirliche (85 %) und Fy-in vifro Larven (84 %) gleich (Tab. 3-14).

3.2.5.2. Nymphen

Ungesogene, natiirliche A. hebraeumn Nymphen (8 Monate alt) wogen
0.7 mg (0.6- 0.8 mg; 10 Gruppen mit je 10 Nymphen}). Vom Wirt fielen die
Nymphen von d 4 - d 7 vollgesogen mit einer mittleren Kérpermasse, je
nach Rind und Zeckencharge, von 59 - 72 mg ab {gesamt: 66 mg). Dabei
waren die Ergebnisse 2. T. signifikant unterschiedlich und zeigten im
Laufe des Jahres eine abnehmende Tendenz (Abb. 3-3A), Die Hiutungs-
rate zum adulten Stadium betrug 98 % und der Anteil en weiblichen
Zecken (auf zwei verschiedenen Rindern) 53 % bzw. 61 %. Norval (1974)
fand 60 % der Zecken weiblichen Geschiechts.

3.2.5.2.1. In vitro Standard-Behendlung

In vitro wurde in allen Fitterungsglisern die viskosegestiitzte Silikon-
Membran (Typ V2) verwendet. Versuchsblock1 erhielt die Stimuli-
Kombination K (Kaninchenhaare und pheromon-impragnierte Gummmi-
kappe), alle weiteren Versuchsblicke (VB2-6) die Kombination ]
(Kaninchenhaare und SPM-A.h.).

Nachdem sich in Vorversuchen das Bakterizid GEN 5 und das
Fungizid NYS100 als geeignet erwiesen hatten, wurden diese als Be-
handiung [22] standardmiiBig in jedem der VB2 -6 eingesetzt. Diese
in vitro Standard-Behandlung [22] erhielt in jedem VB eine andere Zek-
kencharge und anderes Rinderblut. In vitro waren, wie schon auf indivi-
duellen Rindern, z. T. signifikante Abweichungen in den Resuftaten zwi-
schen den VB zu finden. Die mittlere Kérpermasse der Nymphen in der
in vitro Standard-Behandiung lag zwischen 51 mg und 67 mg (gesamt:
57 mg) (Abb. 3-3B). Der relative Variationskoeffizient Vp, d. h. dar pro-
zentuale Anteil der Standardabweichung am jeweiligen Mittelwert (einer
Behandlung oder Infestierung) lag in vitro bei 25.2 %, in vivo bei 17.8 %.
Die Variabilitiit der Einzelwerte einer in vitro Behandlung war signifikant
hther als in vive (P < 0.05; Mann-Whitney 1. Test).



In witro Filtterung von Schildzecken 89

!2'!3}'
75 0.7
AT b .
1 {66 -70) invivo
o T Gde
i (62-88) 420
65 | | L
— {5662)
- 1
E 60 |- ’
|
o 55|
£
o
€ s0)
= 0‘[ |n=100| |n=100' In-%l 'n=96| ln-ﬁl
- N A RS % )
2 & & & & &
@
E Wirtstier
& 75
- B &7b
o 70k 64-70) in vitro
@
w
e o[ l 589
L] 56
2 60} (3. 89]
o
h"4 S1s
55 - (43 54)
50}
Of In-TﬁI |n=120| |n=1eu| |n=122| In='u|
N &
L & & &
S S & ¢

in vitro Versuchsblock und Behandlung

Ahb, 33 A/ B - Kirpermasse vollgesogener A hebraeur Nymphen nach Abfallen vom Rind {A)
bzw. von der Membran (B) - Darstellung: Wittewert mit 95 %-Vertrauensintervall des Mittetwertes; An-
2ahl Nymphen n. Ergebnissa ohne gemeinsamen Buchsiaben Innerhalb einer Tallabbildung waren signifi-
kant verschioden {P < 0.05; Mann-Whilney (£Test). fr vivo und fn witro Werte sind in der Refhenfolge der
Versuche gezeigt (Zeltraum ca. 1 Jabw). Jedes Rind baw. jader Versucheblock (VB) hatle eine andore Zok-
kenchange. Der negative Tell das Viertrauensberaichs-Balken [22G) ist aus technischen Grinden gekivzt.
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3.2.5.2.2. Verschiedene in vitro Behandlungen

Die Abbildung 34 A - F zeigt zusammenfassend und tber die Grenzen
der einzelnen Versuchsbldcke hinweg den Einflul verschiedener in vitro
Behandlungen auf die Kérpermasse von A. hebraeum Nymphen Dazu
wurde die Kérpermasse der *Kontrolle* oder Standard-Behandlung des
jeweiligen Versuchsblocks auf 100 % normalisiert und die Werte der zu
vergleichenden Behandlung(en) darauf bezogen. Die absoluten Krper-
massen, die Anzahl Nymphen pro Behandlung sowie weitere Parameter
befinden sich in den nach Versuchsbldcken geordneten Tab. 12-3 bis 12.6
im Anhang,

0Y)

(B}

(&

D)

(€)

Die Kbrpermasse abgefallener Nymphen zeigte sich praktisch un-
beeinflut von der Konzentration des Bakterizids GEN (5 pg bzw.
50 ug / mil). Wurde stattdessen PS 100 verwendet, war sle {mlt NYS
als Fungizid) leicht, aber signifikant gegeniiber GEN 5 verringert
{-5 %).

Permanentes Schiitteln flihrte bei UV-C-bestrahlten Versuchseinhei-
ten (Membran-Unterseite; 5 min tiglich) zu einer signifikant niedri-
geren Korpermasse (-6 %) gegentiber Fltterungsglisern in Ruhe.
Solch ein Effekt war nur tendenziell vorhanden, wenn NYS 100 zur
Pilzkontrolle gewidhlt wurde.

zeigt den signifikant negativen Einflu der tiglichen UV-C-Bestrah-
Jung der Membran-Unterseite auf die Kérpermasse der Nymphen
{-20 %). Dies war der Fall in zwei Versuchsbldcken (VB1 / VB2), wo-
bei in VB2 die Bestrahlung zusitzlich zur Gabe von NYS100 er-
folgte.

Die Reduzierung der Blutwechsel von pro Tag dref auf zwei fithrte
bei Nymphen zu einer Kérpermasse-Zunahme von signifikanten
+12 %.

Bei -18°C eine Woche gelagertes, wieder aufgetautes und dadurch
hdmolysiertes Blut schnitt signifikant schiechter ab (Kdrpermasse
Nymphen -18 %) als frisches, bei +4°C gekiihlt aufbewahrtes Blut.
Das Aufstellen der Fiitterungsgliser in einem Brutschrank (36°C;
ca. 20 % rF) anstatt in cinem Wasserbad sowle der Einsatz von mit
Na-Heparin versetztern Vollblut anstelle von manuell defibrinier-
temn Blut brachten einen signifikanten Zuwachs in der erreichten
Kdrpermasse (+12 % bzw. +14 %). Bei dem Versuch im Brutschrank
in niedriger Feuchte fiel die grofite Zahl Zecken jedoch erst am letz-
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ten Versuchstag (d 10) ab und fast genauso viele (47) blieben fixiert.
Die in VB3 Blut zugesetzten 10 vol% Hihnereidotter hatten keine
Wirkung. Das Futterblur war in diesem Falle beim Austausch
durchweg dunkler als die Kontrolle und roch leicht stillich, jedoch
nicht verdorben.

(F) Einen unerwarteten, doch signifikanten Zuwachs erfuhr die Kér-
permasse der Nymphen durch den Verzicht auf zusatzliches
ATP/Glutathion 103mol / 1, sowohl bei tiglich dreimaligem (VB2
+10 %) als auch zweimaligem Wechsel des Blutes (VB5; +8 %).

Der positive Effekt einer verringerten Blutwechselfrequenz (2 statt
3x / d) auf die Kirpermasse wurde bereits in der anfangs vorgestellten
Standard-Behandlung [22] genutzt. Andere Verbesserungen, wie die
Verwendung heparinisierten Blutes oder der Verzicht auf zusiitzliches
ATP / GSH, steliten sich erst am Ende des praktischen Teils heraus. Sie
konnten daher nicht meht im “Standard” beriicksichtigt werden.

Im VB4 {ohne Tab.) wurden die Fiitterungsgliser ein weiteres Mal
nicht in einem Wasserbad, sondern in einem Brutschrank gleichmafig
auf 36°C gehalten, diesmal jedoch in sehr hoher Feuchte (ca. 95 % rF)
[30]. Ab d 6 nach Infestierung kam es hier zu massivem Pilzwachstum
tiber und unter der Membran, ausgelst durch Kondenswasser. Dieses
Wasser enstand vermutlich nach jedem (bei Raumtemperatur stattfin-
denden) Blutwechsel nach Zurtickstellen der leicht abgekithiten Gliser in
den feuchtwarmen Brutschrank. Es lief an der Innenseite des Glasrohr-
einsatzes herab auf die Membran, die Zecken und deren Kot. Der Spit-
zentag des Abfallens war hier am d B und somit signifikant spéter als in
der Standard-Behandlung [22F] (d 6). Die Korpermasse lag bei 48 mg
(45 - 51 mg; n =50} gegentiber 55 mg (53 - 57 mg; »n =180) in [22F]. Da
von Behandlung [30] keine Einzeldaten vorlagen, konnte kein Mann-
Whitney U-Test angewandt werden.

In der Behandlung [32] im VB6 (ohne Tab.) war dem Futterblut
0.1 vol% des geldufigen Vehikels DMSO (Dimethylsulfoxid) filr systemi-
sche Akarizide zugesetzt worden. Der Spitzentag des Abfallens (d 7) und
eine Krpermasse von 56 mg (53 - 59 mg; # = 105) waren praktisch iden-
tisch mit den Werten flir die Standard-Behandlung [22H] dieses VB
(59 mg).
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in vitro Behandlung

Abb. 3-4 A-F- % Kbrpermasse in vifro vollgesogener A, bebractm Hymphen bezogen auf in vitro
Konlrolle {100 %} - Darstellung: Mittelwert wit 95 %-Veetrauensbersich des Mittelwertes, Signifikanz-
stem (P < 0.05; Mann-Whitney L-Test); Nummar der Behandkung [..| und des Varsucheblocks (VB..). Ab-
solutwarte und Arzshl Mymphen pro Bahandung (n) finden sich im Anhang Is Tab. 12-3 - 126, Abklun-
gen: GEN'S bzw. 50 Gentamicin 5 bzw, 50 g/ mi; PS 100 Panizilin 100 (E/mi und Steplomycin
160 g s mi; UV-C tiglich 5 min Bastrahlung der Mambran-Unlersaite aus 7 em Abstand; ATP Adenosin.
hiphosphat; GSH  reduziotas Glutathion. Die Signifikanzsteme In Tell E beziehan sich jowsils sl
VB5-Standand.
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Wie die Abb. 3-5 zeigt, beeinfluBlte eine variierende Besatzdichte
im Rahmen von etwa 20 - 120 Nymphen pro Piitterungsglas deren Kor-
permasse nach dem Blutmahl nicht sichtbar,

Die Abb. 3-6 A zeigt beispielhaft die absolute Hiufigkeitsvertei-
lung der Kdrpermasse in vitro gesogener Nymphen anhand der ver-
gleichbaren Behandlungen [14] und [17]. Die Kurve entspricht der theo-
retischen Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov ‘Goodness of fit'-
Test P <0.05) (Sokal & Rohlf, 1981). Trennt man die Kérpermasse der zu
Minnchen hiutenden von der zu Weibchen hiutenden Nymphen, so
sind beide Kurven grafisch gut unterscheidbar, éiberschneiden sich aber
im Bereich 40-B0mg (Abb, 3-6B). Die mittlere Kdrpermasse der
"minnlichen" Nymphen lag bei 58 mg (56 -60 mg) und unterschied sich
signifikant von den 72 mg der “weiblichen" Nymphen (70 - 72 mg). Der
Spitzentag des Abfallens war fiir beide Geschlechter identisch (d 9).

T0r

&

0A!‘Illlll
0 20 40 60 8 100 120

Nymgphen pro Fiterungsplas [rf

Abb, 3-5 - in vitro Kérpermasse vollgesogener A bebracum Mymphen: Einflull der Besatrdichte ~
Dargastellt 1t jawalls dor Mitietwert (£ Standardabweichung) aus Nymphen eines Fiterungsghases, Die
Abbitdung umiabt insgesamt 10 Fitterungsgtiser der Behandlungen [14] mit Genkamicin 50 g / mi und
]15] mit Penizilin 100 |E / mi und Streptonwyein 100 g ¢ mi. Dis Ergebnisse baider Zaigten
kainen signifikanten Unterschiad und konnten daher gemeinsam harengezogen warden (P < 0.05: Mann-
Whitney (+Tast).

mittlere Kdirpermasse abgefallener Nymphen [mg]
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Abb, 3.6 A1 B ~ Typische Hiufigheitoverteilung dis KBrpetmasse I vitro voSgesoges abgefaliener
A, hebraewm Mymphen - Als Datorbasis dientan die nicht signifikant unterschiadiichen Ergebnisse de
Behandlungen [14] & [17] der VB1 (P < 0.05; Mann-Whilnay (- Tesl). A} Vertailung des Kipermasse aller
Hymphen. B) Die Werte der Nymphen, &6 spfter 2u Masnchen bezw, Weibchen hauteten, sind getrennt
dargestslt,

3.2.5.2.3. Natiirtiche und kiinstliche Nymphen iz vitro

Die Tab. 3-15 stellt vier Entwicklungsparameter von A. hebrazum Nym-
phen verschiedener Herkunft zusammen: 1) natiirliche Nymphen auf
Rindern gefiittert; 2) natitrliche Nymphen in vitro gefiittert; 3) Fy-in vifro
Nymphen in viiro gefiittert. Insgesamt blieb die Kérpermasse natiirli-
cher, in vitro vollgesogener A. hebraeum Nymphen mit 57 mg um 13 % si-
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gnifikant unter derjenigen von auf Rind1-5 gefiitterten Nymphen
(66 mg). Dazwischen l;gen, signifikant abgesetzt von den beiden ande-
ren Gruppen, die Fy-in vitro Nymphen mit 63 mg. Wihrend der Spitzen-
tag des Abfallens von Gruppe1 (d 5) iiber Gruppe 2 (d 7) sich hin zur
Gruppe 3 bis auf d 8 verschob, war der Hiutungserfolg von der Nymphe
zur adulten Zecke in allen Gruppen mit 96 - 98 % gleich hoch.

Tab, 315 ~ Entwicklung natinlicher und kilnstlicher A, hebrasunt Nymphen i vitre ~ Gezeigt sind
dor Tag des Abfakens (Modaiwert und Bersich), die mithers Kdrpemassa mit 95 %-Vertravensbereich,
deren Hautungsrate zv Adulien mit dem 85 %-Verrauensintervall des Verhalinisses ‘wollgesogen ebgefal-
fene Mymphen { gehdiutote Nymphen', sowier die Anzahi abgefaliener Nymphen (n} und Versuchseinheiten
{VE). Die Behandlungsoummen (in eckigen Klammem} entsprechen denjenigen der Cbersicht in Tab, 28,
Slandang-Behandiung [22] aus Versuchshlock 2 - 6; Behandiung [22E] aus Versuchsblock 3, Blutwechsal
invilro, 2 tglich, Ergebaisse innerhalb einer Spalle, gefolgt von unterschiediichen Buthsiaben, waren
signifikant verschieden (P < 0.05; Mann-Whitney U-Tast). Abklrzung: d Tag nach Infeskeruny.

Nymphen

Parametar  Spilzenlag  Bereich Kirpermasse % Neulmngs-
! des des sbgefaianer rate
Gehandlung  Abfdlens  Abfallens  Mymphen [mg]  (2u Adulten)

natidiche  d5 d4-d7 2 88
Nymphen (65-67) {96 - 100)
v {>10000) 442) {2 Rinder}
natidiche  d7a  d5-d10% sTb 884
Nymphen (59-59) {92 98}
nvm)  6M) 67} (12vE)
Fenvie  d8b  d5-d10§ 8¢ 982
Hymphen {61 - 65} {95-99)
AR [2E]  (214) (205) {5VE)

1 Nicht alle der noch am jetzten Versuchstag (d 10) foderten Mymphen gez3hil
§ Noch 9 Nymphen am d 10 fiodert
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3.2.5.3. Adulte

Ungesogene Miinnchen von A. hebragum wogen 25.5 1 4.4 mg, Weibchen
278+ 6.0mg (jeweils n= 20). Die Minnchen erreichten nach 1 Woche
Vorflitterung anf dem Kaninchen 35.6 ¢ 7.2 mg {n = 32) (ohne Tab.). Die
Korpermasse vollgesogener natfirlicher Zeckenweibchen fiber insgesamt
5 Kontrollinfestierungen auf Rindem betrug 2.56 g (95 %-Vertrauensbe-
reich: 244 - 2.68 g n =106}, Die Infestierungen, die jeweils mit einer an-
deren Zeckencharge durchgeftihrt wurden, ergaben auf verschiedenen
Rindern mittlere Zeckengewichte von 1.7-33 g (Abb. 3-7). Der Eier-
Konversionsfaktor, gemessen bei Weibchen auf Rind D, lag bei 0.57
(0.55 - 0.58), die Larvenschinpfrate bei 87 % (78-96%) (beide: n=29;
ohne Abb.). Von den 30, zu 34 vorgefittterten Minnchen hinzugesetzten
Welbchen waren an d 4 n. 1. alle fixiert und fielen bis d 14 ab, Alle wogen
Uber 200mg. Von diesen produzierten 29 Weibchen vitale Larven
(=97%).

Die erwihnte 200 mg-Grenze entsprach etwa dem 7fachen der
Kérpermasse ungesogener und ca. 8 % der von voligesogenen Weibchen.
Ab diesem Wert blieb der Eier-Konversionfaktor unabhiingig von der
aufgenommenen Blutmenge des jeweiligen Weibchens stabil (Norval,
1974). Um diese Zahl bewegt sich auch die zur Eiablage nitige
Mindestkdrpermasse (Balashov, 1972; Diehl et al., 1982).

3.2.5.3.1. In vitro Behandlungen

Versuchsblock 1 (ohne Abb.). Hier wurden die vorgefiitterten Mannchen
auf ihren Membranen belassen und die hungrigen Weibchen hinzuge-
setzt. Der Blutwechsel fand 1x tiglich statt. In Behandlung [1] befand
sich kein Fungizid im Futterblnt. Stattdessen wurde die Unterseite der
Membranen tiglich fitr 10 min in ein hochkonzentriertes Gemisch aus
dem bakteriziden GEN (5000 g/ ml) und dem fungiziden ENI
(1000 pg / ml) getancht.

Keine der Behandlungen [1; 2; 3] des VB I fiihrte zur Entwicklung
von Weibchen mit durchschnittlich mehr als 120 mg Kdrpermasse. Zu-
dem hatte sich keine dieser Zecken bis zum Ende der Versuche (d 14)
selbstandig von der Membran gelést. Sie alle waren unnormaler, meist
kugeliger Gestalt. Zur Eiablage kam es nicht. Etwa zwei Drittel aller, an
d 4 fixierten Weibchen erreichten dieses Stadinm, die anderen starben
noch auf den Membranen.
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Dieser VB zeigte, das ein tiglich einmaliger Blutwechsel bei
gleichzeitig auftretendéin Pilzmyzel fiir eine béfriedigende Blutauf-
nahme und Weiterentwicklung der adulten Zecken vbllig unzureichend
war.

3276
(206 359)
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21T
3o ©%2%9 l 2840 258
I ©38.27) 240.270
T
25 T 1
168¢
20 (147 - 1.80)
15
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Wirtstier

Abb. 3.7 = Kbipermasse voligesogener Welbchen von A Aebraoum aut Rindern -~ Darsteliung: Mit-
teiwarl [g) mil 95 %-Vertravensbersich dat Mitktwertas; Anzahl Wedbchen (n); Aufiistung In der Refheniol-
po der Durchiilhnng. Fir jedes Rind wurde eine andere Zeckencharge verwendet Engebnisse, gefolgt
won verschiadenen Buchsiaben, waren signifikant unterschiadiich (P < 0.05; Mann-Yhitney U-Test).

Versuchsblock 11. (Tab. 12-7 im Anhang). In diesem und allen folgenden
VB wurden die Minnchen nach der Vorfitterung (in vivo oder in vitro)
abgesammelt und auf frischen Membranen mit ihren Partnerinnen zu-
sammengebracht. Der Blutwechsel fand hier 3= tiglich statt. Bei Zecken-
paaren mit in vifro vorgefitterten Minnchen war der Spitzentag des Ab-
fallens der Weibchen trotz verschiedener Mikrobizid-Kombinationen
gleich. In Paaren mit in vivo statt in vitro vorgefiitterten Miinnchen ten-
dierten die Weibchen zu hheren Korpermassen. Signifikant wurde
diese Beobachtung dort, wo das Futterblut GEN § / NYS 10 ansteile von
P5100 / TIR 0.1 enthielt Die in Behandlung [7] und [8] gemessenen Mit-
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telwerte von 1.78 g bzw. 1.95 g waren die hiichsten aller in vitro Behand-
lungen.

Den schiechtesten Eier-Konversionsfaktor, d. h. das Verhiilinis der
gelegten Eimasse zur Korpermasse, hatten mit 0.27 die Weibchen der
Behandlung [6], in der die in vitro gefiitterten Minnchen und Weibchen
PS 100 und ITR 0.1 mit dem Futterblut aufnahmen.

Die Larvenschlupfrate zeigte sich von den verschiedenen Mikro-
bizid-Kombinationen und der Art der Minnchen-Vorfiitterung steti-
stisch unbeeindruckt und pendelte im Mittel zwischen 25 % und 43 %.
Dasselbe galt flir den Anteil larvenproduzierender Weibchen sowie de-
ren fertile Eier-Produktion. In diesem VB erwies sich NYS als Fungizid
wirksamer als [TR.

Zusammenfassend Lifit sich sagen, daf die Weibchen in vitro hg-
here Korpermassen erreichten, wenn deren minnliche Partmer in vivo
vorgefiittert wurden. Ferner schien die Mikrobizid-Kombination GEN 5
mit NYS 10 besser von den Zecken toleriert zu werden als PS 100 mit
ITRO.1.

Versuchsblock Il (Tab.12-8 im Anhang) Die Behandlungen [10] und
[11], in denen keine Mikrobizide kontinuierlich verabreicht wurden, wa-
ren auflergewthnlich schwer bakteriell kontaminiert. Ebenso stark
kontaminiert, jedoch mit Pilzmyzel, waren die Behandlungen [7B] und
[9) mit GEN 5 und NYS 10. Der Grund schien verunreinigte Laborluft zu
sein. Kein einziges Weibchen der vier Behandlungen legte Eier ab und es
kam iiberhaupt nur in der geschiittelten Behandlung [9] zu einer nen-
nenswerten Zahl iberlebender Weibchen (n =19). Hier fielen fast 30 %
der an d 4 nach Infestierung fixierten Weibchen bis zum Versuchsende
von den Membranen ab — bei einer mittleren Kérpermasse von 093 g
(072-1.16 g n=19) (ohne Tab.). In den ungeschiittelten Behandlun-
gen [7B; 10; 11] dieses Versuchsblocks fielen nur 2 % der an d 4 fixierten
Weibchen selbstindig von der Membran ab. Alle anderen wogen unter
200 mg, waren bereits tot an d 14 oder starben wenig spiter.

Dieser VB zeigte, daf saubere Umgebungsluft zur Vermeidung
massiver, unkontrollierbarer Kontaminationen und damit fdr eine be-
friedigende Entwicklung der Zecken, selbst bei tiglich dreimaligem
Blutwechsel, unverzichtbar waren. Schiitteln der Fiitterungsgliser be-
einflulte positiv die Kérpermasse sowie die Uberlebens- und Abfallrate
der Weibchen.
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Versuchsblock IV (Tab. 129 im Anhang). Nach den unvorhersehbaren
Kontanumﬂonsproblemen in VBIIl wurde die Luftbéwegung am Ar-
beitsplatz drastisch reduziert. Als Folge zeigten die beiden geschiittelten
und mit auf Kaninchen vorgefiitterten Méannchen versehenen Behand-
Tungen [12B] und [18] eine nur méiflige Pilzentwicklung.

Ob NYS100 im Futterblut [18) war oder mit UV-C bestrahlt
wurde [12B] -- die Entwicklungsparameter fir die Weibchen beider Be-
handiungen waren gleich (Kérpermasse 1.3 - 1.4 g; Eier-Konversionfak-
tor 0.34). Durch das kontinuierliche Schiitteln der Fiitterungsgliser er-
reichte ein mit > 80 % ungewdhniich hoher Anteil der an d ¢ fixierten

Weibchen eine Kirpermasse > 200 mg.

Versuchsblock V (Tab. 12-1¢ im Anhang). In diesem VB mit ungeschtit-
telten Fiitterungsglisern und GEN 5 und NYS 100 wurden Pilzmyzelien
frithestens ab d 8 oder gar nicht {17F] entdeckt.

Interessanterweise fithrte die probeweise Reduzierung der Blut-
wechselfrequenz von 3x [17G] auf 2x tiglich [22C] bei keinem der Ent-
wicklungsparameter der Weibchen zu signifikanten Verschlechterungen,
anch nicht bei der Kérpermasse. _

Bei der in vitro Filtterung kinstlicher, d. h. als Nymphe bereits
in vitro geflitterter Minnchen und Weibchen [17F] fiel gegeniiber natiir-
lichen Zecken in vifro [17G] vor allem der signifikant geringere Anteil an
larvenproduzierenden Weibchen (10 % gegeniiber 46 %) und die deut-
lich niedrigere fertile Eier-Produktion pro Weibchen auf (15mg vs.
109 mg).

3.2.5.3.2. Natiirliche und kiinstliche Weibchen in vitro

Die Tab. 3-16 vergleicht detailliert die 2. T. schon oben erwihnten in vitro
Behandlungen {17G) und [17F] mit Kontrollzecken auf dem Rind. Von
den natiirlichen Weibchen ficlen sowohl invivo als auch inwvitro die
meisten an d9 n.1. ab. Signifikant spéteres Abfallen war jedoch bei
kitinstlichen, in vitro gefiitterten Weibchen zu verzeichnen (d 14 n.L).
Wihrend die Karpermasse in vitro gesogener Weibchen verschiedenen
Ursprungs shnlich war (natiirlich: 0.98 g / kiinstlich: 1.23 g) lag sie auf

dem Rind mit im Durchschnitt 2.56 g signifikant hoher. Die Pri-Ovi-
position dauerte in vivo 8 d, verdoppelte sich in vitro auf 15 d, um sich
noch einmal signifikant bei kiinstlichen Weibchen in vitro auf 19d zu
verlingern. Der Eier-Konversionsfaktor, gernessen an 29 Weibchen einer
Rind-Infestierung, war it 0.57 signifikant besser als die 0.27 (natirliche
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Zecken) bzw. 0.24 (kilnstliche Zecken) der in vitro Versuche. Die Lar-
venschlupfrate fiel von B7 % in vivo auf 69 % i vitro mit natiirlichen rnd
auf 39 % mit kiinstlichen Zecken. Wihrend auf dem Rind nahezu alle der
an d 4 fixierten Weibchen Larven produzierten (97 %), waren es in vitro
nur etwa die Halfte und von kiinstlichen Weibchen nur ein Zehntel. Die
fertile Eier-Produktion je Weibchen, bezogen auf alle an d 4 fixierten, fiel
wmn den Faktor 10 von 1.2 g in vive auf 109 mg in vitro und nochmals um
dieselbe Gréfienordnung auf 15 mg bei kiinstlichen Weibchen in vitro,

Wird von allen, zum Versuchsbeginn auf den Wirt bzw. auf die
Membran gebrachten Weibchen ausgegangen, bezieht man also die Fi-
xierungsrate in die Beurteilung der Fortpflanzungsfihigkeit mit ein, so
ergab sich folgendes Bild: Auf dem Rinderschwanz produzierten 97 %
der Weibchen vitale Larven, in vitro waren es bei nattrlichen Weibchen
33 %, bei ktinstlichen nur noch 7 %.

3.2.5.3.3. Zirkadiane Rhythmik des Abfallens der Weibchen in vitro

Es wurden kurz vor jedern neuen Blutwechsel (3 tiglich} die seit dem
letzten Bluttausch abgefallenen Weibchen aus jedem Fiitterungsglas ent-
fernt und die Uhrzeit nodert. Die Abb.3-8A zeigt fiir jedes einzeln
nummerierte Weibchen (hier typischerweise die Behandlung [7]} irs Form
einer waagerechten Linie den Zeitraum zwischen zwei Kontrollen, im
Verlaufe dessen sich die entsprechende Zecke demnach selbstiindig von
der Membran geltst hatte. Die Teilabbildung B stellt die relative
Hiufigkeit dar, mit der abgefallene Weibchen angetroffen wurden. Zwi-
schen 11 Uhr vormittags und 17 Ukr (MEZ) nachmittags, d. h. in der
Hellphase, waren nie abgefallene Weibchen zu verzeichnen, dafiir aber
gehiuft in der zweiten Nachthilfte bzw. den Morgenstunden.

3.25.34. Einfliisse auf die Entwicklung der Wetbchen in vitro
Die Anzahl gleichzeitig in einem Fitterungsglas sich vollsaugender
Weibchen und deren Reproduktionsfihigkeit waren nicht negativ korre-
liert (chne Tab.). Ferner bestand beispielsweise zwischen der Kdrper-
masse von einzeln (1.3 £ 0.5 g, n = 13} oder in Gruppen zu finf sich voll-
saugenden Weibchen (14403 g n=5) kein signifikanter Unterschied
(P < 0.05; Mann-Whitney LI-Test; Behandlung [18])

In vitro nahm die von saugenden Weibchen erreichte Kérpermasse
ab, je linger die Zecken fiir ihr Blutmahl bendtigten. In 7 von 11 ge-
messenen Behandlungen wer dieser Einfluf signifikant (Tab. 12-11 im
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Tab. 3-18 — Entwickiung natiirlicher und kiinstlicher A. hebrasum Weibchen in vitre — Dis Zeckenwsibchen wurden mit Maanchen zusammengebracht, die 2ivor
3 Tage auf dem Rind erste Redhe) oder § - 7 Tage in vitro [zweite und lelzie Reihe) 2ur Edangung sexuelier Reife vosgelitierl worden waren, Natirliche Zecken stammlan von
aul dem Rind volgesogenen Nymphen ab. Kinsliche Zecken hatien sich aus & viire gefiitterton Nymphen gehautel Die Behandlungsnummerm {in eckigen Klammem)
emsprechen denjanigen der Ubersicht in Tab. 2-9, Unter ‘Parameder’ finden sich die Ergatnisss als Modalwerts {Spitzentaq’), Bereiche ("...des Abfallens’) oder Mittelwerte mit
Vertrouensintervall (35 %) oder mit Berelchzangabe (Fertile Eierprodukion’). Eine schwankende Anzahl Waibchen (n) in einer Reibe ergab sich aus den bel Berechnungen
ledea Paramelars zugrindegelegten und in Kapitel 2.19.2. endirten Kritesien. Die % larvenproduzierende Weibchen und die ferlle Eierproduklion bezogen sich dement-
sprechend auf die Anzahl afler an d 4 fderten Weibchen. Ergebnisse innerhalb Spalten ohne einen gemeinsamen Buchstsben waren signifikant unterschiadiich (P < 0.05;
Mann-Whitney (- Tesy). Abkirzung: ¢ Tag nach Infestierung; VE Versuchseinheilen.

Weibchan in vivo und in vifre

Paramater Spizentag Beréich  Kbpenmasse  Pra-Ovipo- Eier- %laver-  %laven-  Feriie Eies-
i des des Weibchen siions- Konversions-  schiupl-  produziesende produklion
B Abfallens Ablallsns (] daver ] fakior rale Weibchen  {mg / Weibchen]
ahandlung
natiriche Ménnchen d9a d8-d 4 256e 78a 057a &a ar 1220e
und Weibchen (244 - 260) {t5-8.) {0.55-058)  (76-96) {83 - 100} {0 - 1845)
inviv (240} % (106)$ 29 (29 (29) (1 VE) G0
naliidiche Ménnchen d8/8abt d7-d14 0360 154b 0.2Tb a9t 468 1090
und Welbchen (0.79-1.18)  (139-168)  (0.22-032)  (58-80) (30-63) {0- 588)
i vitro (17G] )] 2 n {n on (9VE) &n
kigns¥iche Mannchen didbt dg-d14% 1230 19.0¢ 0240 8¢ 10t t5¢c
und Welbchen (0:98 - 1.48) (16.1-218  (017-030) [13-66) 3-22 {0-202)

s&a_:w_ E 3 3 3 3 :oﬁ .ms
1 Absoluts Zaht abgelallensr Weibchen war an beiden Tagen gleich. .

§ Noch Weibchen am letzien Versuchstag (4 14) fidert,

1 Gedlie Zahy an Welbchen noch sm Versuchsande fxiert.

$ Zacken mehrerer Rindk-Infostirungen zusammengefalit
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Anhang). Kontrollen auf 4 Rindern zeigten, im Gegensatz zu in witro,
keinen solchen negativen Zusammenhang,.

Tendenziell, jedoch nicht signifikant nahm die Fihigkeit der
Weibchen zur Reproduktion ab, je mehr Tage fhres Saugakies auf pilz-
infiziertem Zlut stattfanden (Tab. 12-12 im Anhang).
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Abb, 3-8 A 1B = Typlscher Zeitraum des Abfallens von der Membran bel voligesogenen A habraoum
Welbchen « Dargastelt sind Wera dar Behandung [7]. A) Jade durchgarngens Links zeigt dan Zaitraum,
innerials dessen das entsprechencs Wadbchen (Nr., orsle Spatie) abgefalion auf der Mambwan angetroflen
worden war. Femer reprisentiert sle die vergangena Zell 2wischen zwel Blutwechsaln, Das Abfallon det
Welbchan desor Bohandiung geschah wihvend 6 Tagen. B} Eine anders Form der Darstelhng ist die rols-
five Haufigkeit, mil dat sbgelallana Zecken in einem bestimmten Zeimum (Pedode 2wischon zwel Blut:
wachsaln} gefundan wurden,
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3.253.5. Infestierung von Rindern mit kiinstlichen adu.ften
A hebraewmn -

Es sollte die Frage beantwortet werden, wie sich klinstliche adulte Zek-
ken nach einemn Blutmakh! auf dem Rind entwickelten, d. h., ob die in vitro
Aufzucht bei den Zeckenindividuen bleibende Verinderungen bewirkt
hatte und deren Riickfilhrung auf Rinder noch ohne Einschrinkung
moglich war. Geschaut wurde auch, ob dabei die Kombination der
Geschlechter verschiedener Herkunft (nattirlich / kiinstlich) eine Rolle
spielte. Zur Klirung dienten vier, zeitlich parallel durchgefithrte in vive
Infestierungen mit nattirlichen und kiinstlichen Zecken. Auf Rind [I] und
([T} waren die zusammengebrachten Méinnchen und Weibchen jeweils
gleichen Ursprungs (natiirlich bzw. kiinstich). Die Rinder [III] und [IV]
erhielten "gemischte" Paare. Ferner standen nach einer Reihe von in zitro
Versuchen auch Adulte zur Verfligung, die bereits invifro einen
Generationswechsel durchgemacht hatten, sogenannte Fy-in vitro
Zecken, Mit ihnen wurde ein fitnftes Rind [V] infestiert.

Bei der Beurteilung der Ergebnisse (Tab. 12-13 im Anhang) mufite
die Variabilitit berticksichdgt werden, die sich bereits zwischen ver-
schiederen Rindemn ergab. Daher wurde aul eine statistische Auswer-
tung verzichtet. Der Spitzentag des Abfallens lag zwischend 9 und d 11,
die Pri-Oviposition dauerte 8-9d. Die mittlere Krpermasse aul dem
Rind vollgesogener Weibchen wurde durch deren Ursprung (nattirlich,
kinstlich oder Fi-in vitro Generation) oder den ihrer Partner kaum be-
einflut und betrug 2 - 2.6 g. Der Eier-Konversionsfaktor wer ebenfalis
recht gleichfdrmig mit Werten um 0.56 und die Larvenschlupfrate be-
wegte sich zwischen 70 % und 87 %. Der Anteil larvenproduzierender
Weibchen (41-97 %} und die fertile Eier-Produktion (445-1229mg
/ Weibchen) variierten stircker.

Die niedrigsten der beiden letzten Parameter stammten von
Rind [IV], auf dem natiirliche Minnchen mit kiinstlichen Weibchen
kombiniert waren. Hier begannen nur 11 von 22 Weibchen, obwohl alle
> 200 mg, tiberhaupt Eier abzulegen. Die anderen starben einige Tage
nach dem Abfallen. Die nach dem Blutmahl erreichte Korpermasse eier-
legender, larvenproduzierender Weibchen unterschied sich mit 2.64 g
(237 - 291; n =11) nicht signifikant von der Weibchen ohne Eier- und
Larvenproduktion (256 g 2.26 - 2.86 g n=11; P < 0.05; Mann-Whitney
L-Test) (ohne Tab.). Ob der Grund fir dieses auffillige Ergebnis bei den
Zecken oder beim Rind [IV] zu suchen ist, bleibt unklar.

Insgesamt betrachtet erlauben die Resultate den Schluff, dal so-
wohl kiinstliche Weibchen als auch solche der Fy-in vitro Generation
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nach Riickfithrung auf das Rind wieder naturnahe Saug- und Fortpfian-
zungsleistungen erbringen kénnen,

3.2.5.4. Der Lebenszyklus in vitro

In den vorangegangenen Kapiteln {iber Filtterungsversuche wurden alle
gemessenen biologischen Parameter gesogener natiirlicher und kiinstli-
cher Zecken sowie die der Fi-in vifro Generation ausfahrlich prisentiert,
Im Laufe dieser Versuche wurde der Lebenszyklus von A. hebraeum
in vifro geschlossen (Abb. 3-9). Begonnen worden war mit ungesogenen
‘natiirlichen’ Adulten, die von auf Rindern gefiitterten Nymphen
stammten. Der Zyklus endete mit der Hiutung ungesogener Adulter
(F1-in vitro Generation) aus klnstlich gesogenenr Nymphen,

ad

' gesogene Nymphen

" ’Hautung

“ll‘

naturllche

kunstliche -
Adll.zlte Adulte
Hauwng
B invitro  sau

kunstl:che kunstliche
Nymphen o Larven

Hiukng mahizell

Abb. 3-8 ~ Dlo Vollondung des Labanazykius von A frebraeum i vitro — Begonnen wurde mid unge-
sogenen, ‘natiirichen’ Adulien, dier sich aus rindgeflitiesien Nymphen gehautet haten, Geschlossen wrde
der Zyklus mit ungesogenen, kDnstichen Aduken der F1-n vilro Generalion, dle aus membrangefliterten
HNymphen hervorgegangen wasen.
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Die Abb.3-10 zeigt auf einen Blick die Kdrpermasse von Larven,
Nymphen und Weibchen der wichtigsten Behandlungen, immer bezogen
auf die auf Rindern erreichte Ktrpermasse (100 %). In vitro gefiitterte,
‘natitrliche’ Weibchen kamnen auf 38 % der Kdérpermasse ihrer rindgeso-
genen Kolieginnen. 'Ktinstliche' Weibchen lagen in vitre etwa auf gleicher
Hahe. In vitro wurde die lutmahlzeit indes nur etwa halb so effekfiv in
Eimasse umgewandelt wie auf dem Rind, was mit zu einer geringeren
Anzahl Eier pro Weibchen beitrug (ohne Abb.). Der Anteil der aus einem
Eigelege schltipfenden Larven sank von ca. 90 % in vivo awf unter 70 %
in vitro bei natlirlichen und unter 40 % bei kinstlichen Weibchen. Nur
33 % aller auf Membranen gesetzten natfirlichen Weibchen produzierten
lebende Larven; von den kiinstlichen schafften dies gar nur 7 %. Im
Gegensatz daza sorgten bei den auf ein Rind aufgebrachten Weibchen
97 % fitr Nachkommen (chne Abb.). Zusammengenommen brachte dies
eine deutlich geringere Fortpflanzungsleistung bei in vitro geflitterten
Weibchen.

Die in vitro Kdrpermassen von Larven und Nymphen reichten
sehr nahe an die auf Rindern gemessenen Resuftate heran. Deren
Schlupf- bzw. Hiutungsraten lagen gleichauf mit denen von Zecken
invive. Brachte man 100 ungesogene, natiirliche Nymphen auf eine
Membran, so war nach durchlaufener, maximal 10 d dauernder Fiitte-
rung und anschliefender Hiutung mit ca. 83 ungesogenen adulten Zek-
ken zu rechnen, davon etwa 50 Weibchen. Ven 100 Fy-in vitro Nymphen
erreichten bei kiinstlicher Fitterung 91 das adulte Stadium (47 Weib-
chen). In vivo kam man mit natiirlichen Nymphen auf ca. 93, davon 53
weibliche, ungesogene Adulte, wobei diese Zahlen eventueli noch tieler
liegen kénnen, da hier der Anteil nach Versuchsende noch auf dem Rind
fixierter Nymphen nicht gemessenen worden war und somit auch nicht
in die &erechnung einfliefen konnte.

Von natiirlichen Larven ausgehend wurden in vitro etwa 26 %, bei
Fq-in vitro Larven 25 - 75 % “Ausbeute” erreicht, d. h. ungesogene Nym-
phen erzeugt. Auf dem Rind waren es knapp 70 %. Die Larvenwerte be-
ruhen auf 2. T. groben visuellen Schiitzungen und schlieffen die am Ver-
suchsende noch fixierten Zecken mit ein.

Die aufeinanderfolgende kiinstliche Fiitterung von Zeckenindivi-
duen aller Entwicklungsstadien mtindete in die Voliendung des Lebens-
zyklus von A. hebracum in vitro, Wihrend die Entwicklung von Larven
und besonders der Nymphen naturnahe Werte erreichte, blieb bei kiinst-
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lich emihrten Adulten die Ausbeute an Nachkommen deutlich hinter
den Erwartungen zurtck.

Kérpermasse int vivo uad i vitro L] gefUtterter Zecken
9l
g 2w}
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Abb, 310 - lo vitro KSrpermasse aller gesogenen Entwicklungsstadien von A. hebreeum relsllv
Werlen auf dem Rind « i vive Ergabrdssa {100 %; schraffiert) stammien aus 3 - 5 nicht-parallelen Infastie-
rangen, ‘natiiche’ Nymphen in vt aus S nichtparslielon Bahandungon. Bel den dargestalton Fy-in witro
Larvan: fand der Wachsal des Futlerblules 3x thglich stalt. Nymphan der F i vilne Generafion stamman so-
wohk von diasen ehemaligen F ¢/ vibo Larven ab, als auch 2ussitziich von Laven, bei denen das Blut nur 2x
pro Tog getauscht wondon war, fn vitro Weibchen saugten Blut desselben Rindas. Dargestelll sind Mitetwerte
mit 95%-Vertrauansgrenzen wnd der Anzah] Zocken (). Kilnetiche Lanvn sind dirskt £y vito Larven. Die
Vartrauensgrenzon filr Fq-in vit Larven stiitzten sich auf nur 3 Gruppen mit jo 12 - 50 Larven. Weitere De-
lals finden sich fir Larvan In Kepitel 3.2.5.1., Tab. 3-14; @x Nyinphen in Kapitel 3.2.5.2, Tab. 3-15; fir
Walbchen in Kapltel 3.2.5.3, Teb. 3-16.
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3.3. Akarizid-Test in vitro mit A. hebraeum
Nymphen

Zunehmende Resistenzbildung von veterinirmedizinisch bedeutsamen
Schildzeckenarten gegeniiber gebriuchlichen Akariziden und héhere
Anspriiche an deren Umweltvertriglichkeit und Preis zwingen, nach
nenen Wegen in der Zeckenkontrolle zu suchen (Schrider, 1992). Dazu

gehtrt u.a. die Ent-
wicklung systemisch
witkender  Verbin-
dungen. Als Méglich-
keit elnes in vitro Tests
solcher  Substanzen
bot sich die Membran-
fitterung von A he-
braeum Nymphen an
Diese war einfach und
effizient durchftihrbar
und bestach, wie
schon in den vorigen
Kapiteln  geschiidert,
durch sehr gute, na-
turnahe Resultate, Als
Akarizid-Standard
diente  Ivermectin®
(TVM), das urspriing-
lich gegen Nemato-
den entwickelt wor-
den war, aber auch
Wirkung als GABA-
Agonist im Nerven-
system von Arthro-
poden zeigte.

Tab. 3-17 — Entwickiung von A. hebrasum Nymphen in vitro auf
Ivermectin-behandeltem Blut — Dargestelt sind der Spitzentaq des
Abfallens als Modatwert oder Bereich sowie dia Kimpennasse als
Mittehwert mit Vertrausnsinlerval (35%) und Anzabl Zecken {n).
Resuliale innerhalb Spatien ohne gemeinsamen Buchstaben waren
signifkant unterschiedich (P < 0.05, Mann-Whitney (LTest). Oie
Behandiungsnumemem (in eckigen Klammem) entsprechen denjeni-
gen der bensicht in Tab. 2-8. Abkdrzung d Tag nach Infestierung.

Spikzentay Betueh Korpermassa
des abgefallanst
Abfaflens n.bfalens Nymphen {mg)
d?/8at d45-410% ile
Hontrole
; (64-70)
L 120
d7b d§-d10¢ Bda
Plaz1ebo (61-67)
Bl (130) (122
vermecn 1 +
1Wm 1 - - <7§
IvermecEn N s
10 ppm - - <78

£ An beiden Tagen fiel dieselbe Anzahl Nymphen von des Membran,
1 Noch Nympben noch am letzten Versuchsiag fdert {d 10}

[220] & [31] 8.

+ Micht Zu berechnen, da Nymphen fellweise schon an d 4 von der
Membran abgefallen waren ((of odes lebend},

§ Uberwiegend tote Nymphen, abgetation oder noch fidert an d 10.

Die Fixierungrate der Nymphen auf der Membran wurde an d 4

n. I bestimmt {ohne Tab.). Sie lag fiir die in vitro Kontrolle und das Pla-
zebo (0.1 vol% eines Vehikelgemisches aua Glycerolformal und Propy-
lenglykol} bei 94 % (95 %-Vertrauensbereich: 90 - 98 %) bzw. 95 % (90 -
98 %), fir VM 1 ppm bei 71 % (64 - 77 %) und fiir IVM 10 ppm bei
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38 % (30-46 %). Jedoch wurden in beiden IVM-Versuchen beim Kon-
trollieren der Membranen vor dem d 4 bereits abgefallene tote oder nur
sich schwach bewegende Nymphen gefunden. Im Gegensatz zu véllig
ungesogenen Nymphen war bei diesen der durchscheinende Darm et-
was gefiillt. Auch zeigten sich nicht-fixierte Nymphen in der Kontroll-
Behandlung selbst en d 4 noch in guter kérperlicher Verfassung, Dies er-
laubt den Schluf, daB es sich bei den vor d 4 unter IVM-Gabe gefunde-
nen, nicht-fixderten Zecken vielmehr urn bereits einimal fixierte und nach
kurzer Blutsufnahme wieder abgefallene Exemplare handelt. Es kann
daher davon ausgegangen werden, daf$ die Anteile fixierter Zecken auf
IVM-behandeltern Blut tatsichlich hdher als die oben angegebenen
Woerte waren.

Die Zunahme der Kérpermasse von Nymphen, die in vitro aul
Blut mit 1 ppm und 10 ppm [VM saugten, war drastisch reduziert. Keine
von ihnen hiutete zur adulten Zecke (Tab. 3-17 und 3-18). Die Sterberate
der Nymphen wihrend der Versuchsdauer war tendenziell dosisab-
hingig und betrug 54 % bzw. 93 %. Das Plazebo unterschied sich nicht
von der in vitro Kontrolle - weder in der Kdrpermasse (64 mg vs. 67 mg),
noch bei der Sterblichkeit (12 % bzw. 11 %) (Tab. 3-18).

Tab. 3-18 — Dor Effekt von ermectin auf dia in vitro Entwick-
ing von A, hebracum Nymphen « Dargestall ist die Wirkung in %
mit 95 %-Verravensintervall afler, mindesiens einmal Zwischen
Tag (4} 1 und d 4 fiderten Nymphen in siner Behandlung, bestehend
aus je 5 Versuchseinheiten. Ergebnisse innerhalb Spalien ohns ge-
meinsamen Buchstaben waren signifikant unlerschiedich (P <0.05;
Mann-Whitney LhTest). Die Behandungsremmem {in eckigen
Idammem) antsprechen denjenigen der Obersicht in Tab. 2-9.

ol iebend, abernicht  kebend und

entwickelt * entwickelt *
Kontro¥s 11a 1a BBa
nvio220]  2-29) 0-13) {66-96)
Plazabo 12a 2a 85a
[ @-n 0-12) - {68-96)
Ivemnectin b 47b 0b
1 ppm (35- 75} (25- 6% (0-13}
fvemectin Wb 6c 1]
Gppm  (77-99) (0-18) (0-12)

« Nymphen wurden als “entwickell® bezeichnet, sofem ihve Kamar-
masse T mg dberschrill (Mindestgewicht filr die Entwickiung zur adul
ten Zecke).
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4. DISKUSSION

4,1. Die Membranen

4.1.1. Tierisches Material

Abgezogenes Fell oder andere Hiute von Labor- oder Schlachttieren
fanden zur Membranfiitterung von Schildzecken von Beginn des Jahr-
hunderts bis in unsere Zeit Verwendung (Hindle & Merriman, 1912;
Kemp et al., 1975; Voigt et al,, 1993). Tierfell konnte beispielsweise bis zu
lée d in vitro {iber Blut installiert bleiben und war zu dreimonatiger Ge-
frierlagerung geeignet. Dennoch gab es Grund zur Unzufriedenheit, da
die Priparation recht aufwendig war, eine Neigung zu Undichtigkeiten
bestand und vor allem Tiere als Quelle dieser organischen Membranen
nicht mit dem Zjel einer mglichst ‘kiinstlichen’ Flitterung vereinbar wa-
ren {Volgt et al, 1993). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit weitest-
gehend synthetische Membranen von vornherein favorisiert.

Die aus Eingeweiden von Schlachttieren kommerziell hergestellte,
sogenannte ‘Baudruche’-Membran, war in der Vergangenheit zur in vitro
Fitterung blutsaugender Arthropoden recht verbreitet (Uberblick: Klun-
ker, 1979). Sie zeichnete sich durch eine geringe Dicke {10 - 50 um) und
einen relativ niedrigen Preis aus. Bei dem tiber Tage davernden Seugakt
der Schildzecken offenbarte sich jedoch bald ein gravierender Nachteil
dieser Membran., Zwar wurde sie im Normalzustand, d. h. unimpri-
gniert, méihelos von Zeckenmundwerkzeugen durchdrungen, doch lei-
der auch von Fliissigkeiten, die sich darunter befanden. Zudem quoll
diese organische Membren im Kontakt mit Blut binnen weniger Tage
auf, zersetzte sich oder wurde zumindest so pords, daff auf ihr fixierte
Zecken unweigerlich ertranken. Erst durch Imprignierung mit Klebstof-
fen konnte die Durchlissigkeit der Membran fiir Fliissiges reduziert und
ihre Standzeit {iber Blut auf mehrere Tage verlingert werden. Solche mit
Klebstoffen imprignierte Baudruche-Membranen wurden in dieser Form
erstmals von Waladde et al. (1979) zur stundenweisen in vitre Fltterung
weiblicher Boophilus microplus verwendet. In der vorliegenden Arbeit
kamen diese Membranen fiir alle Stadien dieser Zeckenart zum Einsatz.
Diese Art der Modifikation dnderte praktisch nicht die Dicke der Mem-
bran, jedoch ihre Durchdringberkeit fiir die Zecken. Der Membrantyp Bl
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wurde dabej besser von den Nymphen engenommen als Typ B2. Trotz
der Klebstoffimprignierung begann bei diesen Typen nach etwa einer
Waoche Flussigkeit en manchen Stelien durch die Membran zu ziehen,
was zu sehr strendem Pilzwachstumn fithrte, Zusiitzliches Bestrahlen mit
UV-C, wie beim Typ B3 geschehen, verlieh ihr eine ausgezeichnete Wi-
derstandsfihigkeit dem Blut gegeniiber, glattete und verhiirtete sie je-
doch zu sehr und machte sie dadurch ungeeignet fiir B. microplus. Dieser
Typ bewihrte sich aber fiir die vermutlich kriftigeren Ambiyontna varie-
gatum Nymphen. Baudruche-Membranen waren schon aufgrund ihrer
natitrlichen Herkunft recht inhomogen, was Dicke, Materialstruktur und
Festigkeit enbelangte. Uberdies war die unverzichtbare Impriignierung
mit Klebstoffen nicht ausreichend standardisierbar. Als Membran fiir
Versuche ausgehend von den winzigen B. microplus Larven bildete der
Membrentyp Bl jedoch den einzigen akzeptablen KompromiG,

41.2, Teflon

Die fir Larven und Adulte von B, microplus und Adulte von Ixodes ri-
cinus gewlihiten PTFE-Membranen {Teflon) waren urspriinglich serien-
miflige, chemisch und biologisch inerte und sehr hitzebestindige Mem-
branfilter-Scheiben. Thre gleichma@ige, geringe Dicke (30 um), leichte
mechanische Durchdringbarkeit, gerillt strukturierte Oberfliche, Resi-
stenz gegeniiber biologischer Zersetzung, Formstabilitit sowie ihre enti-
adhiisiven und wasserabstoBenden Eigenschaften lieen sie frotz des
sehr hohen Preises vielversprechend erscheinen. Nun verlinderte sich
aber besonders der letzigenannte Punkt nach dem Auftragen der als Fi.
xierungsstimuli dienenden, fetthaltigen Tierhaar-Extrakte, so daf den-
noch Nihrmedium die Zecken tberschwemmte. Durch Bestreichen mit
Klebstoffen (Membrantyp T1 - T4) konnte dem recht wirksam begegnet
werden. Dadurch kam es aber wieder zu Problemen der Standardisie~
rung. Zudem wurden so die meisten Vorteile des teuren PTFE zunichte-
gemacht. Chnehin erwies sich das Stiitzgeflecht aus Polypropylen-Fa-
sern, aul dem die eigentliche Membran befestigt war, als schlecht zu rei-
nigendes und daher hervorragendes Substrat flir das Einnisten und
Wachsen von Pilzhyphen. Darauthin wurden die Experimente mit die-
sem Membran-Typ eingestelit.
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401030 Silikon . Lo

Zur Gruppe der dinnen Membranen gehdrten auch die beiden Typen V1
und V2 aus viskosegestiitztem Silikon. Sie basierten auf einer gleichmi-
Big geprefiten Schicht Viskosefasern in der Form im Handel erhiiltlichen
Linsenreinigungspapiers. Das Papier wurde mit einfachen, wiederholba-
ren Hendgriffen in Silikon-Klebstoff eingebettet. Diese preiswerten
Membranen koanten in Dicken zwischen 10 - 40 um, geeignet fiir Am-
blyomma hebragum Larven und Adufte von B. mticroplus, oder 50 - 90 pm
fiir Nymphen von A. hebrazum hergestellt werden. Da das Ausgengsma-
terial stets gleichhoher Qualitit war, geniigte zur Standardisierung die
Dickenmessung der kompletten Membran nach Aushiirten des Silikons,
Wihrend die den Zecken zugewendte Membranseite aufgrund der sich
abzeichnenden Fasern eine hautdhnliche Rauheit aufwies, war die Seite
zumn Blut hin glatt und bot Pilzhyphen wenig Gelegenheit zum Anhaf-
ten. Ihre positiven Eigenschaften wie Dichtigkeit beztiglich Fltissigkeiten,
Elastizitiit, Resistenz gegentiber biologischer Zersetzung und Formstabi-
litar, dnderten sich auch nach dem Auftragen von fetthaltigen Extrakten
und Verdampfen dzs Lisemittels nicht. Die sehr diinne Membran des
Typs V1 neigte bereits bei ihrer Herstellung zur Bildung von Lecks, so
dal hier ein kritischer Dichtigkeitstest vor Versuchsbeginn besonders
wichtig war. In dieser Arbeitsgruppe, aber nicht vom Autor durchge-
flihrte Vorversuche mit Larven von B. miicroplus auf den diinnsten Ex-
emplaren des Typs V1 weren erfolglos. Eine diinnere Fasermatrix mit
anderen, weicher aushdrtenden Silikonen sollte als potentielle Alterna-
tive zur klebstofhmprignierten Baudruche-Membran getestat werden.
Alles in allem betrachtet, erwiesen sich die viskosegestiitzten Silikon-
Membranen in der Praxis als ideale Lasung.

Die 0.5 mum dicke, fiir adulte Amblyormna benutzte Wiener Silikon-
Membran wurde urspriinglich zur in titro Piitterung von Tsetsefliegen in
einem Standardverfahren hergestellt (Bauer & Wetzel, 1976). Sie besafs
alle Vorteile der oben sngefithrten, dinnen Silikon-Membranen. Sie hielt
in der Regel selbst in Clastern fixierenden Amblyomma-Adulten stand. In
ktnftigen Versuchen wiire einmal zu priifen, ob etwas diinnere, even-
tuell weichere Membranen die Fixierungsraten der Zecken verbessern
kénnten.
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4.2. In vitro Fixierung

4.2.1. Fixierungsstimuli

Lees (1948), der mit ], ricinus arbeitete, hatte thermische, mechanische, ol-
faktorische und gustatorische Stimuli, wie sie von erwérmtem Schafsfel}
ausgehen, als wichtige Fixjerungsfaktoren ausgemacht. In seinen
24 stindigen ir vitro Versuchen auf Schafsfell sowie auf dem Zwerchfel]
von Kaninchen (beide 37°C) fixierten I ricinus nur auf dem Schafstell,
In vitro Experimente mit Lammfell bei etwa 23°C und 37°C zeigten die
Notwendigkeit des thermischen Reizes. In den Versuchen der vorliegen-
den Arbeit lag die Membrantemperatur bei 32-38°C, die Umge
bungstemperatur bei 23-34°C, Ein vertikaler Ternperaturgradient war
fiir das Festsetzen der Zecken nicht ndtig, wie auch schon in enderen Ar-
beiten beobachtet worden war (Lees, 1948; Doube & Kemp, 1979). So
zeigten z. B. bei Lees I ricinus in ithren Versuchskapseln, sei es durch eine
Heizplatte von unten, sei es im Brutschrank rundum erwirmt, ver-
gleichbares Fixierungsverhalten.

Saubere Glaswolle als ein mechanischer Reiz, kombiniert mit Wir-
me, flihrte nicht zum Festsetzen méinnlicher A. kebraeum auf der glatten
Wiener Silikon-Membran. Eine andere Silikon-Membran (Typ V2) mit
hautghnlicher Oberflichenstruktur hingegen brachte in Vortests, obwoh
frei von enderen aufgetragenen Stimwuli, zumindest geringe Fi-
xierungsraten fiir Nymphen dieser Art. Vermuilich ist die Feinstruktur
der Membranoberfliche wichtig. In Vorversuchen auf glatten Silikon-
Membranen setzten sich weder Nymphen von A. hebraeum (diese Arbeit),
noch von A. variegatum fest (Voigt etal, 1993). Auf leeren Baudruche-
Membranen, die ein hautihnliches Muster besafen, fixierten sich bei
Kemp et al. (1975) jedoch von B. microplus keinetlei Larven und “nur ei-
nige Nymphen und Weibchen”. Dies ktnnte daran gelegen haben, da8
die einwirtigen B. microplus in ihrer Wirtswahl stirker auf Rinder ausge-
richtet sind als auf die drelwirtigen A. hebraeum und dag ihnen rindspe-
zifische Stimuli fehlten. In eigenen Experimenten kounnte beobachtet
werden, da die Wirtshaare von den Zecken wenig zum Herumklettern,
sondemn viel mehr Zum Unterkriechen genutzt wurden. Beim Fixieren
zeigten die Zecken hdufig eine Vorliebe fitr Winkel und Ecken, z. B. am
Dbergang der Membran zum Glasrohreinsatz. Diese Thigmotaxis trug
miglicherweise, neben den chemischen Stimuli, zur Clusterbildung von
Zecken bei. Die Wirtshaare besaBlen nicht nur elne mechanische Reiz-
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komponente, sonderntauch eine olfaktorische und. gutstorische auf-
grund der ihnen anhaftenden Wirtssubstanzen.

Ein offaktorischer Reiz in Form der SPM-A.h. verbesserte bei
Nymphen und Minnchen von A. hebraeum die Fixierung auf warmen Si-
likon-Membranen. Norval et al. (1992b) hatten bereits in vivo von einer
“fixierungsfrdernden” Wirkung des Aggregations-Fixierungs-Phero-
mons bzw. Komponenten hiervon berichtet. In eigenen Tests mit Minn-
chen kotinben dhnliche Ergebnisse wie mit der Kombination SPM-A.h.
und Glaswolle auch durch u. a. olfaktorisch-gustatorische Stirnuli in
Form von Rinderhaaren (Kaninchenhaare bei Nymphen) erreicht wer-
den. Von Nutzen war ein Rinderohr-Extrakt in Versuchen mit adulten
I ricinus. Waladde et al. (1991) hatten ihn bereits erfolgreich an aduften
Rhipicephalus appendiculatus getestet. Da von einer Bevorzugung der Rin-
derohren als FraBort des Holzbocks jedoch nichts bekannt ist
(Aeschlimann, 1972; Gigon, 1985), enthilt der Ohr-Extrakt vermutlich
eing allen Hautabsonderungen gemeinsame Komponente, Von B. miicro-
plus setzten sich keine Larven und nur “einige” Nymphen und Weibchen
auf leeren Membranen fest, jedoch bis zu 85 % der Weibchen, sobald
Rinderhaare und Rinderhaar-Extrakt vorhanden waren (Kemp efal,
1975; Waladde et al., 1979). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit fiir
diese Zeckenart immer zumindest ein Extrakt aus Rinderhaaren benutzt.
Der Rinderhaar-Extrakt bewirkte bei B. microplus Larven ein Verbleiben
auf einer damit behandelten Membranfliche {Guerin etal, 1992) und
diirfte so die Wahrscheinlichkeit zum Fixieren erhShen. An einer
chemischen Aufschliisselung der fiir dieses “Verharren” verantwortlichen
Substanzen aus Rinderfell wird derzeit durch Thomas Krober am Zoo-
logischen Institut der Universitiit Neuchatel pearbeitet. Atwraktive Kon-
takt-Chemostimuli sind bereits fitr andere Milben (Acari) bekannt, z. B.
Fettsiiure-Diester in den Hautlipiden von Gefliigel, den Wirten der
blutsaugenden Dermuanyssus gallinae (Zeman, 1988). Riudemilben der
Hunde {Sarcoptes scabiei var. canis) werden w. a. von Fettsduren und de-
ren Methylestern in der Wirtshaut angezogen (Arlian & Vyszenski-
Moher, 1995). Bei an Bienen parasitierenden Milben fanden Fhelan et al.
{1991), daB8 Kohlenwasserstoffe der Wirtskutikula auf den Tracheenbe-
wohmer Acaripis woodi anlockend wirkten. Dieselbe Rolle erfiillten kuti-
kulire Alkangemische fitr die an der Bienenbrut schmarotzenden Milbe
Varroa jacobsoni (Rickli et al., 1994).

Waladde und Mitarbeiter (1991} wiesen auch auf die fixierungs-
stimufierende Wirkung von Zeckenkot hin. In eigenen Experimenten mit
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A, hebraeum Ménnchen firderte arteigener Kot aus fritheren in vitro Fiit-
terungen deutlich das Festsetzen, Neben der mechanischen und olfzkto-
rischen Komponenten der Exkremente durch vermudlich absorbierte
Zeckenpheromone (Diehl etal, 1991) gingen walascheinlich noch wei-
tere, zeckenrelevante chemische Stimuli vom Kot selbst aus, wie zuvor
schon fir Lederzecken entdeckt worden war (Leahy et al.,, 1973, 1975}. So
wurde u. a. Guanin, ein Endprodukt des Stickstoff-Metabolismus in
Spinnentieren im Kot mehrerer Schildzeckenarten (I ricinus nicht ge-
priift) nachgewiesen (Hamdy, 1972); und Otieno et al. {1985) beobachte-
ten eine von Guanin ausgehende, attraktive Wirkung far Amblyorma co-
haerens Larven und R. appendiculatus Adulte. Die aus dem Kot von Le-
derzecken stammenden Purine Xanthin und Hypoxenthin zogen eben-
falls andere Zecken an (Dusbdbek et al., 1991). Weibchen, Nymphen und
junge Adulte von V. jacobsoni nutzten, wie in vifro Verhaltensbeobach-
tungen von Donzé et al. (1994) zeigten, ein vom Weibchen abgesetztes
Fikalienpaket als Versammlungs- bzw Paerungsort. Diese Autoren be-
schiiftigen sich zur Zeit mit der Identifizierung der entscheidenden Sub-
stanzen (Forschungsanstalt filr Milchwirtschaft, Sektion 8ienen, CH-3097
Liebefeld / 8E).

Die Verwendung von Saline in manchen Versuchen ging aul eine
Arbeit von Waladde e al. (1991) mit adulten R. appendiculatus zuriick. Es
sollte damit ein Teil der aul der Wirtshautr vorkornmenden Salze sithu-
liert werden. Dieser potentielle Fixierungsstimulus wurde in der vorlie-
genden Arbeit jedoch nicht systematisch untersucht und spfiter fallenge-
lassen. Die Salzldsung war auf den Membranen nicht gleichmifig ver-
teilbar und nach Abtrocknen blieben nur cinzelne, groBe Salzkristalle
Uibrig. Seine Bedeutung wurde als gering eingeschitzt.

Beirn Festsetzen kommen die Zecken auch mit gustatorischen
Stimuli aus dem Néhrmedium in Kontakt. Waladde & Rice (1977) fanden
in elektrophysiologischen Studien en den Cheliceren weiblicher
B. microplus ATP- und GSH-sensitive Rezeptorneurone. Die Cheliceren
sind zusammen mit dem Hypostom der in dic Wunde hineinragende
Teil der Zecken-Mundwerkzeuge und kommen so mit den Gewebefltis-
sigkeiten des Wirtes in Kontakt. Beirn Einbohren in die Haut tritt ver-
mullich ATP und GSH lokal aus Blutplitichen (Thrombozyten) bzw. ro-
ten Blutzeilen (Erythrozyten) des Wirtes aus und signalisieren der Zecke
einen interessanten Fraflort (Galun & Rice; 1971; Smith, 1979). In den er-
sten Stunden nach der Infestierung, wenn es fiir den Parasit darum geht,
sich dort fest zu verankern, fanden die Autoren die stirkste neuronale
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Antwort auf beide Verbindungen. Kemp und Mitarbeiter (1982)
berichten von héheren in vitro Fixierungsraten weiblicher B. microplus,
wenn die NaCl-Losung iinter der Membran ATP und’ GSH enthielt.
Larven dieser Art schienen wenlger wihlerisch und fixierten sich sehr
gut ungeachtet des Nihrmediums nnter dem Rinderfell (Rinder- ader
Kaninchenserum, Phosphat-gepufferte Saline) (Doube & Kemp, 1979). In
eigenen Versuchen mit A. hebraeum Nymphen wurde die Fixierungsrate
meist erst an d 4 n. . bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt waren, unabhéingig
von einer ATF / GSH-Zugabe, gleichviele Zecken fixiert. ATP und GSH
spielen aber vermutlich in den ersten Stunden des Pestsetzens eine Rolle,

4.2.2, In vitro Fixierung von L. ricinus

Auf einer, mit Klebstoff versiegelten PTFE-Membran (Teflon) waren 1d
nach Infestierung (n. L) ca. 60 % der Weibchen fixiert. Zu Beginn zeigten
sie Unruhe, 16sten sich mehrfach von der Membran und fixierten sich
wieder. Es ist denkber, daff dieses Verhalten auf das Fehlen von zusétzli-
chemn ATP und GSH tm Futterblut zuriickzufiihren ist. Die gleichzeitig
anwesenden Mannchen wurden nie beim Festsetzen beobachtet. Die zu-
sitzlich zu den Kaninchenhaaren und dem Rinderohr-Extrakt als Fixie-
rungsstimuli gegebene Salzldsung und I ricinus-Kot hatten, im Gegen-
satz zu Erfahrungen von Waladde et al. (1991) mit R. appendiculatus, kei-
nen Effekt. Der von diesen Autoren festgestellte Nutzen von Rinderohr-
Extrakt besttigte sich indes auch fiir I ricinus: Alle Weibchen fixierten
auf der damit bestrichenen und mit Kaninchenhaaren bestreuten Hilfte
der Membran, der Teil mit den Kaninchenhaaren allein wurde ver-
schmiht.

4.2.3. In vitro Fixierung von B. microplus

Larven. Bei B, nticroplus als einer einwirtigen, hauptsichlich auf Rindern
arzutreffenden Zecke (Roberts, 1965), liegt die Wahi des richtigen Wirtes
und eines geeigneten FraBortes einzig bei den Larven, da sich Nymphen
nnd Weibchen kaum noch vom Fleck bewegen. Eine gesteigerte Emp-
findlichkeit ihrerseits gegentiber suboptimalen Fixierungsstimuli in vitro
darf also engenommen werden. Die Kiirze ihrer Mundwerkzeuge (Hy-
postom <80 um; nach Nufiez efal, 1985) lie8 schon kleine lokale
Schwankungen in der Dicke der Membranen (ca. 10 - 50 um) problema-
tisch werden. Im Gegensatz zu Ixodes oder Amblyomma bohren Boophilus
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ihr Hypostom nicht in voller Linge in die Haut oder die Membran ein.
Sowoh! in vive wie in vitro werden die Palpen nur in einem Winkel < 45°
abgespreizt und ein Zementkegel zwischen diesen und dem Hypostom
geformt. Dadurch kann das Hypostom nur maximal bis zur Grenze Epi-
dermis / Dermis in den Wirt eindringen (Moorhouse, 1969). Die Dicke
der Rinderepidermis gaben Moorhouse & Tatchell (1966) mit durch-
schnittlich 50 pm an. Neben der Dicke spielt die Durchdringbarkeit der
Membranen eine ebenso entscheidende Rolle fiir die Akzeptanz durch
Larven, kounte aber nicht gemessen und damit auch nicht standardisiert
werden,

Das Bestimmen der Anzahl fixierter Larven gestaltete sich sehr
schwierig, da alle Versuche zur weiteren Fiitterung angesetzt worden
waren und daher nur wenig gestdrt werden sollten. Geschiitzt lagen die
Fixierungsraten 1d n. 1. bei 50 - 70 % in 7 Flitterungsglisern it Rinder-
haar-Extrakt, Saline und vom Rind gebiirsteten Zeckenkot. Ein exakt
ausgezihites Experiment ergab 31 % (d 9 n. 1.). Diese Stimulus-Mischung
wurde benutzt, da in eigenen Vorversuchen mit B. microplus Larven auf
Baudruche-Membranen sowie in Arbeiten anderer Autoren mit
R. appendiculatus (Waladde et al,, 1979; Waladde et al,, 1991) die Kombi-
nation aus Tierhaaren, -Extrakt und Zeckenkot die besten Ergebnisse ge-
bracht hatte. Sie scheint jedoch nicht vollstindig zu sein, da B. microplus
Larven invitro auf frischem Rinderfell 1d n. 1. Fixierungsraten von
ca. 80 % erreichen konnten {Doube & Kemp, 1979). Dieser Wert zeigte
sich dabei unbeeinflufft von der Wahl des Nihrmediums (Rinder- oder
Kaninchenserum, Phosphat-gepufferte Saline). Eigene Resultate wiesen
in dieselbe Richtung, nach denen auch 5mg Glukose / ml Futterblut
oder durch Gefrierlagerung himolysiertes Blut die geschitzten Fixie-
rungsraten nicht zu éndern vermochten.

Etwa 30 - 70 % fixierter Larven auf attraktiv gemachten, kiebstoff.
impriignierten Baudruche-Membranen zeigen, daf die Ubertragung el-
nes groflen Teils, jedoch nicht aller auf dem Rind verfiigbaren Stimuli in
die in pitro Situation gelungen war. Die getnge Fixierungsrate wird aus-
geglichen durch die Verftgbarkeit der Larven in grofer Zahl.

Nymphen, Die Wiederfixierungsrate der aus in vitro gesogenen Larven
hervorgegangenen B. microplus Nymphen auf derselben Membran lag
auf Bavdruche-Membranen des Typs Bl mit ca. 70 % deutlich hoher als
bei Typ B2, Dies wird auf die unterschiediiche Durchdringbarkeit beider
Membranen durch die Zeckenmundwerkzeuge zurtickgefiihrt.
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Aduifte, Der Versuch von Pierce & Pierce (1956) schlug fehl, adulte
B. microplus auf der, u. a. mit Rinderspeichel und “Hautabsonderungen®™
benetzten inneren Schalen-Membran bebriteter Hithnerembryos fixieren
zu lassen. An einem Mangel an attraktiven Substanzen auf der Membran
allein hat dies mbglicherweise nicht gelegen, da Kemp ef al. (1975} notier-
ten, daff sich zumindest “einige Nymphen und Weibchen auch auf Bau-
druche-Membranen fixierten”, die frei von zusitzlich aufgetragenen Fi-
xierungsstimuli waren. Einen groferen Erfolg hatten dann aber Waladde
et al, (1979), die von bis zu 85 % fixierter Weibchen auf klebstoffbehan-
delten Baudruche-Membranen berichteten. Auf ihren Membranen be-
fenden sich Rinderhaare und deren Extrakt, darunter heparinisiertes
Voallblut.

Alle in der vorliegenden Arbeit fiir B. microplus benutzten Stimuli-
Kombinationen enthielten Rinderhaar-Extrakt. Die natitrlichen Weib-
chen, die pharat oder bereits gehiutet vom Rind abgesarnunelt worden
waren, hatten sich 1d n. L. zu 50-100 % auf klebstoffbehandelten PTFE-
oder Baudruche-Membranen fixiert, die Méinnchen zu 60-80% (d 3:
ca. 50 % bzw. ca. 60 %). Letztere waren unruhiger, schienen aber weniger
delikat in ibren Fixierungs-Anspriichen, saugten meist in unmittelbarer
Nihe bereits saugender Weibchen und zeigten, soweit ohne Stérung der
Zecken beobachtbar, normales Paarungsverhalten (wie beschrieben bei
Falk-Veirent, 1991; Guerin et al., 1992). Wurden vom Rind gesammelte
Adulte auf Kaninchenohren gesetzt, wiederfixierten mehr als 75 % bei-
der Geschlechter (Falk-Veirant et al., 1994).

Kunstliche Weibchen, gehiiutet aus in vitro gesogenen Nymphen,
waren en d 3 n. L. zu 34 %, entsprechende Miannchen zu 71 % fixiert und
lagen damit etwa im Rahmen der natfirlichen Adulten it vitro.

Bei Einsatz geeigneter Fixierungsstimuli (hier: Rinderhaar-Extrakt
und Rinderhaare) akzeptierten adulte B. microplus auch vollig syntheti-
sche Membranen. Auf der viskosegestiitzten Silikon-Membran (Typ V1;
siehe Kapitel 2B.2.) waren an d 2 n. L. die Hilfte der Weibchen fixiert. Es
wire zu priifen, ob eine Zugabe von ATP / GSH ins Fufterblut hier das
Festsetzen erleichtern kdnnte (Kemp et al., 1982). Diese Autoren hatten
hohere in vitro Fixierungsraten 4 h n. L. beobachtet, wenn einer mit Glu-
kose angereicherten NaCl-Losung ATP oder GSH hinzuftigt worden
war.
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4.2.4, In vifro Fixierung von Amblyomma

Beiden Spezies gemein ist die Produktion und Aussendung von Aggre.
gations-Fixierungs-Pheromonen  (aggregation-attachment-pheromones;
AAP) durch die nach 3 - 5 d des Blutsaugens auf dem Wirt sexuell gereif-
ten Minnchen. Diese Pheromone bestehen bei A, variegafum aus ortho-Ni-
trophenol (ONP), Methylsalicylat (MES) und Pelargonsdure {nonanoic
acid, Nonansiure; NOA) (Schoni etal, 1984; Diehl el al, 1991). Schoni
und Mitarbeiter wiesen auf die synergistische Wirkung der Komponen-
ten dieses Pheromgernisches hin, wenn es um das Ausldsen des komplet-
ten Aggrepations-Fixierungs-Verhaltens von A. variegatum in vitro ging,
Bei A. hebraeum sind die Hanptbestandteile ONP, iso-Buttersiure
{2-methylpropancic acid; TMP) und Benzaldehyd (BEA) (Apps etal.
1988; Price et al,, 1994).

Durch Aussendung dieser Substanzen wird der Wirt als gute Fut-
terquelle markiert (Norval et al., 1989a; Hess & Castro, 1986). Auf dem
Wirt werden so Minnchen, Weibchen (Schoni ef al., 1984; Rechav ef al,
1977) und Nymphen (Rechav ef al., 1976; Norval et al, 1992b) der glei-
chen Art angelockt und deren Festsetzen in Clustern bewirkt. Norval
und Mitarbeiter (1992b) beobachteten, dal beispielsweise die Fixierung
von Nymphen beider Arten auf Kaninchenchren an d 1. I von weniger
als 20 % auf 60- 70 % zu steigern war, wurden Extrakte von mindestens
einer Woche lang gefitterten Minnchen der jeweiligen Art hinzugefiigt.
Ahnliches, auf diese Weise verbessertes Fixieren wurde auch von unge-
sogenen Minnchen auf Kaninchen berichtet (Norval et al., 1991).

4.2.4.1. A, pariegatum

4.24.1.1. Nymphen

in der vorliegenden Arbeit war die Fixierung von Nymphen in vitro mit

ca. 40 % 1d n. L. relativ gering, gemessen an den etwa 70 % auf, mit dem

Extrakt vorgeflitterter Minnchen bestrichenen Kaninchenohren (Norval

ef al,, 1992b). Dafar kounten folgende Punkte verantwortlich sein:

1. Die fiir die Nymphen zusammen mit Rinderhaar-Extrakt und Saline
benutzte, synthetische Pheromon-Mischungl (SPM1-A.v) bestand
nur aus ONP und MES, NOA fehlte.

2. Moglicherweise mangelte es an volatilen Substanzen, die senst von
der Haut des Wirtes oder dessen Haaren abgegeben werden und auf-
grund ihrer Flitchtigkeit nicht mehr im Rinderhaar-Extrakt vorhande-
nen waren.
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3. Eventuell war die Baudruche-Membran des Typs B3' nicht leicht ge-
nug zu durchdringen.

4, Es fehlten mechanische Stimuli, a} da dieser Membran-Typ durch den
Klebstoff und die weitere Behandlung recht glatt wurde und b) das
Fehlen von Tierhaaren.

42412 Adulte

Minnliche, ungesogene A. variegatum waren an d1 auf der sonst zur
Tsetsafliegen-Zucht benntzten Wiener Silikon-Membran (W1) etwa zur
Halfte, meist in Clustern, fixiert. Die zusanunen mit Rinderhaar-Extrakt
und Saline verwendete synthetische Pheromon-Mischung 2 (SPM2-A..)
enthielt nun neben ONP und MES auch NOA. Schini et al. (1984) stellten
eine untere, im Nanogramm-Bereich liegende Konzentrationsschwelle
dieses Substanzgemisches zum Auslisen des Aggregations-Fixierungs-
Verhaltens bei Zecken fest. Eigene Versuche wiesen auf einen nach oben
sehr eng begrenzten Konzentrationspielraum hin. So sank die Fixie-
rungsrate bei Miinnchen en d 1 signifikant von 48 % auf 11 %, wenn die
Konzentration der SPM nur um das Sfache erhtht war. Die richtige Do-
sierung der Pheromon-Mischung erwies sich somit als sehr kritisch.

Typisches Klarmmerverhalten (“ctasping behaviour”) zum Ergrei-
fen sich nihernder Weibchen zeigten die Mannchen in vitro ab d 5, so-
bald man sie mechanisch reizte. Auf dem Rind geschah dies sponten ab
d 3 - 4 (Schisrd, 1987). Da@ dieses Verhalten in vitro versplitet, nicht spon-
tan und weniger intensiv auftrat liegt auch daran, daB die Minnchen
z.T. in einer zum “clasping” ungiinstigen Stellung mit dem Bauch zum
Glas hin fixiert waren. Der Hauptgrund ist aber wahrscheinlich die nicht
ausreichende Qualitit des Futterblutes, die threrseits zu einer verminder-
ten sexnellen Reifung der Ménnchen gefithrt hat. Hinzugesetzte, ungeso-
gene Weibchen waren 4 d spéter zu fast 70 % festgesetzt, withrend sich
auf dem Rind praktisch alle fixierten.

Die hier benutzten Fixierungs-Stimuli brachten fiir den Einsatz
zur in vitro Flitterung befriedigende Fixierungsraten. Die Werte ftir die
Nymphen lieSen sich sehr wahrscheinlich durch die Verwendung der fiir
die A, hebraeum Nymphen bewihrten dinnen Silikon-Membran (Typ V2;
siche nichstes Kapitel} und eventuell durch die Erginzung der
SPM1-A.v. mit NOA deutlich steigem.

Um eine verbesserte Fixierung der Adulten zu erreichen, sollte
zum einen eine gréfere Membranfléche ausprobiert werden. Dadurch
wlirden sehr aktive Zecken nicht so schnell den unattraktiven Glasrohr-
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einsatz herauflaufen. Zum enderen kénnte eine leichter zu durchdrin-
gende Membran und insbesondere eine auf maximal 5% erhthie
CO2-Konzentration der Luft (nach Voigt etal, 1993) gepriift werden.
Diese Autoren lielen alle Stadien von A. vorizgatumt in vitro ohne eine
synthetische Pheromon-Mischung fixieren (Rate nicht angegeben). In-
wieweit das von ihnen als Membran verwendete frisch abgezogene,
komplette Kaninchen- oder Rinderfell, das zusitzliche COp oder die
Kombination aus beidem dabei hilfreich war, bleibt unklar,

4.2.4.2. A, hebraeum

4.24.21. Larven
Die fiir die Larven als Fixierungsstimufus gegebene synthetische Phero-
mon-Mischung (SPM-A.L) enthielt ONF, TMP und BEA. Zusitzlich
wurden noch Rinderhaare, Rinderhaar-Extrakt und aus in vitro Experi-
menten mit Adulten gesammelter Kot verwendet. Die Kombinierung
mehrerer Stimuli hatte sich bereits bei B. microplus Larven als vorteifhaft
erwiesen, Die Pixierungsraten der A. hebragum Larven schwankten stark
(30 - 90 %), doch wurden die teilweise geringen Raten durch die Verfig-
barkeit von ungesogenen Larven in grofier Zahl wieder ausgeglichen.
Der verwendete Typ V1 der viskosegestiitzten Silikon-Membran
eignete sich gut fiir die Larven, doch wer er mit 10 - 40 pm Dicke recht
ports und mufite daher vor der Infestierung mit Zecken sorgfltig auf
Dichtigkeit gepriift werden.

4.2.4.2.2. Nymphen

Auf der verwendeten viskosegestiitzten Silikon-Membran Typ V2
(50 - 90 umn dick) fixierten schon mit Kaninchenhaaren als einzigem auf-
gebrachten Stimulus etwa 70 - 80 % der Nymphen. Dies wurde durch die
zusitzliche SPM-A k. auf mit ‘in vivo’ vergleichbare 93 % erhdht und be-
stitigt die “fixierungsfordernde” Wirkung des Aggregations-Fixierungs-
Pheromons bzw. Komponenten hiervon (Norval et al, 1992b). Nymphen
der Fy-invitro Generation erreichten praktisch gleichhohe Werte. Auf
dem Wirt ist auch das Fell in der Umgebung saugender Minnchen sowie
deren Kot mit den AAP impriigniert {Diehl et al., 1991), die ihre Wirkung
nach Entfernen der Ménnchen noch 2-4d beibehalten (Rechav etal,
1977). Daher wurde wihrend der gesamten Versuchsdauer eine kleine
Gummikappe auf die Membran zu den adulten Zecken hinzugelegt.
Diese mit Pheromonen imprignierten Gumumikappen (PIG) konnten in
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Experimenten mit Nymphen die fixierungsférdemnde. Wirkung der
SPM-A.h. ersetzen.

Die Frage, ob sich flir A. hebracum Nymphen die Fixierungsraten
in vitro (d 4 n. L) mit zuskitzlichem ATP / GSH (beide: 10°mol / I) signi-
fikant veriindert haben, mu8 anhand der vorliegenden Zahlen von vier
Behandlungen in zwei verschiedenen Versuchsbldcken verneint werden,
Es fehlen jedorh Daten diber das Verhalten der Zecken in den ersten
Stunden nach der Infestierung, wenn die neuronale Anwort auf
ATP / GSH, gemessen an B. microplus, am stirksten wer (Waladde &
Rice, 1977).

Oberhaupt lieBen sich die Nymphen kaum von dem, was sich un-
ter der Membran befand, beim Festsetzen storen. Ob Penizil-
lin / Streptornycin statt Gentamicin als Bakterizid, ob mit oder ohne Ny-
statin als Fungizid, ob heparinisiertes, himolysiertes oder defibriniertes
Blut, ob Hiithnereidotter als Nihrzusatz, ob mit oder ohne Propylengly-
kol / Glycerolformal ader DMSO (als Vehikel flir systemische Akarizide)
-- signifikante Unterschiede zeigten sich nicht. Das galt ebenso far das
Blut individueller Spender-Tiere. Auch die bis zum d 4 n. 1. insgesamt
20 Minuten dauernde UV-C-Bestrahlung der Membran-Unterseite aus
nur 7 em Entfernung hatte keinen Effekt auf das Festsetzen der Zecken.

Um trotz geeigneter, tiber der Haut liegenden Stimuli die Fixie-
rung der Zecken vom Nihrmedium her zu behindern sind anscheinend
genau auf den “Geschmack” der Zecken abgestimmte Substanzen nbtig:
Histamin z. B., daB8 bei Uberempfindlichkeitsreaktionen in der Wirtshaut
freigesetzt wird, filhrte nach Injektion in vive und in vitre zum Abfallen
von B, microplus Larven (Kemp, 1978; Kemp & Bourne, 1980), wobei der
Mechanismus dieser Wirkung. ungeklirt blieb. Weibchen dieser Art fi-
xierten invitro deullich schwiicher, wenn ihnen .15 molare NaCl-
Losung " anstelle von heparinisiertem Vollblut angeboten wurde
(Waladde et al,, 1979). In eigenen Versuchen setzten sich signifikant we-
niger A. hebracum Nymphen fest, wenn das Blut durch HzS-bildende Bak-
terien verdorben war. Diese letzten Beispiele zeigen, daR, bei glinstigen
Stimuli auf der Membran, nur recht radikale Verinderungen im Nihr-
medium die Fixierung der Zecken beeintrichtigen kann.

Bei selr niedriger relativer Luftfeuchte (Brutschrank
36°C / ca. 20 %rF) waren an d 4 nur 70 % statt 95 % der Nymphen fixiert
und die meisten der nicht-fixierten waren tot. Ein Ghnlicher Effekt sehr
niedriger Luftfeuchte in vitro wurde von Doube & Kemp (1979) an
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B. microplus Larven demonstriert und auf das Vertrocknen von sich nicht
rasch genug festsetzenden und saugenden Individuen zurlickgefiihrt.

Die tendenziell schiechteren Fixierungsraten (-7 %} in stindig ge-
schiittelten Versuchseinheiten (100 Richtungswechset / min, horizontal
in einer Ebene, eine Strecke ca. 10 em) liegen miglicherweise in einer St6-
rung der Nymphen infolge der Beschleunigungskrifte oder auf der
Membran herumrollender Teile (Zahnwatterslichen, Stick Gummikap-
pe) begriindet.

Die Besatzdichte der Nymphen pro Pitterungsglas beeinfluflte im
getesteten Bereich von 2 - 13 Individuen / cm? die Fixierungsrate nicht.
Auch setzten sie sich bereits innerhatb eines Tages nach der Infestierung
fest und hielten den Anteil fixierter Nymphen bis zum d 4 praktisch kon-
stant. Norval (1974) registrierte einen Zeitraum von anderthalb Tagen,
bis sich A. hebraenm Nymphen maximal auf Kaninchenohren (ohne Zu-
satz weiterer Stimuli) festgesetzt hatien.

Die aufgezeichneten Fixisrungsraten lagen gleichauf mit
invivo-Werten und zeigten, daf} alle wichtigen Stimuli in den Fiitte-
rungsglisern vorhanden waren. Die verwendete viskosegestiitzte Sili-
kon-Membran erfiillte ihren Zweck ausgezeichnet. Die Nymphen fixier-
ten sich unbeeindruckt von den hinzugeftigten Substanzen im Futterblut
oder der Art der Blutzubereitung.

4.24.2.3, Aduite

Ungesogene Amblyomma Minnchen fixieren sich unterschiedlich gut auf
verschiedenen Wirtstierarten. So fenden Norval etal (1992a) tlir
A. hebraeum nach einem Tag Fixierungsraten auf Rind, Schaf und Kanin-
chen von 93 %, 43 % und 41 %, respektive. Zudem berichteten Rechav
etal. (1977) und Apps et al. (1988) von zeitlich verzbgertem Festsetzen
von Ménnchen dieser Art auf Kaninchen. Zur Vorfiitterung der Ménn-
chen auf dem Kaninchen wurde deshalb SPM flir A. hebragum (SPM-A.h)
auf den Wirt aufgetragen, was auf dem sonst recht unattraktiven Kanin-
chen zu Fixierungsraten von fast 100 % innerhalb 1 h fiihrte.

Ein chemischer, fliichtiger Stimulus wie die SPM-Ah. oder aber
ein mechanischer Reiz wie Glaswolle fiihrten, einzeln auf die Wiener Si-
likon-Membran gegeben, binnen 1h nicht zum Festsetzen ungesogener
Minnchen von A. hebrasum. Eine bessere Fixierung erhielt man bei
gleichzeitigem Aufiragen.

Praktisch keine Minnchen setzten sich binnen 1h fest, wenn
Glaswolle gemeinsam mit {tberdosierter SPM-A.L (Konzentration x1000)
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verabreicht wurde. Hier. wurde méglicherweise die obere Grenze der
noch zu Aktivitdt fihrenden Substanzkonzentration tiberschritten, dhn-
lich dem ftir A. variegatum beobachteten Phinomen (Kapitel 4.2.4.1.2).
Da bei Norval et af, (1991) trotz noch weit htheren Konzentrationen die-
ser Verbindungen Zecken auf Kaninchenohren fixierten, ist nicht auszu-
schlieflen, daf? in vitro der geringere Luftaustausch in den Fatterungsgls-
sern eine Rolle spielt,

Fixierungsraten #hnlich denen von ndedrig dosiertem SPM-A.h.
zusaminen mit Glaswolle riefen auch isoliert verabreichter, arteigener
Zeckenkot oder Rinderhaare hervor. Diese beiden Stimuli repriisenter-
ten ebenfalls mehr als eine Reizmodalitit, So stellten die Rinderhaare so-
wohl einen mechanischen, als auch durch anhaftende Hautfette und
flichtige Substanzen einen gustatorischen und olfaktorischen Reiz dar.
Dije potentielle mechanische Komponente der Zeckenexkremente war
deren Struktur in Form von kleinen Brocken oder Kugeln, die ollaktori-
sche vermullich absorbierte Zerkenpheromone (Diehl et al, 1991). Sehr
wahrscheinlich gehen noch weitere, ftir die Zecken wichtige, chemische
Stimuli vom Kot selbst aus. Rinderhaare, kombiniert mit SPM-A.h. brach-
ten die hichste Fixierungsrate (32 % 1 h n. 1.). Doch auch einen Tag nach
Infestierung in vitro ging der Anteil festgesetzter natiirlicher Ménnchen
kaum tber 30 % hinaus (Rinderhaare und Zeckenkot), wihrend Norval
auf dern Rind im gleichen Zeitraum tiber 90 % fixierte Zecken zihlte.
Kiinstliche Minnchen fixierten sich hingegen doppelt so gut (60 %).
Diese Zecken waren maglicherweise selektionierte, besser an subop-
timale in vitro Stimuli angepaflte Individuen, da bel der kiinsllichen
Filtterung des vorangehenden Nymphen-Stadiums etwa ein Viertel der
Zecken durch Nicht-Fixieren, Tod oder die Unfihigkeit zur Hiutung
verlorengegangen war.

Das typische Klammerverhalten der Mannchen (“clasping”) trat
in vitro erstmals an d 6 auf, auf dem Kaninchen einen Tag frither. Ein sol-
che Verz8gerung konnte schon bei A. variegatum beobachtet werden. Es
war in vifro weniger spontan und intensiv als auf dem Wirt, hauptsich-
lich wegen des negativen Einflusses der invitre Erndhrung auf die
sexuelle Reifung der Minnchen und teilweise auch wegen der ungiinsti-
gen Fixierungsposition mancher Minnchen, die sich biuchlings zum
Glasrand hin festgesetzt hatien.

Mannchen, die 5-7d lang in vitre oder in vive vorgefiittert wor-
den waren, begannen schon wenige Minuten nach Aufbringen auf nur
~ mit Zeckenkot bestreuten Membranen mit dem Wiederfixieren (d 1:
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80 - 90 %). Eine Stunde nach den Minnchen wurden Weibchen hinzuge-
fagt. Diese waren, gleich ob natiirlicher oder kiinstlicher Herkunft, nach
1d etwa zur Hilfte fixiert, an d 4 zu etwa 70 %. Klinstliche Membranen
wurden von vorgefiitterten Minnchen deutlich besser angenommen als

VOR ungesogenen.

Far A, hebraeum 148t sich festhalten: Adulte und Nymphen bilde.
ten beim Festsetzen oft Gruppen, Larven nicht. Die der Hautoberflliche
hnliche Struktur der Larven- und Nymphen-Membranen stellte einen
wichtigen Fixierungs-Stimulus dar. Die Zecken bendtigten anscheinend
immer mindestens zwei gleichzeitig angebotene Stimuli auf der Mem-
bran (thermisch / mechanisch / olfaktorisch/ gustatorisch), wihrend
vom Blut herriihrende eine weniger grofie Rolle spielten. Die in vitro Fi-
xierungsraten vorgefittterter Mnnchen und ungesogener Weibchen im
Beisein dieser Minnchen wer zufriedenstellend. Das Festsetzen ungeso-
gener Miinnchen hingegen kinnte verbessert werden. Dazu sollten die
gleichen, wie schon fiir A. variegatum (Kapitel 4.24.1.2) im einzelnen er-
kldrten Punkte, getestet werden: A) eine grifere Membranfliche ftir die
Zecken, B) eine leichter, d. h. schneller zu durchdringende Membran und
C) eine hothere CO2-Konzentration der Umgebungsluft,

4.2.5. Zusammenfassung

Untersuchungen zur in viire Fixierung wurden nur so weit angestellt, bis

sich fiir die kiinstliche Futterung ausreichend Zecken festgesetzt hatten.

Die Experimente mit 4 Zeckenarten und 3 Entwicklungsstadien wurden

in insgesamt 9 Kombinationen durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren zu

heterogen fiir eine alle Kombinationen umfassende Stimulus-Empfeh-

lung,

Sie erlauben dennoch ¢inige aligemeine Schltisse:

+ So scheint ein Temperaturgradient zwischen Membran und Umge-
bung fiir die Fixierung der Zecken minderwichtig.

* Dagegen ist die mechanische Beschaffenheit der Membranen ein kriti-
scher Faktor.

+ Stimuli iber der Membran beeinflussen stirker deren Festsetzen als
solche im Futterblut,

+ Die Bedeutung olfaktorisch-gustatorischer Reize auf der Membran ist
fiir die Zeckenarten und -stadien verschieden grofi.
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+ Bei Zecken, die auf, Aggregations-Fixierungspheromone ansprechen,
spielt deren Dosis eine antscheidende Ratle,

+ Zecken scheinen zur Fixierung invilro mindestens zwei Reizarten
(thermisch und mechanisch / gustatorisch) gleichzeitig zu benbtigen.

4.3. In vitro Fiitterung

4.3.1. Kontaminationsprobleme

Ein Grofiteil der vorliegenden Arbeit zur in vitro Fiitterung von Schild-
zecken wurde in die Untersuchung und Lésung von Kontaminations-
problemen investiert. Die Diskussion dieses Themas soll hier den ent-
sprechenden Raum finden.

Pilze. Im Futterblut wachsende Pilzmyzelien (Aspergillus fumigatus;
A.ochraceus) waren der Hauptgrund, weshalb das DurchfluR-Fiitte-
rungssystem zugunsten der Fitterungsgldser aufgegeben wurde. Die
sich ausbreitenden Myzelien fiihrten zusammen mit Fibrin-Resten und
aggregierenden roten Blutzellen stindig zu Verstopfungen der ableiten-
den Schlduche oder der DurchfluBS-Fiitterungskammer (DFK) selbst. Mit
der Einfiihrung der Flitterungsgliser wurden zur Auswahl van passen-
den Fungiziden sogenannte ‘Blutkulturen’ angelegt (angelehnt an Van
Cutsem & Janssen, 1988). Das Ziel war, rasch und ohne Verschwendung
kostbarer Zecken ein wirkungsvolles Fungizid zu finden. Das zur
Gruppe der Polyene gehtrende Breitband-Fungizid Amphotericin B
(AMB; Handelsname u. a. Fungizone) war, wie schon Versuche mit der
DFK gezeigt hatten, villig unzureichend, selbst in einer 100fach tiber der
Laborempfehlung liegenden Konzentration. Ein enderes Polyen, Nysta-
tin (NYS; Handelsname u. a. Mycostatin} hatte dagegen schon in der hal-
ben vorgeschlagenen Dosis einen deuilichen Effekt. AMB und NYS st-
ren durch Bindung an Sterole die Durchlissigkeit einer Vielzahl biologi-
scher Membranen (Uberblick in Kinsky, 1970 und Kinsky, 1971, zitiert
aus De Kruijff et al, 1974). Ihr Bindungsbestreben zu Ergosterol (in Pil-
zen) ist aber mehefach hoher als zu Cholasterol (im Futterblut)
(Georgopapadakou & Walsh, 1994).
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In Fitterungsversuchen mit adulten A. hebraeum wurden auch
‘moderne’ Fungizide eingesetzt, welche in die Biosynthese des Er-
gosterol in Pilz-Zellmembrenen eingreifen: das zu den véllig synthet-
schen Azol-AbkSmmiingen gehdrende, pilzhemmende Triazol Itracon-
azol (ITR; Van Cutsem ef al, 1984) in niedriger Dosierung (0.1 pg / mi)
und das pilzabtstende Imidazol Enilconazol (ENI; Van Cutsem &
Janssen, 1988; Van Cutsem et al, 1984), extrem hoch dosiert (1 mg / mi)
zue tiglich 10 - 20mintitigen Desinfektion der Silikon-Membran-Unter-
seite, Die beste Wirksamkeit erreichte NYS (100 IE / i), gefolgt von der
tiglich Sminfitigen Bestrahlung der Membran-Unterseite mit UV-C,
dann NYS (10]E / ml) und ITR (0.1 pg / ml). Die Desinfektionen tnit
ENI oder UV-C brachten miBigen Erfolg gegen Pilze, lassen sich aber
wegen der gleichzeitig aufgetretenen bakteriellen Kontaminationen nicht
abschliefflend bewerten.

In Vorversuchen hatte sich gezeigt, da@ NYS wirksamer war,
wenn es bei jedem Blutwechsel neu hinzugefigt wurde als bei einmali-
ger Zugabe in den Blutvorrat (+4°C) direkt nach der wichentlichen Blut-
sammlung. Dies ist damit zu erkléren, daB sich die Menge biologisch
verfligharer, fungizider Aktivsubstanz im Blut mit der Zeit verringert,
wenn nicht hiufiger neue Substanz nachgefilut wird (Ven Cutsem &
Janssen, 1988).

Trotz des Bemihens, so aseptisch wie méglich zu arbeiten, blieben
Kontaminationsrisiken bestehen. Die Fixierungsstimuli auf den Mem-
branen, speziell Tiethaare und Zeckenkot, stellten eine reiche Quelle von
Ketmen jeglicher Art dar. Sie erhhten das Risiko von Pilzwachstum auf
der Membran.

Die Mundwerkzeuge der Zecken waren von Natur aus mit
Kontaminanten behaftet. Pilzmyzel wurde tiberwiegend en den von den
saugenden Zecken in die Membran ‘cingebauten’ Zementscheiden ge-
funden. Haben die Zecken salbst Gber ihre Mundwerkzeuge die Pilze
eingeschieppt oder kamen diese als Sporen von auflen ins Blut hinein
und fanden tm Zeckenzement nur einen idealen Ort zum Anhaften? Per
wahrscheinlichere Weg ist der Sporencintrag dber die Luft, da auch
Pilzmyzel in zeckenfreien Kontrollversuchen entdeckt wurde {en den
einzigen rauhen Stellen der Membran) und anfgrund wetter unten ge-
nannten Punkte zum Blutwechsel.

Zur offenen, d. h. unsterilen Blutsammlung von Schlachtrindern
gab es anfgrund der benitigten Menge (bis zu 1B | Stierblut pro Woche)
und &rilicher Gegebenheiten keine Alternative. Jedoch ist das Komple-
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ment-System im Rinderblut noch aktiv und kann gegen eingetragene

Fremdzellen vorgehen (Walport & Lachmann, 1993). Die Bedeutung der

Art des Blutsammelns fiir die Kontamination des Futterblutes wird im

Vergleich zur Phase des Blutwechseln als zweitrangip eingestuft.

Beim Blutwechsel waren das Einfilllen des Blutes
(Futterungsgliser) und Abspiilen der Membran-Unterseiten aus organi-
satorischen Griinden, wie der Zahl der Fiiterungsgléser und der Hiu-
fipkeit der Blutwechsel, nur unsteril auf dem Laborarbeitsplatz und itber
der Sptile mglich. Hier kam es zum Eintrag von Luftkeimen wie z. B.
Aspergillus-Sporen, begiinstigt durch die rdumlichen Bedingungen. Fol-
gende Punkte sprechen flir den Blutaustausch als den fiir Verunretni-
gunpen entscheidendsten Moment:

1. Die Kontaminationen nahmen durch den vetsehentlichen Einstrom
verschmutzter Auflenluft (adulte A, hebraeum Behandlung [7B; 9; 10;
11j) drastisch zi. Die Situation normalisierte sich nach Einschriinken
der Luftzufube. '

2. Es gab praktisch keine Pilzkontamination bei Experimenten in einem
anderen, saubereren Labor {ohne Pilzrasen an der Decke....).

3. Pilz trat bei zwei- statt dreimaligem Blutaustausch spiter und in ge-
ringerem Mate auf,

4. Blutwechsel wurden wihrend des Versuchs hiufiger (40x) als Blut-
sammlungen (2x) durchpeftihrt.

Das von unten mit den klebstoffversiegelten PTFE-Membranen
(T1-T4) verschweifite Stiitzgeflecht aus Polypropylen bot leider auf-
grund seiner Rauheit und Struktur eln ideales Substrat fiir das Anhaften
von Pilzhyphen, weswegen bei Kontaminationsgefahr mit Pilzen vom
Einsatz dieser Membranen abzuraten ist.

Warum wurden Pilzkontaminationen in anderen Arbeiten zur
kiinstlichen Fitterunp ixodider Zecken nie erwihnt? Zumal die Versu-
che meist ohne Fungizide im Blut durchgefithrt wurden? Die Tatsache,
dafl dort das Futterblut durchweg steril gewonnen wurde, ist aus den
bereits oben diskutierten Griinden zwar wichtig, aber nicht der alleinige
Punkt. Bedeutsamer scheint zu sain:

1. die aufergewdhnliche Sporenexposition meiner Versuche aufgrund
der riumlichen Umstiinde;
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2. der Verzicht der anderen Autoren auf den Zusatz von 2 g Glukose / |
Blut sowie ATP und GSH (103 mol / )) [z. T. jedoch ATP / GSH bei
Habedank & Hiepe, 1993}. In eigenen Vorversuchen mit B. microplus
trat Pilz am frithesten dann auf, wenn dem Blut 5 g Glukose / 1 zuge-
setzt worden waren.

Andere Autoren (Voigt et al, 1993 und Habedank & Hiepe, 1993)
steigerten die COp-Konzentration der Umgebungsluft der saugendan
Zecken auf 4.5 - 10%. Verhindert vielleicht erhthtes CO9, welches mégli-
cherweise auch durch die Membranen diffundiert und den pH-Wert das
Blutes beeinflussen kann, das Myzel-Wachstum? Eine daraufhin ange-
legte Aspergillus fumigatus Kultur auf geelgnetem Agar und bei 5 % CO2-
Gehalt der Luft wuchs indas genausogut wie die Kontrolle in normaler
Atmosphiire,

Bakterien. Ein intensiver H35-Geruch des Blutes galt als Indiz fiir eine
starke bakterielle Kontamination, Das dann vorherrschende anaerobe
Milieu wurde auch an der tiefdunklen Farbe des Blutes erkennbar. Gen-
tamicin, ein Bakterizid der Aminoglykesid-Gruppe, wirkte schon ausge-
zeichnet in sehr geringer Dosis (5 pg / mi). Die meistbenutzte Kombina-
tion in anderen Arbeiten, Penizillin (100 1E / ml) mit Streptomycin
(100 pg / ml), waren dagegen véllig machtlos. Das galt auch fiir zeitlich
begrenzte Desinfektionsmanahmen wie UV-C-Bestrahlung oder Eintau-
chen der Membran in rdedrig dosiertes Gentamicin (50 ug / ml). Syste-
matische Untersuchungen zur verantwortlichen Bakteriengruppe oder
Qualitiitskontrotlen an unauffilligem Blut wurdan nicht durchgefiihut,
Waladde etal, (1993) benutzten zur Fiitterung von R.appendiculatus
Nymphen tberhaupt keine Mikrobizide und berichteten nichts von
Kontaminationen. Vermutlich half der Umstand, daf das Rinderblut
tiglich frisch und steril entnommenen und in den Fiitterangskammern
éx pro Tag auswechselt wurde,

Zusammenfassend wiren zur Reduzierung des Kontaminatonsrisikos

durch Pilze und Bakterian vorzuschlagen:

+ Die Umgebungsluft sollte mdglichst keimarm sein. Arbeitsschritte mit
offenem Blut sind eventuel] unter einem sterilem Abzug auszufithren.

+ Das Blut sollte steril gesarmmelt werden, sonst so sauber wie mdglich,
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*» Bei der Materialauswah! sind glatte, antiadhisive Oberflichen zur
Verringerung des Anlagerns von Keimen zu bevorzugen.

» Hochdosierte Zusétze von z. B. Glukose oder ATP machen das Blut
nahrhafter fiir Kontaminanten. Wenn fiir die Zecken vertretbar, sollte
darauf verzichtet werden.

Bei geringem Kontaminationsrisiko kéunten probeweise die Fungizide

niedriger dosiert oder ginzlich weggelassen werden. Versuche zur

in vitro Ubertragung von Krankheitserreger, z. B. Borrelia, mitlten au-

Rerdem ohne oder mit anderen Bakteriziden durchgefiihrt werden.

4.3.2. Saugstimuli und Futterqualitit

Dai sich Larven durchaus auf Futter mit wenigen roten Blutzellen oder
sogar ohne vollsaugen kdnnen, wurde in vivo bei Amblyomma americanum
und Hyalomma anatolicum anatolicum beobachtet (Saver & Hair, 1972, zi-
tiert in Kemp etal, 1982; Snow, 1970). Larven von B. microplus, die
in vitro auf Gewebekultwrmedium TCM 199 plus Serumifraktionen, aber
ohne Erythrozyten oder Himoglobin saugten, verhielten sich dhnlich
und entwickelten sich zu Nymphen (Kemp et al., 1975). Bestand hinge-
gen Zugang zu Erythrozyten (in vivo), so waren diese durchaus schon
nach einem Tag im Darm von B. microplus zu finden (Seifert et al., 1968).
Larven ktnnen demnach fakuftativ auch ohne Blutzellen oder deren In-
halt auskommen.

Anekdotischen Beobachtungen zufolge scheinen auch adulte Zek-
ken, z. B. R. appendiculatus, in der Lage, sich ohne den roten Blutfarbstoff
und nur auf der Basis von weiBen Blutzellen (Leukozyten) in der Form
von Eiter zu ernshren. Der Normalfall ist aber die Aufnahme von Voll-
blut, wie leicht an den hell- bis tiefroten Exkrementen saugender Zecken
gesehen werden kann. Daher wurden die Versuche der vorliegenden Ar-
beit mit Himoglobin-haltigem Blut, welches entweder noch intakte Blut-
zellen enthielt oder aber himolysiert war, durchgefthrt.

ATP und GSH kommen in Thrombozyten und Erythrozyten des
Wirtsblutes vor und gelten als Saugstimuli fiir Lederzecken (Galun &
Kindlet, 1968) und andere Arthropoden (Uberblick bei Galun, 1987ab).
Die Prasenz von Rezeptorneuronen filr beide Substanzen an den Cheli-
ceren weiblicher B. microplus (Waladde & Rice, 1977) und in vitro Fiitte-
rungsergebnisse mit diesen Zecken deuteten bei beiden Verbindungen
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auf eine Funktion als Saugstimulus auch bei Schildzecken hin (Kemp

et al., 1982), Doch wurden sie bisher in keiner Arbeit mit Zecken norma-

lem, zellhaltigem Blut zugesetzt. Stets handelte es sich um Salzlésungen
oder, wie bei Habedank ¢t al. (1993, 1994), um hiimolysiertes Blut. Bei der
kitnstlichen Fiitterung von Insekten mit normalem Blut hatte ein ATP-

Zusatz nur geringen bis keinen Effekt auf deren Saugleistung (Wade &

Georgi, 1988; Mews et al,, 1976). Die Konzentration von ATP ist, da es un-

ter Glukoseverbrauch erzeugt wird, indirekt vom Glukosespiegel des

Blutes abhingig und nimmt in gelagertem Blut umso schneller ab, je ht-

her die Temperatur ist (Widmann, 1985; Wetzel, 1979, zitiert in Feld-

mann, 1968). ATP ist aber zur Stabilisierung der Erythrozyten-Membra-
nen ndtig. Daher wurde dem Blut bei der Sammlung Glukose und bei je-
dem Blutwechsel u. a. ATP hinzugefiigt. Bigene Versuchsergebnisse las-
sen jedoch am Vouteil einer Supplementerung des Futterblutes mit ATP

(und GSH), zumindest fiir A. hebracum Nymphen, zweifeln, da deren

Kérpermasse auf Blut ohne Zusatz signifikant hther war.

Zwei Griinde fiir diese unerwartete Reaktion der Zecken stehen
zur Diskussion:

1. Unbemerkte bakterielle Kontamination. Die Stammidsung bei-
der Substanzen wurde, unmittelbar nach Zubereitung in physio-
logischer Kachsalz-Lésung, sterilfiltriert und portioniert bei -18°C
eingefroren. Ein Einschleppen irgendwelcher Keime durch Zu-
gabe dieser Losung zum Futterblut, wie es Mews et al. (1976) zu
berichten wuBten, ist daher unwahrscheinlich.

2. Uberdosis. Plausibler scheint die 1dee einer Uberdoslerung, insbe-
sondere von ATP (103 mol / I). Nach Wetzel (1979, zitiert in
Feldmann, 1988) sind von dieser Menge 4 h nach Zugabe in 37°C
warmes Blut noch mehr als 3 104 mol / | vorhanden. Dagegen
wurde in Kaninchen-Vollblut z. B. nur 5-10-5mol / 1 gemessen
(Dennemann, 1961; zitiert in Feldmann, 1988). Zudem befindet
sich ATP, wenn keine Himolyse vorliegt, innerhalb der Erythro-
zyten und Blutplittchen, so daff der Normalwert im Plasma noch
deutlich niedriger anzusetzen ist. Eine hthere ATP-Konzentration
konnen Zecken auf dem Wirt nur im Moment des Einbohrens in
die Haut exfahren, wenn dabei Blutzellen beschiidigt werden.

Eine systematische Untersuchung iiber den Nutzen einer ATP-Supple-
mentierung bei der kiinstlichen Filtterung von Schildzecken konnte in
der Literatur nicht gefunden werden.
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GSH, das wie ATP In Thrombozyten und Erythrozyten vor-
kommt, gilt in Salzldsung als Saugstimufus fiir Ornithodoros (Galun &
Kindler, 1965; Hokama et al.,, 1987) und filr B. microplis (Kemp et al.,
1982). In eigenen Versuchen wurde es stets gemeinsam und in der glei-
chen Konzentration wie ATP verabreicht. Die Gefahr einer Uberdosie-
rung, wie fiir ATP diskutiert, war hier geringer, da der Gehalt an GSH
z. B. in Menschenblut etwa der zugesetzten Menge entspricht und sich
somit allenfalls verdoppeln wiirde (Wiss. Tab. Geigy, 1979). Auflerdem
wirkte GSH selbst noch in einer Konzentration von 10-2 mol / 1 in gezuk-
kerter Saline saugstimulierend (Kemp et al., 1982)

Glukose alleln in Salzlosung hatte keinen Effekt auf die Saugraten
weiblicher B. microplus (Kemp et al, 1982). Die Lederzecke O. Hrwolozani
sprach jedoch positiv auf den Zucker an und besonders dann, wenn er
zusammen mit ATP oder GSH gegeben wurde (Galun & Kindler, 1968).
In Humanblut wurde bei 37°C ein Glukoseverbrauch von
0.2-04mg / ml/ h gemessen (Wiss. Tab. Geigy, 1979). Diese Rate, auf
das Rinderblut in vitro tibertragen, wiirde schon nach wenigen Stunden
den Glukose-Gehalt in den Fatterungsglasern gegen null gehen lassen
und damit einen . a. einen Rickgang an ATP und eine Destabilisierung
der Erythrozyten nachsichziehen. Aus diesen Gritnden schien der ein-
malige Zusatz von Glukose (2 g / 1) ins Futterblut gerechtfertigt.

Dern in Erythrozyten anzutreffenden Zuckerphosphat 2,3-Diphos-
phoglycerat (2,3-DPG) wurde fiir Raubwanzen (Rhodnius prolixus) eine
saugstimufierende Wirkung nachgewiesen (Smith & Friend, 1982; Friend
& Stoffolano, 1990). Seine Konzentration in gekiihlt gelagertem Men-
schenblut sank in drei Wochen um 50 % (Widmann, 1985). Eigene Ver-
suche zum Effekt auf Zecken wurden wegen des sehr hohen Preises je-
doch nicht unternommmen,

Die maximal einwbchige Lagerung des Futterblutes bei 4°C war
relativ kurz, verglichen mit den fiinf Wochen erlaubter Lagerzeit fiar
menschliche Blutkonserven (Widmann, 1985). Doch war die durch freies
Himoglobin verursachte Peroxidierung von Blut-Phospholipiden, von
denen einige fir Zecken essentiell sein diirften, bereits nach einer Woche
nachweisbar (Knight et al,, 1993). In himolysiertem Blut, wie es nach Ge-
frierlagerung auftritt, wird sich dieser Effekt durch die griiBeren Mengen
freien Hamoglobins noch verstirken. Dies kann die Ergebnisse mit
A. hebrasum Nymphen eskliren, die nur etwa 80 % der Kirpermasse der
in vitre Kontrolle auf Normal-Blut erreicht hatten.
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Wurde heparinisiertes statt defibriniertes Blut verwendet, lag die
Korpermasse von A. hebraeumn Nymphen signifikant um +14 % hoher.
Dies wundent nicht, da heparinisiertes Blut mehr Plasmaproteine und
Blutzellen enthilt und weniger himolysiert ist. Voigt etal. (1993} berich-
teten von +22 % hoherer Kbrpermasse von A. variegatum Nymphen
in vitro auf Heparin-Blut verglichen mit defibriniertem Blut,

Alle verwendeten Fungizide zeigen ein teilweises Bindungsbestre-
ben zu Cholesterol, was damit fir die Ernshrung der Zecken ausfiele.
Die gebundene Menge Cholesterol wurde aber als gering und fir die
Entwicklung der Weibchen als unbedentend eingeschiitzt. Diese Auffas-
sung wird durch die Arbeit von Voigt et al. (1993} unterstitzt. Dort lagen
die Fittterungsergebnisse mit A. variegatum, obwohl kein Fungizid ins
Blut gegeben wurde, nicht fiber denen der vorliegenden Arbeit.

Korpermasse, Eier-Konversionsfaktor und Larvenschlupfrate von
A, hebracum Weibchen, die sich auf dem Rind vollsaugten, waren nicht
von deren Tag des Abfallens abhlingig. In vitro hingegen bestand ein sol-
cher Zusammenhang, und zwar am deutlichsten beztglich der erreich-
ten Kérpermasse und besonders, wenn nur zwei- statt dreimal pro Tag
das Futterblut gewechselt wurde. Das heifit, dafd Zecken, die in vitro l4in-
ger zum Volisaugen brauchten, ein geringeres Endgewicht erreichten,
Mehrere Griinde kdénnten daflir in Frage kommen: Zum einen wiire die
bereits diskutierte, mit der Zeit voranschreitende Peroxidierung von
Blut-Phospholipiden zu nennen, was eine Verringerung des Nihrwertes
des Blutes zur folge hitte. Zum enderen kiinnte der Riickgang potentiel-
ler Saugstimuli, z. B, 23-DPG, die Blutzufnahme der Zecken beschrin-
ken. Schlieflich lieRe sich eine Zunahme von schidigenden Mikroben
oder deren Produkte vermuten, selbst wenn das Maf der Kontamination
noch gering war. Systematische, mikrobiclogische Untersuchungen, auch
en unauffilligem Blut, wurden nicht angestellt.

4.3.3. In vitro Fiitterung von L. ricinus

Die Versuche mit Weibrhen dieser Art blichen auf die Durchflu-Fitte-
rungskammer beschriinkt und waren bestimmt von massiv auftretendem
Pilzmyzel und den daraus resultierenden Problemen fir eine geeignete,
kontinujerliche Emihrung der Zecken. Dies wird als der Hauptgrund
fir das schlechte Filitterungsergebnis erachtet: nur 4 von insgesamt
29 Weibchen erteichten binnen 9- 11 d eine nennenswerte Kérpermasse
{53 - 256 mg) ohne jedoch Eier abzulegen. Graf (1978) nannte eine Kér-
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permasse in vivo von 130 - 440 mg und bei begatteten Weibchen eine un-
tere Grenze fiir Eiablage und Larvenschlnpf von 22.3 mg.

4.3.4., In vitro Fiitterung von B, microplus

Auch hier, wie schon bei der vorigen Zeckenart, waren Versuche auf der
Durchflufs-Fittterungskammer (mit PTFE-Membranen Typ T3 und T4)
von schweren Kontaminationen gekennzeichnet. Es kam nur in einem
Experiment zum Vollsaugen einiger Larven mit Hiutung zur Nymphe.

Von den Fiitterungsglas-Versuchen werden hier diejenigen mit
der ‘erfolgreichsten’ Membran, der klebstoffimprégnierten Baudruche-
Membran (Typ B1), diskutiert. Das Fntterblnt wurde einmal tiglich aus-
getauscht, Die ersten vollgesogenen Larven erreichtenam d4 -5 n. I das
pharate Nymphen-Stadium. Insgesamt 84 % aller fixierten Larven wur-
den pharat. Der Zeitpunkt entspricht den in vitro Ergebnissen von Kemp
et al. (1975} anf Rinderfell {tber kontinuierlich ernevertem, kinstiichem
Nihrmediwm mit einem Anteil an wvollgesogenen Larven von
ca.50- 80 %. Auf dem Rind beobachteten Nufiez et al. (1985) erste pha-
rate Nymphen etwas frither, nimlich nach dreieinhalb Tagen. Die dann
folgende Hautung zur kinstlichen Nymphe abd 5 - 6 war zu ca. 80 % er-
folgreich (Kemp ef al, 1975; 50 - 70 %; ab d 8). Nufiez &f al. (1985} fanden
gehdutete Nymphen ab d 6 auf dem Rind. Wihrend die Entwicklung der
Larven in pitro noch zufriedenstellend war, verlangsamte sich die der
Nymphen gegentiber “in vivo”. Die ersten ungesogenen kiinstlichen Adui-
ten erschienen 3 - 5 Tage spiiter als auf dem Rind, jeweils die Ménnchen
cinen Tag frither als die Weibchen. Bei Minnchen war es d 16, bei Weib-
chen d 17 verglichen mit d 13.5 und d 145 nach Nufiez ef al. (1985) bzw.
d 11 und d 12 mit dem gleichen Zeckenstamm (Falk-Vairant et al., 1994).
Gemessen an der Zahl anfgesetzter Larven, erreichten in pitro etwa 3 %
das ungesogene Adult-Stadium (beide Geschlechter). In dieser Grofen-
ordnung liegen auch die Werte bei der Fitterung auf dem Kaninchen
(Loomis, 1971), auf dem Rind ist es schitzungsweise das Zehnfache
(Roberts, 1968). '

Dat es in vitre nicht gelang, kiinstliche, vollgesogene Weibchen zu
erhalten, wird auf folgendes zurtickgefiihrt:
1. die niedrige Bintsustauschrate (1x / d); -
2. den damit zusammenhingenden Mangel en geeigneten Nithrstoffen;
3. zunchmende Kontamination mit Pilzen im Verlauf des Saugaktes,
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Der recht gute Erfolg mit den Subadulten, besonders den Larven, spricht
dafiir, daff sich diese beiden Stadien auch mit Serum allein vollsaugen
und entwickeln kinnen (Gregson, 1935, zitiert in Kemp ¢ al,, 1982; Kemp
etal, 1975).

Natiirliche Adulte. Zwei Fitterungsgléser mit ungesogenen, vom Rind
stammenden Adulten und zweimaligem Blutwechsel pro Tag blieben bis
zum Versuchsende (d 11) dank NYS100-Gabe pilzfrei. Auf der hier ver-
wendeten, viskosegestiitzten Sllikon-Membren (Typ V1) saugten sich
etwa 40 % der aufgesetzten Weibchen bis zur Hilfte der in vivo erreich-
baren Kdrpermasse voll und legten Eier ab. Bedauerlicherweise fehlen
aus organisatorischen Griinden weitere Angaben zur Fruchtbarkeit.

Die Verdoppelung der Blutwechselrate und die Vermeidung von
Pilarayzel wirkte sich positiv auf die Entwicklung der Weibchen aus. Zu
einer weiteren Kérpermasse-Erhhung der Weibchen bieten sich fol-
gende Verbesserungen an:

» Es wiire interessant, zumindest aufgrund der Resultate von Kemp
etal. (1982) mit B. microplus, ATP und GSH als potentiellen Saugsti-
mulfi fir diese Art zu testen.

+ Durch gelegentliches Schiltteln knnte die Sedimentation von Blutzel-
len verringert werden.

+ Der Einsatz heparinisierten Blutes biite den Zecken proteinreichere,
weniger hiimolysierte und daher htherwertige Nahrung.

Die parasitische Lebensphase von 3 Wochen ist bei dieser einwir-
tigen Zecke sehr kurz; der gesamte Lebenszyklus kann in 6 Wochen ab-
laulen (Nufiez et al,, 1985). Durch den raschen Generationswechsel {reten
Selektionseffekie und mdgliche Entwicklungsschwierigkeiten schnell zu-
tage. Neben der wirtschaftlichen Bedeutung dieser Zecke machen auch
diese Griinde aus B, microplus ein lohnendes Modell zur Optimalisierung
einer in vitro-Flitterung und -Zucht.

4.3.5. In vitro Fiitterung von A, variegatum

Bei nur einem taglichen Blutwechsel kamen Nymphen dieser Spezies auf
63 % der in vivo Korpermasse. Alle hiuteten sich zu Adulten, aber nur
13 % waren Weibchen gegreniiber ca. 55 % in pivo (Barré, 1989). Dieser
Autor notierte eine hdhere Korpermasse bei vollgesogenen, weiblichen
Nymphen {65.8 mg) verglichen mit ménnlichen (42.4 mg). Das bedeutet,
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da die in vitro gemessene Kérpermasse nicht nur von den in vifro Be-
dingungen, sondern auch stark durch den geringen Anteil an Weibchen
beeinfludt wurde. Der Grund dieser unnormalen Geschlechterverteilung
ist nicht kler. :

Von den auf der Wiener Silikon-Membran (Typ W1) fixierten
Weibchen fielen die Hilfte binnen 14 d mit 88 % der sonst auf Rindern
bzw, 47 % der sonst auf Ziegen erreichten Kdrpermasse ab (Barré, 1989;
Centurier & Klima, 1979). Die Umwandlung des aufgenommenen Blutes
in Eimasse (Eier-Konversionsfaktor) war wenig effizient (0.20} und nur
zwei von ihnen erzeugten vitale Larven.

Die erreichte Kérpermasse der Weibchen war trotz des nur ein-
maligen Blutwechsels pro Tag im Vergleich zu A. hebracuin (Kapitel
3.2.5.3.) sehr hoch. Dies ist vermutlich auf die in diesem Experiment v&l-
lige Abwesenheit von Pilzmyzel zuriickzuftihren. Ein negativer Effekt
der ungewbhnlich hohen Nystatin-Dosis (1000 1E / ml) auf die Eipro-
duktion kann nicht ausgeschlossen werden.

Der Einfluf der Blutzubereitung mit 30 % htherem Erythrozyten-
Anteil auf die Kérpermasse wurde nicht systematisch untersucht. Die
dahinterstehende Hoffnung, durch vermehrt angebotene rote Blutzellen
die Korpermasse der Nymphen und die Fortpflanzungsleistung der
Weibchen deutlich in den natitrlichen Bereich heben zu kénnen, blieb
unerfillt. Die-erreichten Werte rechtfertigten nicht den Arbeitsaufwand
far die Konzentrierung des Blutes und das zusiitzliche Kontaminations-
risiko.

4.3.6. In vitro Fiitterung von A. hebraeum
4.3.6.1. Larven

Die Korpermasse invitro vollgesogener Larven unterschied sich nicht
von der auf einem Rind gemessenen. Die Hiutungsrate natfirlicher Lar-
ven war in vifro sogar signifikant besser als in vivo. Erste abgefallene Lar-
ven fielen ab d 6 von der Membran wie auch vom Kaninchen (Norval,
1974). Auf dem Rind geschah dies einen Tag frither.

Die invitre von den Larven abgesstzten bernsteinfarbenen Ex-
kremente, wiesen auf eine sehr geringe Aufnahme von Erythrozyten
bzw. Hdmoglobin hin. Die Resultate zeigen aber, daR die angebotene
Dist den Beditrfnissen der Larven gerecht wurde, selbst wenn Blutzellen
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fir deren Mundwerkzeuge kaumn erreichbar waren und das Futterblut
nur zweimal tiglich ausgetauscht wurde.

Die gemessenen Entwicklungsparameter von Fp-in vifro Larven,
deren Eltern bereits in vitro gesaugt hatten, waren vergleichbar mit de-
nen in vitro gesogener natlrlicher Larven. Die verwendete, dinne Sili-
kon-Membran (Typ V1) wurde von den Larven akzeptiert und war bei
sachgemiier Behandlung eine gute Alternative zu Tierhaut-Membranen
oder frischem Tierfefl.

4.3.6.2. Nymphen

Nattrliche Nymphen erreichten in den in vitro “Standard-Behandlun-
gen [22.]” 86 % (57 mg) der Kdrpermasse von Nymphen auf dem Rind
(66 mg). Die Ergebnisse innerhalb mehrerer Versuchsbidcke waren so-
wohl in vifio als auch in vivo sehr variabel und z. T. sogar signifikant un-
terschiedlich, Shnlich wie es auch auf Wirten wie Kaninchen und Schafen
beobachtet wurde (Norval, 1974). Dieser Autor fand eine mittlere Kor-
permasse der Nymphen von 43 mg auf Kaninchen und 62 mg auf Scha-
fen. Ferner beobachtete er signifikante Gewichtsunterschiede zwischen
“minnlichen” und “weiblichen” vollgesogenen Nymphen., Deren Ge-
schlechterverhilinis lag bei 40:60. Auch in vitro trat dieser Sexualdi-
morphismnus auf mit einem Weibchen-Anteil von 54 - 65 %.

Die Kdrpermasse invitro gesogener Fy-in vifro Nymphen (63 mg)
lag zwischen der nattirlicher Nymphen in vitro (57 mg) und der auf Rin-
dern (66 mg). Der Hiutungserfolg war in allen drei Gruppen gleich hoch
{96 - 98 %}. Einzig beim Spitzentag des Abfallens waren die in vitro gefiit-
terten Nymphen um zwei bis drei Tage im Verzug,

Die Serie der 5Standard-Behandlungen in 5 verschiedenen Ver-
suchsblicken vereinigte mehrere, aus anderen in vitro Behandlungen ge-
wonnene Verbesserunger: Um bakteriellen Kontaminationen vorzubeu-
gen, geniigte GEN 5, Jede hohere Dosierung oder endere Bakterizide
(PS100) flihrten nicht zu verstlirktem Schutz und verminderte zudem
geringfiigig die Kdrpermasse der Nymphen (siche Mikrobizid-Diskus-
sion in Kapitei 4.3.1.).

Die desinfizierende UV-C-Bestrahlung der Unterseite der Mem-
branen fibte, im Gegensatz zum Fungizid NYS5 100, einen deullich nega-
tiven Effekt auf die Entwicklung der Nymphen aus. Daflir kdnnten fol-
gende Punkte verantwortlich sein: Eine direkten Strahlenschiidigung der
Zecken wiire denkbar, da die Membranen sehr diinn und die Bestrah-
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lungsstiirke des UV sehr hoch war. Es enstand deutlich wahrnehmbares,
schiidliches Ozon wihrend der Bestrahlung (Dauer: 5 mm / d). Gegen-
tiber der unbestrahlteri Kontrolle befanden sich diese Nymphen Ianger
fernab des Futterblutes. Diese Saugunterbrechung wird als Stérung mit
nachhaltiger Wirkung interpretiert. Flir des Letztere spricht auch die
Steigerung der Kérpermasse, die mit einer Reduzierung der Blutwechsel
(eine “Saugstdrung” weniger..) von dreimal auf zweimal tiglich ein-
herging. Versuche mit einem einzigen Blutaustausch pro Tag wurden
mit A. hebraetim Nymphen nicht gemacht. Angesichts der Ergebnisse fir
A, variegatumn wire hier ein Test sicher lohnenswert.

Nymphen in geschiittelten Fiitterungagldsern zeigten eine ver-
minderte Ktrpermasse. Schuld daran kénnte die dabei auftretende Be-
schleunigung sein (100 Richtungswechsel / min; einfache Strecke:
ca. 10 cmy; herizontal in einer Ebene). Diese stiindige Bewegung mag die
Verankerung der Mundwerkzeuge in der Membran (30-90 um dick)
und damit den Zugriff der Nymphen aul das Futterblut beeintriichtigt
haben. Auch kisnnte das Berithrtwerden durch abgefallene, wihrend ei-
niger Stunden aul den Membranen herumrollender Zecken ein Grund
sein. Die durch das Schilttein verbesserte Versorgung mit Blutzellen
wurde von den Zecken nicht in eine hthere Kérpermasse umgesetzt.

Wihrend die Standard-Behandlung wiederholt befriedigende Er-
gebnisse lieferte, sorgte derweil in anderen Behandlungen die gezielte
Veriinderung bestimmter Faktoren fiir (Jberraschungen. So war bei drei
als auch bei zwei Blutwechseln tiglich eine signifikante Korpermasse-
Zunahme von 8-10% zu verzeichnen, wenn auf die Zugabe von
ATP / GSH (beide: 10-3 mol / 1) verzichtet wurde. Diese als potentiellen
Saugstimuli angesehenen Substanzen erreichten vermutlich zusammen
mit ihrer normalen Menge im Futterblut eine unnatlirlich hohe, eher
frafhemmende Konzentration (siehe Kapitel 3.2.5.2.2.). Da diese Verbes-
serung erst spit im praktischen Teil der Arbeit aufirat, behiclten die
nacifolgenden Standardbehandlung wefter diese Stoffe bei, umn eine
méglichst hiufig und immer identisch wiederholte Kontrolle zu gewshr-
leisten, Aulerdem wurden die unerwarteten Ergebnisse durch Verzicht
aul ATP / GSH erst nach Wiederholung in einem zweiten Versuchsblock
als Tatsache akzeptiert.

Es ist nicht auszuschliefen, dall beim Einsatz von Fungiziden wie
NYS ein Teil des von den Zecken beni$tigten Cholesterol gebunden wird.
Um den Cholesterol-Gehalt im Blut zu erhtthen, wurde 10 vol% Hiih-
nereidotter hinzugefiigt. Es kam aber zu keiner signifikanten Anderung
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der Korpermasse odet enderer, gemessener biologischer Parameter bei
den saugenden Nymphen. Ursache des leicht siflichen (nicht verdorbe-
nen!) Gerucha dieser Blutzubereitung wurden nicht untersucht,

Durch Gefrierlagerung hémolysiertes Blut enttduschte ebenfalls.
Die erreichte Kérpermasse der Nymphen lag -18 % unter der Kontrolle,
obwohl hier durch Verhinderung der Sedimentstion alle Inhaltsstoffe
der Blutzellen gleichmiifig verteilt waren. In der Literatur findet sich
hierzu Widerspritchliches: So berichtet Thomas ef al. (1985) von einem
negativen Effekt gefriergelagerten Blutes auf Anopheles albimanus Mak-
ken; bei Burg et al. (1993) hatten aber Fliegen (Haematobia irritans) keine
Probleme mit dieser Dist. Habedank & Hiepe hatten gefriergelagertes
Blut fir die invitre Filtterung von Adulten der Schildzeckenart Der-
macentor nutialli verwendet. Thre Arbeit enthilt indes keinen Vergleich
zu frischem, unhimolysiertem Blut. Da im himolysierten Blut die
Erythrozyten-Membranen aufgeplatzt sind, liegt mehr freies Himoglo-
bin vor, was vermutlich eine schnellere Peroxidation von Phospholipi-
den im Blut, von denen einige wahrscheinlich essentiell fiir die Zecken
sind, zur Folge hat (Knight et al., 1993).

Wurde heparinisiertes statt defibriniertes Blut verwendet, lag die
Kérpermasse der Nymphen signifikant um +14% hoher. Dies wundert
nicht, da heparinisiertes Blut einen hheren Nihrwert besitzt. Auch
Nymphen von A, variegatum wogen +22 % mehr auf Heparin-Blut im
Vegleich zu defibriniertem Blut (Voigt et al, 1993). Andere Antikoagu-
lanzien wie Athylendiamin-tetracetat (EDTA} waren, so die Autoren, fiir
die Zecken nicht geeignet. Ahnliches hatte sich schon frither mit Citrat-
Blut fitr Lederzecken gezeigt (Wirtz & Barthold, 1986). Diese Unvertrig-
lichkeit ist mbglicherweise darauf zurdckzufiihren, daf beide Substan-
zen Ca**-lonen im Blut in Chelatkomplexe einbinden.

Wurden die Fiitterungsgliser wihrend der Blutmahlzeit der
Nymphen rundum erwiirmt (Brutschrank 36°C), stieg deren erreichte
Kbrpermasse signifikant um +12 %. Moglicherweise fihrte die im Brut-
schrank herrschende geringe relative Feuchte von etwa 20 % zum Aus-
trocknen derjenigen Nymphen, die sich nicht schrell genug fixierten und
Blut saugten. In diesen Fillen wird der Tod sehr wahrscheinlich die
Kleinsten unter ihnen, d. h, die mit der relativ zurn Kérpervolumen
grofiten Oberfliiche zuerst ereilt haben. Die o. g., gesteigerte Krpermas-
se ist daher vermutlich auf einen hSheren Anteil urspriinglich etwas
grierer, saugender Zecken zurtickzufiihren,
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Die Nymphen von- A. hebraeum erbrachten. in-dér in vitro Filtte-
rung die vergleichsweise besten Resultate aller Zeckengruppen dieser
Axbeit. Sie lieRen sich leicht handhaben, die benutzten Membranen wa-
ren problemlos und zfigig herzustellen und sehr sicher. Die Moglichkeit
eines zweimaligen Blutwechsel pro Tag war angepaBt an einen normalen
Arbeitstag (ca. 8 h bzw 16 h Pause zwischen dem Bluttausch). Diese of-
fensichtlichen Vorteile filhrten letztlich zu dem in Kapitel 4.5. diskutier-
ten in vitro Test mit einem systemischen Akarizid an A, hebracum Nym-
phen. Der Vorschlag, statt defibriniertem kiinftig heparinisiertes Blut zu
benutzten, stellt bei grofen Blutmengen einen ernsien Kostenfaktor dar.
Dies wird aber teilweise durch den zweiten Vorschlag, auf ATP und
GSH zu verzichten, wieder wettgemacht. Durch die Kombination von
beiden besteht die Aussicht, die Entwicklung in vitro geftitterter Nym-
phen vollends der auf dem Rind angleichen zu kunen,

4.3.6.3, Adulte

Wie schon flir die Nymphen zeigte sich auch bei den Adulten, dafl jedes
einzelne Wiristier (Rind) einen maBgeblichen Einflu} auf die Kérpermas-
se der auf ihm sich vollsaugenden Weibchen hatta (Bereich der mittleren
Zeckengewichte: 1.7 - 3.3 g; 5 Rinder). In der mit den Nymphen in jedem
Versuchsblock wiederholten in vitro “Standard-Behandlung”, zeigten
sich auch solche Unterschiede aufgrund jedes individuellen Blutspender-
Tieres. Mit den Adulten waren solche wiederholt durchgefithrten
“Standard-Behandlungen” nicht mbglich, da weder die verfiigbare Zek-
kenzahl, Blutmenge noch die Zeit ausgereicht hitten, um sie zusitzlich
zu den anderen Adulten-Behandiungen durchzufithren. Es ist aber sehr
wahrscheinlich, da@ die Kbrpermasse der Weibchen ebenfalls diesem
Einflu€ durch das jeweilige Spender-Rind unterworfen ist.

Jeder Versuchsblock, ob in vive oder in vitro, erhielt anderes Blut,
aber auch Zecken einer anderen Charge. Deren Einflu auf die Zecken-
korpermassen wird aber im Vergleich zum Faktor Blut als gering einge-
schitzt. Versuche mit verschiedenen Zeckenchargen auf demselben Fut-
terblut bzw. gleicher Zeckencharge auf dem Blut verschiedener Rinder
wurden nicht gemacht.

Kdrpermasse, Eier-Konversionsfaktor und Larvenschlupfrate von
Weibchen in vive waren unabhiingig von deren Tag des Abfallens. In
vitro jedoch gab es einen solchen negativen Zusammenhang, und zwar
em deutlichsten beziiglich der Kérpermasse. Besonders liel dies in Be-
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handlungen mit dem Bakterizid GEN 5 auf. Die Larvenschlupfrate litt
cher unter ciner lingeren Einwirkung der Mikrobizid-Kombination
P5100 / ITR 0.1. Diese negative Abhlingigkeit war sogar signifikant fur
die Korpermasse und den Eier-Konversionsfaktor in der Behand-
Jung [22C) mit nur zwei- statt dreimaligem Blutwechsel pro Tag. Der
Grund dieser Korrelatlon dirfte caher weniger in einer giftigen Wirkung
der Mikrobizide auf die Zecken liegen, als vielmehr in einem, durch den
fehlervlen Bluttausch verstirkt zur Geltung kommenden Faktor im Fut-
terblut.

Mikrobielle Kontaminationen

Je mehr Tage ein Weibchen wihrend seiner Blutmahlzeit auf pilz-infi-
zZiertemn Blut saugte, desto mehr litten tendenziell darunter bestimmte,
die Fortpflanzung betreffende Parameter wie Kdrpermasse, Eier-Kon-
versiorsfaktor und Larvenschlupfrate. Offensichtlich war dies in extrem
kontaminierten Behandlungen ({7B; 9]). Eine tendenzielle Abhiingigkeit
herrschte in miBig bis schwach kontaminierten Behandlungen. Extremes
Auftreten von Bakterien (H25-Geruch) fithrten ebenfalls bei den Weib-
chen zu vdlligem Entwicklungsstillstand. Der schidigende Effekt der
Kontaminanten auf die Zecken kénnte durch deren giftige Stoffwechsel-
produkte oder Uber die Reduzierung des Nihrstoffangebots ausgetibt
worden sein.

Blutwechsel

In den Behandlungen mit nur einem Blutwechsel pro Tap kamen die
Weibchen von A. hebrasum Un Schnitt nicht tber 120 mg Korpermasse
hinaus und zeigten kein selbstindiges Abfallen und keine Eiablage. Ein
Grund dafiir ist wahrscheinlich das friihe Erscheinen von Pilzmyzel, u. a.
deshalb, weil die Membranen der Minnchen-Vorfiitterung hier fir die
Weibchen @bermommen worden waren. Doch auch Behandlung [2], wo
dank NYS 100 der Filz erst spéter auftrat, war erfolglos. Der einmalige
Austausch des Futterblutes war fiir die Bedfirfnisse der Aduften offen-
sichtlich v8llig unzureichend.

Ein hiufigerer Blutwechsel (3x / d; verteilt tiber 24 h), gepaart mit
der Verwendung sauberer Membranen beim Zusammenbringen der un-
gesogenen Weibchen mit den vorgefitterten Minnchen flihrte zu
40 - 60 % selbstindig abgefallener Weibchen (> 200 mg), bezogen auf alle
in den Versuch gebrachten. Etwa 50 % der in vive Korpermasse wurden
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erreicht. Es kam zur Eiablage und zum Schlupf vitaler'Larven bei der
Hiilfte der an d 4 fixierten Weibchen. Ausgehend von allen auf die Mem-
bran gesetzten Weibchen, waren dies bei ca. einem Viertel der Fall,

Eine Verringerung der 8lutwerhsel-Frequenz auf arbeitnehmer-
freundlichere 2x pro Tag war miglich, ohne signifikante Einbuflen in der
Fortpflanzungsleistung der Weibchen verzeichnen zu miissen. Doch hin-
gen, wie schon im ersten Abschnitt besprochen, diese Leistungen hier
stirker vom Tag des Abfallens des Weibchen ab.

Schiitteln der Fiitterungsgliser
Das Hin- und Herbewegen der Fatterungsgliser verhinderte das Abset-
zen von Blutzellen und sorgte miglicherweise auch ftir eine bessere Sau-
erstoffversorgung des 8lutes (hellere Farbe). Die Vorfiitterung der in den
betreffenden Experimenten eingesetzten Minnchen hatte auf Kaninchen
stattgefunden, um den Effekt des Schiittelns auf die Entwicklung der
Weibchen zu betonen. In geschiittelten Behandlungen erreichte eine
dentlich grofere Anzahl Weibchen eine Kdirpermasse tiber 200 mg. Die
mittlere Kdrpermasse selbstindig abgefallener Weibchen war aber im
Vergleich zu ungeschitittelten Behandlungen nicht verschieden. Der Wert
von 200 mg entsprach etwa dem Zfachen der Kérpermasse ungesogener
Weibchen und ca. 8 % der mittleren Masse in vive vollgesogen abgefalle-
ner Weibchen. Wie bereits in Kapitel 2.11.2. ausgefiihrt, war dies in vivo
etwa die untere Grenze fir eine Eiablage der Weibchen (Balashov, 1972)
und fiir einen gleichfdmmigen, von einem weiteren Anstieg der Korper-
masse unabhingigen Eier-Konversionfaktor (Norval, 1974). Die Eier-
Konversionsfaktoren der Behandlungen [12B] und [18] im Schiittelbad
gehbrten zu den hichsten {0.34) aller in pitro Behandlungen mit gleich-
falls ins vivo vorgefiltterten Mannchen (Weibchen ir vivo: 0.57). Zusitzlich
wiesen diese Versuche die groBte Anzahl an Weibchen > 200 mg auf. Da
keine weiteren Portpflanzungsdaten aufgezeichnet wurden, bleibt es bei
der Vermutung, daB durch Schititteln der Flitterungsgliser, der Schlupf
vitaler Larven vorausgesetzt, der Anteil larvenproduzierender Weibchen
sowie die fertile Eier-Produktion deutlich gesteigert werden kénnte.
Selbst im extrem pilzverseuchten Versuchsblock IYT wurde der
Anteil selbstindig abgefallener Weibchen (> 200 mg) durch das Schittteln
versiebenfacht. Eier wurden in diesem Fall indes nicht gelegt. Der Spit-
zentag des Abfaflens inderte sich durch das Schiltteln nicht.
Offensichtlich konnten die adulten Zecken wenigstens teilweise
von der durch das Schiitteln verbesserten Vermischung des Blutes profi-
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tieren. Dies steht im Gegensatz zu den Nymphen, die in geschittelten
Fiitterungsglisern gar eine reduzierte Kbrpermasse aufwiesen. Unter
zwei Annahmen liee sich dieser Widerspruch kliren: 1) Die stindige,
bei dieser Form des Schiittelns auftretende Beschlennigung hat einen ne-
gativen Einflul aul Nymphen und Adulte. 2) Subadulte Stadien wie die
Nymphen kénnen sich wahrscheinlich auch auf Erythrozyten-irmerem
Blut vollsaugen und entwickeln, wie von Kemp ef al. (1975) an B. sricro-
plus beobachtet worden war, und Adulte wiren auf eine komplettere
Dilit angewiesen. Im vorliegenden Falle “litten” dann sowohl Nymphen
als auch Adulte unter dem Schiitteln, die Adulten wiirden aber alles in
allem daraus einen Vorteil ziehen kénnen. Interessant wiren Versuche,
in denen durch sanfteres Schtitteln der potentiellen Nachteil dieser Art
der Blutvermischung wegfiele.

UV-C-Bestrahlung

Im Gegensatz zu den Nymphen war die Entwicklung der Weibchen
durch die Bestrahlung der Membran-Unterseite (tiglich S min) in keiner
Weise beeintriichtigt. Vermutlich schiitzt die 10x dickere Wiener Silikon-
Membran (0.5 mm) die Adulten vor den Strahlen. Die Desinfektion
durch UV-C stinde als Alternative zur Vexfiilgung, wenn auf Fungizide
im Futterblut verzichtet werden soli.

Zirkadiane Rhythmik

Abgefallene Weibchen wurden in vitro typischerweise nachts bzw. mor-
gens auf den Membranen sengetroffen und zeigten somit auch bei kinst-
licher Fiitterung eine zirkediane Rhythmik. Bei Larven und Nymphen
von A. hebraeum beobachtete Rechav (1978) das Abfallen vom Wirt am
spiten Nachmittag und frihen Abend. Weibchen von A. variegatum (auf
Ziegen) bevorzugten dazu die frithen Vormittagsstunden (Barré, 1989).
Wharten & Utech (1969) schlossen aus Beobachtungen en B. microplus,
dafl die Zecken nach Eintritt der Dunkelphase (d. h. Wechsel von hell
nach dunkel) auf ein Lichtsignal warteten, das den nichsten Morgen si-
gnalisiert und zum Abfallen vom Wirt anregt. Dieses “Morgenlicht”
nach einer dunklen Nacht wurde in vitro mbglicherweise durch den
nachts, aber bei hellem Licht erfolgten Blutwechsel simuliert. Die nichste
Kontrolie auf abgefallene Zecken fand erst wieder beim darauffolgende
Bluttausch in der Hellphase statt. Es kann daher nicht gesagt werden, ob
der beginnende “Tag” oder der kurze Lichteinflu@ wihrend der Nacht
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das Abfallen eingeleitet hat und wann dies genau geschah. Die vorlie-
gende Literatur zu Weibchen von A. hebracum lief diesbeziiglich keinen
Vergleich mit den in vitro Resultaten zu.

Mi¢ ihren wirtsunabhiingigen, kontrollierbaren Bedingungen bite
die kiinstliche Fttterung nach kleineren Anderungen, wie z B. Blut-
wechsel nur am “Tag”, “nachts” bei Rot- oder Schwachlicht oder auto-
matisiert, ein interessantes Werkzeug fiir weitergehende Experimente zu
diesem Thema,

Kiinstliche Adulte

Im Gegensatz zu den guten Ergebnissen in vitro gefiitterter Larven und
Nymphen (Fi-in vitro Generation) zeigten in vitro kiinstliche Weibchen
im Vergleich zu nattirlichen eine erniedrigte Fihigkeit sich fortzupflan-
zen. Zum Ausdruck kam dies besonders in der spiirlichen Anzahl Weib-
chen, die, einmal fixiert, nach dem Blutmaht Larven produzierten. Dies
ist zur Zeit noch der limitierende Faktor fiir eine in vitro-Zucht. Die Lel-
stungen dieser Weibchen beztiglich erreichter Kérpermasse, dem Eier-
Konversionsfaktor und der Pra-Ovipositionsdauer schienen eher an die
Abwesenheit eines lebenden Wirtes und damit en die Qualitit der in
vitro Erndihrung per se und nicht an den Urprung der Adulten (natiir-
lich / kiinstlich} gekoppelt zu sein.

Mogliche Griinde der beschrinkten Fortpflanzung der Weibchen
Daf} es den Weibchen in der Phase der schmellen Biutaufnahme am
d B/ 9 an Erythrocyten mangelt, ist wenig wahrscheinlich. Nehmen wir
einmal einen Zuwachs an Kbrpermasse um 3 g in den letzten Bh der
Blutmahlzeit an. Ein Weibchen, das nur 20 % des aufgesaugten, defibri-
nierten Blutes als Konzentrat im Darm zurlickhiilt und den graiten Teil
des Restes in Form von Wasser und Na' und C1-Ionen ins Fiitterungs-
glas zurlickpumpt, witrde insgesamt 15 ml Blut pro Fitterungsglas be-
ndtigen. Es enthieit aber 20 mi, die zudem dreimal taglich ernenert wr-
den. Auch waren die Filtterungsergebnisse von Weibchen, die sich ein-
zeln oder zu flinft am selben Tag tiber einer Membran vollsaugten, nicht
verschieden. Dies erlaubt den Schluff, dafl die jedem Weibchen beim
Vollsaugen zur Verfligung stehende Bluttnenge kein begrenzender Fak-
tor war.

In vivo wird der FraBort um die Zecken-Mundwerkzeuge herumn
als Teil der entziindlichen Reaktion des Wirtes von einer groen Anzahl
polymorphkerniger, neutrophiler Leukozyten bevélkert (Walker &
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Fletcher, 1986; Tatchell & Moorhouse, 1968). Diese Zellen fehlen nattr-
lich in der in vitro Situation. Wurde nun aber die Zahl dieser Zellen in
mit Rhipicephalus samguineus infestierten Hunden durch die Injektion von
Mechlorethamin (Senfgas) kiinstlich niedrig gehalten, saugten sich die
Weibchen dennoch wie gewthnlich voll und produzierten vitale Larven
(Tatchell & Moorhouse, 1970). Daher ktnnte man vermuten, da8 die Ab-
wesenheit solcher Zellen in vitro auch die Entwicklung von Amblyomma-
Weibchen nicht beeintréchtigen sollte.

Voigt etal. (1993) berichteten von besseren Ergebnissen fiir
A. variegatumt Weibchen in vitro, wenn diese das komplettere Heparin-
Blut anstatt defibriniertes Blut zu sich genommen hatten. Doch dber-
schritt die von diesen Autoren genannte Zecken-Kdrpermasse (relativ zu
in vioo) nicht die, ebenfalls auf in vivo bezogenen Werte fiir A, hebracum
auf defibriniertem Blut. Die positiven Ergebnisse mit A. hebraeumt Nym-
phen auf heparinisiertem Blut sprechen dafiir, daff mit solchem Blut auch
Weibchen von A, hebraeum eine hthere Kérpermasse erreichen konnten.

Die 0. g. Autoren verzeichneten eine gesteigerte Kbrpermasse von
weiblichen A. variegatum durch die Erhhung der Kohlendioxid-Konzen-
tration (4.5 - 5 %) der Umgebungsluft. Eigene Experimente mit A. hebrae-
um bei normalen {(0.03 %) COg-Werten brachten zwer vergleichbaren Lei-
stungen {jeweils bezogen auf in vive), doch sollte in zukiinftigen Versu-
chen cnit A. hebraeum auf jeden Fall die Wirkung von CO getestet wer-
den.

Die Verwendunp von Mikrobiziden on Futterblut wirft nattirlich
die Frage auf, ob eventuell dadurch in den Zecken enthaltene symbionti-
sche, z. B. fiir die Versorgung oit Vitaminen bentitigte Mikroorganis-
men, geschiidigt wiirden. Es gibt keine klaren Beweise fiir das Vorhan-
densein derartiger Symbionten in Zecken. Der Bakterienstamm Wolbachia
(Rickettsiales) wird zwar in allen Geweben der meisten Zeckenarten an.
getroffen, doch erachtet man ihn eher als einen Kommensalen, also un-
schiidlichen, aber auch unniitzen ‘Begleiter’, denn als einen unverzicht-
baren Symbionten (Uberblick in Balashov, 1972). Maglicherweise kinu-
ten Fungizide aus dem Futterblut hefe-&hnliche, extrazellulire Mikroor-
ganismen (Adlerocystis spec.) beeintrichtigen, wie sie aus den Anhang-
drtsen der minnlichen Geschlechtsorgane bei allen Schildzeckenspezies
bekannt sind (Feldman-Muhsam, 1970, 1974, 1986). Sekrete aus diesen
Driisen férderten bei der Lederzecke Ormithodoros parkeri die weibliche
Eientwickiung (Oliver, 1986).
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Als ein weiterer, moglicher Grund sei ein ganz einfacher, mecha-
nischer genannt. Die Zecken fixierten sich auf den Membranen der Fiitte-
rungsgliser meist nahe des Glasrandes. Im Laufe der dramatischen Zu-
nahme des Kérpervolumens in der letzten Phase des Saugaktes, kénnte
womdglich aufgrund eines durch Hebelkrifte bewirktes, einfaches Hin-
einziehen der Mundwerkzeuge in die 0.5mm dicke Membran, die
Blutaufnahme behindert worden sein. Fitterungsversuche mit Adulten
aut diinneren, aber dennoch stabilen Membranen wiren zur I.bsung die-
ser Frage hilfreich,

Die Rolle der Ménnchen

Obwohl die Fortpflanzungsleistungen der Weibchen die detailliertesten
Informationen tiber den Effekt einer bestimmten Behandlung liefern,
darf die Rolle der Minnchen nicht vernachiissigt werden, In manchen
Behandlungen wurden die Minnchen auf Kaninchen vorgeftittert; in
diesen Fillen handelte es sich also nicht um eine in vitro Fiitterung der
Aduften im strengen Sinne. So war aber gew#hrleistet, da8 nur sexuell
tatsichlich gereifte Minnchen mit den ungesogenen Weibchen in vitro
zusammenkamen und die Ergebnisse der Weibchen auf deren eigene
in vitro Ernithrung zurilckgefiihrt werden konnten.

Die in vitro Vorfltterung von Ménnchen fand mit einem (Beha.nd
lungen [A - D)) oder zwei Blutwechseln tiglich statt (Behandlung [F];
NYS 100 statt NYS 10). Die Kérpermasse von Weibchen tm Paar mit in
vitro vorgefiitterten Minnchen {Ix Blutwechsel / d) wer signifikant
niedriger als die von Weibchen gepaart mit vom Kaninchen stammenden
Minnchen. Es waren jedoch keine solchen Unterschiede mit den Ménn-
chen aus Behandlung [F] festzustellen. Daraus Lift sich schliefSen:

+ Bei den, mit einem Bluttausch pro Tag in vitro vorgefiltterten Ménn-
chen ist ein fiir das Vollsaugen der Weibchen wichtiger Faktor nicht
oder nur in geringerem Mafle vorhanden.

+ Dieser Mangel wird teilweise behoben, wenn die Minnchen mit
zweimaligem Blutwechsel thiglich und héherer Fungizid-Dosis
(NFYS 100) vorgefitttert werden.

Die Qualitit der in vitro Vorfiitterung der Miinnchen hat demnach Ein-
fluf auf die Fitterungs- und Fortpflanzungsergebnisse der spiteren
Parinerinnen.

In vitro wurde beobachtet, da manche Mannchen nicht wihrend
der gesamten Blutmahlzeit des Weibchen bei diesemn fixiert blieben, wie
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¢s in vivo der Fall ist (Norval, 1974). Sehr wahrscheinlich hat die Verweil-
dauer beim Weibchen aber zur Begattung ausgereicht, da auf dem Wirt
die Ubergabe der ersten von moglicherweise mehreren Spermatophoren
vom Minnchen in die weibliche Genitaldffnung hiufig bereits 20 min
nach Beginn des Umklammermns abgeschlossen war (Norval, 1974).
- Barré (1989) entfernte aus Gruppen von auf Ziegen saugenden
A, variggatum Paaren nach 2, 4, 6, 8, oder 5 Tagen die Minnchen. Je kiir-
zer die Zeit war, die Mannchen bei ihren Partnerinnen beiassen wurden,
desto geringer wer die wejbliche Kéirpermasse, deren Eier-Konversions-
faktor, Larvenschlupfrate und der Anteil an larvenproduzierenden
Weibchen, Blieben die Paare mindestens Bd zusammen, niherten sich
die Werte der Kontrolle (15 d). Kiirzere Verweilzeiten der Minnchen
fithrten indes zu gestiirter Fortpflanzungsfihigkeit, #hnlich wie sie in ei-
genen Vetsuchen mit A. hebracun Weibchen anzutreffen waren. Allge-
mein gesprochen, war somit der kérperliche Kontakt zwischen beiden
Geschlechtern wihrend miglichst des ganzen Saugaktes filr eine nor-
male Fortpflanzung unverzichtbar. X
Eine individuelle Markierung alleinstehender Zeckenweibchen
oder solcher, die bis zum Abfallen von der Membren im Paar mit einem
Minnchen waren, wurde in dieser Arbeit nicht durchgefthrt. Es ist auch
nicht bekannt, weiches Geschlecht die Kopulation vorzeitig beendet hat.
Der Anteil jener Weibchen, die zusammen it einem Miinnchen fixiert
waren, lag im Durchschnitt zwischen 50 % und 70 %. Demzufolge waren
30- 50 % aller fixierten Weibchen bei ihrer Blutmahlzeit frGher oder spi-
ter ohne Partner. Man fand, daB ein Minnchen im Laufe der Zeit meh-
rere Spermatophoren an seine Partnerin iibergeben kann und daf die er-
ste Spermatophore manchmal auch steril sein kann (Oliver, 1982; Peld-
man-Muhsam, 1986). Dies kann ein Grund sein fiir die Unfruchtbarkeit
mancher, zu frith von ilrem ménnlichen Partner getrennten Weibchen.
Es erklirt zwar die geringe Fruchtbarkeit vieler Weibchen - jedoch nur
zum Teil, denn, cbwohl manche Weibchen bis zum Ende mit einem
Minnchen zusammen saugten, waren die Fortpflanzungsleistungen stets
geringer als in vivo, namenllich der Eler-Konversionsfaktor. Und dies
selbst dann noch, wenn die Miinnchen auf dem Kaninchen vorgefiittert
worden waren. Das schliet zwar nicht aus, da@ der mechanischen Sti-
mulus des Umklammertseins durch das Minnchen wichtig sein kinnte,
doch ist es sicher nicht der einzige Faktor. Anscheinend verlieren selbst
einwandfreie, in vivo vorgefitterte Minnchen bereits nach kurzer Blut-



In vitro Fiitlerung von Schildzecken 147

aufnahme in vitro an Vitalitdt und es stellt sich eine dhnliche Schwichung
wie bei in vitro vorgel'-ﬁtl:erwu Exemplaren ein.

Die Aussendung der sogenannten Aggregauons-Fmerungs-Phe-
romone ONP, BEA und TMF durch die Méinnchen beginnt in vivo nach
3-5d der Blutaufnahme (Apps etal, 1988). Von diesem Moment an
nimmt die ausgesandte Pheromon-Menge mit der Linge der Blutmahl-
zeit zu. Diehl etal. (1991) fanden bei ONP Emissionsraten von bis zu
280 ng / h f Minnchen. Wahrscheinlich werden noch andere, als Sex-
pheromone dienende Substanzen wie z. B. 2,6-DCP und weitere, die Ko-
pulation einleitende, weniger fltichtige Stoffe von beiden Geschlechtern
gebildet (Sonenshine, 1985). Es fragt sich, inwieweit diese Pheromone
zur ordnungsgem#Ben Kopulation und zum’ optimalen Abschluf der
Blutmahlzeit der A. hebraeum Weibchen beitragen. Moglicherweise war
die Menge und Qualitit der Pheromone in vitro reduziert.

Pappas & Oliver (2971) studierten Minnchen und Weibchen von
Dermacentor variabilis, die gleichzeitig und in niichster Nihe (ca. ¢ mm
Abstand} auf Kaninchen Blut aufnahmen. Durch ein Gitter wurden die
Zecken aber am gegenseitigen Berithren gehindert. Keines der Weibchen
saugte sich voll. Die Autoren schlossen daraus, da@ dazu mehr als die
Walrnehmung von Pheromonen oder der eventuelle Austausch von
Substanzen tiber das Wirtsblut nétig seien. Als diese Autoren (1972) der-
aufhin mit strahlensterilisierten Minnchen (D. variabilis) experimentier-
ten zeigte sich, daf bei der Ubergabe der Spermatophore beteiligte
miinnliche Sekrete, die Spermatophore selbst oder ihr Inhalt, aber nicht
die eigentliche Befruchtung der Eizellen fiir das Vollsaugen weiblicher
Zecken verantwortlich war. Eier wurden in gewohnter Menge gelegt,
waren aber unfruchtbar. Qliver ef al. (1975) testeten dann an Amblyomma
americanum  zerkleinerte minnliche Genital-Anhangsdriisen, Agar,
Gummi, Draht oder Sandkdrner, die sie in die weibliche Geschlechtssff-
nung einftthrten, um auf diese Weise die Sekrete, die Spermatophore
bzw. die Mundwerkzeuge von Miinnchen bei der Paarung zu simulieren.
Wihrend unbehandelte, miinnchenlose Kontrollweibchen und die mit
Genitaldriisenmaterial Injizierten praktisch kein Blut aufnahmen, er-
reichten die wie oben geschildert behendelten Weibchen maximal ein
Viertel (Agar, Sandkérner) der Korpermasse normal begatteter Artge-
nossinnen, legten jedoch keine Eier. Weder Substanzen aus den méinnli-
chen Genitaldriisen, noch mechanische Reizung alleine war der rechte
Stimulus fAr die Weibchen, sich vollzusaugen.
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Diese Aufstellung unterstreicht die Bedeutung einer komplikati-
onslosen, normalen Kopufation fir das Vollsaugen, die Eientwicklung
und Fruchtbarkeit der Weibchen. Die Paarung bei Schildzecken mit sai-
nem riumlich und zeitlichem Zusammenspiel flichtiger und nicht-
fliichtiger Substanzen, mechanischen Reizen und fein abgestimmben
Verhaltensweisen bietet eine Vielzahl von Punkten, an denen eine sub-
optimale in vitro Difit unerwilinschten Einflu nehmen kénnte. Einige da-
von wurden engesprochen.

4.3.6.4. Infestierung von Rindern mit kiinstlichen Adulten

Nach der Blutmahlzeit auf dem Rind erreichte die Kirpermasse von
Weibchen aus rein kinstlichen und Fy-in vitro Paaren 90 % bzw. 80 % des
Wertes rein netiirlicher Paare. Der Eier-Konversionsfaktor war > 0.55
und entsprach der Kontrolle (bei natirlkchen Paaren in vitro: 0.27, Be-
handiung [17G]). Auch die anderen gemessenen, biologischen GrifSen
der Weibchen lagen meist nur wenig unter den Kontrollwerten. Beson-
ders deutlich wird die Wichtigkeit einer optimalen Fltterung beim Ver-
gleich rein kiinstlicher Paare in vitro (Behandlung [17F]) mit solchen auf
dern Rind [I]. Der Hauptmangel kiinstlicher Weibchen in vitro, nimlich
die sehr geringe Zahl larvenproduzierender Weibchen, komnte durch
Vollsaugen auf dem Rind wieder wettgemacht werden.

Bei der Futterung nattrlicher Minnchen mit kinstlichen Weib-
chen trat bei der Hilfte der vollgesogen abgefallenen Weibchen ein Phi-
nomen auf, was sonst nur vereinzelt zu beobachten war: normale Kor-
permasse, aber kugelige, pralle Gestalt und keine Eiablage. Beim Sezie-
ren flelen die nnter Druck stehende Himolymphe und der nur spérlich
mit Blut gefiillte Darm auf. Mbglicherweise lag eine Funktionsstbrung
der Speicheldriisen vor, welche normalerweise in dieser Phase des
Saugaktes aus dem Darm in die Himolymphe eingestrémtes Wasser nnd
Ionen (Na'; CI') zuriick in den Wirt transportieren. Das, wie in diesem
Falle, gehdufte Aufireten solcher Weibchen konnte zufallsbedingt sein
und miilte erst durch Wiederholungen bestitigt werden, bevor ein Zu-
sammenhang mit der speziellen Geschlechterkombination diskutiert
werden kann,

Kiinstliche Zecken und selbst salche, die bereits aus einern in vitro
Generationswechsel hervorgegengen waren und invitro Zwet weitere
Entwicklungsstadien durchiaufen haben, erlangten bei optimaler Erndh-
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rung auf dem Rind praktisch ihre normale Fortpflanzungsfihigkeit zu-
riick.

Die Rackftthrung kiinstlicher Zecken auf den Wirt hat gezeigt,
dafé diese nicht bei der in vitro Fiitterung durch Mangel an Nihrstoffen,
Mikrobizide oder Mikrobentoxine irreversibel geschidigt worden waren.
Sie wiirde sich zum “Auffrischen” eines kiinstlich geziichteten Zek-
kenstammes anbieten, sclange die in vitro Dist fiir Adulte noch nicht op-
timalisiert ist.

4.4. Zn beiden in vitro Fiitterungssystemen

Versuche, unter Beibehaltung aller anderen Faktoren nur den Einflu@ des
benutzten Filitterungssystemna (Durchflu-Fittterungskammer bzw. Fiitte-
rungsgles) aul die Entwicklungsparameter der Zecken zu testen, wurden
nicht untemommen. Zu gro blicben die praktischen Probleme mit dem
zu Beginn der Arbeit eingesetzten Durchflu8-System, zu offensichtlich
waren die Vorteile der spiter konzipierten, einfachen Fiitterungsgliser.
Die folgende Liste schildert die wichtigsten Vor- und Nachteile beider
Systeme. Die negative Bewertung der DFK wurde teilweise durch die
Probleme mit Pilzmyzelien bewirkt.

Die Durchflu@-Fiitterungskammer

+ Die Beobachtung und Manipulation der Zecken waren sehr gut mbg-
lich,
- Alle geplanten, mutmaBlichen Vorteile des Systems wie a) die stin-
dige Zufuhr unbenutzten Blutes, b} die Flexibilitit beim kurzfristigen
~und genau dosierbaren Zusatz von Substanzen, c) die automatische
Aufrechterhaltung der anfinglichen Versuchsbedingungen bei mini-
malem Arbeitsaufwand blieben jedoch in der Praxis unerreicht. Grund
dafiir waren hiufige Verstopfungen durch Blutgerinnsel und Pilzmy-
zel mit der Folge von Totalausfall der ganzen Versuchseinheit (in die-
sem Falle: der gesamten Behandlung) oder zumindest unreproduzier-
baren Versuchsbedingungen. Systematische Vergleiche zwischen Be-
handlungen wurden so praktisch unmdiglich. Bei Vermeidung solcher
Blockierungen durch feinere Filterung des gesammelten, defibrinier-
ten Blutes und bei Kontrolle von Pilzwachstum durch mehr Sauber-
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keit und wirksame Fungizide kiiunten kilnftig die o. g. potentiellen
Vorteile des Systems zur Geltung kommen.

- Die Zahl der selbst bei einwandfreiem Versuchsablauf zu erntenden
Zecken stand in keinem verntinftigen Verhidltrds zum Arbeits- und
Materialaufwand.

- Der Aufbau und die Betreuung waren kompliziert.
- Die Benutzung sensibler Membranen war aufgrund wechseinder
Druckverhiiltnisse im Blut nicht méglich.

~ Die Reinigung des Systems wihrend des Versuchs war nur unvoll-
kommen.

-~ Maximal waren 2 Behandlungen mit je 1 Versuchseinheit durchfihr-
ber.

Die Fliterungsgliser

+ Der Umgang mit den Ressourcen war deutlich effizienter: Es ergab
sich eine 20-50fach grofere Versuchskapazitit gegeniiber dem
Durchflu-System bei gleichem Zeitaufwand und Verbrauch en Blut
und Substanzen.

+ Aufbau und Betreuung waren sehr einfach.

+ Die Kontrolle iiber Kontaminanten war besser moglich.

+ Die Benutzung delikater Membranen wurde erleichtert, da gleichblei-
bende Druckverhiltnisse im Fitterungsglas herrschten.

+ Die Reinigung des Systems wihrend des Versuchs verlief zufrieden-
stellend.

+ Maximal 9 Behandiungen mit je 5 Versuchseinheiten waren parallel
durchftihrbar.

- Die Beobachtung und insbesondere Manipulatan der Zecken war nur
schlecht mdglich.
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4.5, Akarizid-Test in vitro mit A. hebraeum
Nymphen

Ivermectin (TVM) wurde anfangs gegen Netnatoden eingesetzt. Es ist
von Substanzen abgeleitet, die urspriinglich aus Mikroorganismen, den
myzelartig wachsenden Bakterien der Gattung Streplomyces, isoliert wor-
den waren. Die bekannte akarizide Wirkung von IVM (Kaufman ef al,
1986; Oberblick in Campbell, 1989) konnte auch in vitro dosisabhiingig
{1 ppm und 10 ppm) bestitigt werden. Bereits bei 1 ppm saugte keine
der Nymphen mehr genitgend Blut, um sich weiterentwickeln zu k8nnen
und die Hilfte der Zecken war spiitestens am d 10 n. 1. tot, Offensichtlich
reichte dazu schon die Aufnahme einer geringen Menge IVM-behandel-
ten Blutes,

Wie bereits diskutiert, ergab die Nymphen-Fiitterung auf Rindern
je nach Wirtstier stark schwankende Resultate. Der vorgestellte in vitro-
Test erlaubt, die Kontrolle, Plazebo, Standard-Akarizid sowie die zu pri-
fenden Substanzen in verschiedenen Dosen gleichzeitig mit dem Blut ein
und desselben Spender-Tieres durchzuftihren. Daraus resultiert eine er-
hihte Sicherheit bei der Beurteilung der Testergebnisse,

4.6. Ausblick

Mit der vorliegende Arbeit ist versucht worden, einen vertieften Einblick
in die fiir eine erfolgreiche in vitro Zucht wichtigen Paktoren zu geben,
Daraus resultierten einige Verbesserungsvorschlage flir zukiinftige Pro-
jekte dieser Art.

Wenin keimarme Bedingungen vorliegen, sollte zur Vermeidung
der mithsamen manuellen Blutwechsel das Durchflug-Fiitterungssystem
noch cinmal in abgeinderter, cinfacherer Form aufgegriffen werden,
Denkbar wire z. B. eine langgestreckte, 2 mm tiefe Fiitterungskammer
aus poliertem oder mit Teflon beschichtetern Metall (1 cm breit, 20 cm
lang). Durch den einfachen, glatten inneren Aufbau wire sie leichter
sauberzuhalten und so die Gefahr des Verstopfens geringer. Eine dauer-
hafte Befestigung der Membran auf dem Rand der Fittterungskammer
mit Silikon-Klebstoff sollte einer Klammervorrichtung gegeniiber bevor-
zugt werden. Nach dem Versuch ist das Silikon problemlos mit entspre-
chenden Mitteln (2.B. Panasolve®215, Panacol/Elosol AG, CH-
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8034 Zirich) abliisbar. Zur Senkung des Blutverbrauchs kénnte 2.B, eine
Zeituhr-gesteuerte Pumpe den Blutwechsel 8x / d jeweils binnen einiger
Minuten vornehmen.

Mit den Fitterungsglisern sollte flir Larven und Nymphen ein
einmaliger, fir Adulte ein zweimaliger Blutwechsel probiert werden. Die
Suche nach einer villig synthetischen, sehr diinnen Membren fiir
B. micvoplus Larven sollte fortgesetzt werden. Fiir adulte Amblyomma
dringen sich Tests mit diinneren, weicheren und grderen Membranen
auf. Heparinisiertes Blut wire defibriniertem vorzuziehen und der Zu-
satz von ATP und GSH im allgemeinen verzichtbar. Der Einsatz anderer
potentieller Saugstimuli, 2. B. 2,3-DPG, knnte sich, trotz des hohen Prei-
ses, zumindest versuchsweise lohnen. Es besttinde die Moglichkeit, die
Fungizid-Dosis zu verringern und die Fitterungsglaser tmr groBeren Zeit-
abstinden langsam zu schiitteln. Zur besseren Konservierung des gela-
gerten Futterblutes wiiren eventuell Antioxidantien (z. B. Vitamin C, E;
Mannitol ete.} von Nutzen. Zur Erhdhung der Blutqualitit wihrend der
Futterung kbnnten 2. B. Vitamine des B - Komplexes, Phospholipide oder
essentielle Fettsiiuren hinzugefligt werden. Angeregt werden sall auch
die Entwicklung einer synthetischen Diat fiir Zecken, aufbauend auf den
Erfahrungen mit Tsetsefliegen (Kabayo et al., 1985).

Bei dem beschriebenen in vitro Akarizid-Tests mit Nymphen wiir-
de eine Reduzierung der Membranfliiche und Blutmenge je Filtterungs-
glsa und der Gebrauch sterilisierter, vorgefertigter Finmal-Filtterungs-
glaser die Effizienz und Sicherheit steigern kénnen. AuBerdem bieten
sich weitere Anwendungen der in vitro Fiitterung an, wie 2. B. biochemi-
sche Studien mit radioaktiv markierten Substanzen, Untersuchungen mit
von Zecken ilbertragenen Pathogenen, Einsatz zur Entwicklung von
Zeckenimpfstoffen oder Tests von abstoBenden und frafhemmenden
Substanzen, -
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5. ZUSAMMENFASSUNG

»Versuche mit einer stindig von neuem Blut durchstrdmten Fiitte-
rungskammer waren 2u anfillig gegendiber Pilzkontaminationen und
zum Fiittern griflerer Mengen von Zecken zu ineffizient. Einfache
Fitterungsgliser mit einem Glasrohreinsatz (Aufendurchmesser
42 mm) waren erheblich praktischer. Uber das untere Ende des Glas-
tohres waren matrixgestiitzte Silikon-Membrenen oder klebstoffim-
prégnierte Baudruche-Membranen gespannt. Das verfitterte Rinder-
blut wurde wichentlich unsteril am Schiachthof gesammelt und 1- 3 x
pro Tag gewechselt. Die Fiitterungsgliser standen bis zur Hihe des
Blutes in einem 38°C-Wasserbad bei Umgebungsbedingungen von
23.33°C / 80% r.F. und normaler CO2-Konzentration. Das Blut ent-
hielt Gentamicin und Nystatin als Mikrobizide und zusételich Glu-
kose, ATP und Glutathion.

»Das Festsetzen der Zecken auf den Membranen wurde durch Kom-
binationen van Wirtstierhaaren, Kot der jeweiligen Zeckenart, Salzls-
sung, Rinderhaar-Extrakt und einem synthetischen Aggregations-Fi-
xierungs-Pheromongemisch (Amblyomuma) angeregt. Larven und
Minnchen von Antblyomma hebrasum fixierten sich zn etwa einemn
Drittel, Weibchen zur Halfte, vorgefiitterte Minnchen zu fast 90 %
und Nymphen zu mehr als 90 %. Bei Nymphen und Adulten von
Amnblyomma vaviegatum waren es 40 - 70 %. Adulte Boophilus microplus
fixierten sich etwa zur Hilite auf klebstoffbeschiclhteten PTFE
(Teflon)- oder dinnen Silikkon-Membranen mit Rinderbaer-Extrakt
und Rinderhaaren als Stimuli. Alle in vifro geflitterten Arten und
Stadien (auBer [xodes ricinus) entwickelten wie auf dem Wirt Ze-
mentscheiden um ihre Mundwerkzeuge herum.

> Hiamolysiertes oder mit ATP / Glutathion versetztes, defibriniertes
Blut verringerte, heparinisiertes Vallblut erhhte die von saugenden
A, hebrasum Nymphen erreichte Korpermasse. Fiir Weibchen dieser
Art war das Schiittein der Fiitterungsgléser von Vorteil. Bei diesen
war es mdglich, das Fungizid im Futterblut durch tigliche UV-C-Be-
strahlung der Membran-Unterseite zu ersetzen.
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»Larven der einwirtigen Rinderzecke B, microplus entwickeltan sich
dber das Nymphen-Stadium zu ungesogenen Adulten aul klebstoff-
beschichteten Membrenen aus Tierdarm. Weibchen erreichten die
halbe natiirliche Krpermasse und legten Eier ab.

»Der Lebenszyklus von A. kebraem wurde in vitro durch anfeinander-
folgendes Fiittern aller Entwicklungsstadien (Larvem, Nymphen,
Adulte) auf Silikon-Membranen geschlossen.

»Die Ménnchen beider Amblyomma Arten zeigten das typische Klam-
merverhalten (‘clasping’) nach mehreren Tagen der Blutaufmahme
in vitro, aber nicht spontan und weniger intensiv als aul dem Wirt.
Dies wird als Ausdruck geringerer sexueller Reife infolge eines Man-
gels um Futterblut angesehen.

»Die Ergebnisse legen nahe, bei der in vitro Fitterung von Adulten
kiinftig dem sexuellen Entwicklungszustand der Méinnchen mehr Be-
deutung zuzumessen.

»Eine suboptimale in vitro Erndhrung hatte gréfiere Konsequenzen fiir
die Produktion von Nachkommen als fiir die Hiutung der Zecken,
wie das gute Abschneiden der Larven und Nymphen besonders von
A, hebraeum zeigt.

»Bei adulten B.microplus, A.vaviegatum und A hebracum nahm die
Fortpflanzungsfihigkeit nach der invitro Fitterung stark ab, ver-
mutlich wegen verminderter Blutqualitit. Diese Beeintriichtigung war
groBtenteils reversibel, wie en Fp-in titro Zecken (A. hebraeum) nach
Fittterung aul dem Rind gezeigt werden konnte.

» Die Toxizitdt des systemischen Akarizids Ivermectin ftir Nymphen
von A. hebracum wurde durch Einsatz der in vifro Fatterungsmethode
bestatigt.

» Die vorgestellte Methode bietet neue in vitro Moglichkelten sowohl ftir
die Zeckenzucht, als auch u. a. fir Tests systemischer Akarizide, Frag-
hemmer und Repellenzien. Sie erlaubt aufgrund standardisierter
Flitternng eine sichere Interpretation der Testergebnisse,
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6. SUMMARY

» A feeding chamber, continuously supplied with new bloed, proved
too susceptible to fungal contamination and not efficient enough for
feeding large numbers of ticks in vitro. Simple feeding units made of
honey jars with an inner glass tube (9 cm long, 0. d. 42 mm), were far
more practical. Reinforced silicone membranes or baudruche mem-
branes Impregnated with glue were stretched across the bottom end of
the tube. Weekly open-collected bovine blood from the slaughter
house served as nutrient and was changed 1-3times a day. The
feeding jars were held, up to the level of the blood, in a waterbath
(38°C). Conditions on the climatized workbench where the feeding
was carried out, were 23 - 33° C / 80 % r.h. at ambient CO»9 levels. The
blood contained the microbicides gentamicin and nystatin and addi-
tionally glucose, ATP and glutathion.

> Attachment of ticks on the membranes was induced with combina-
tions of host hair, conspecific tick faeces, saline, bovine pelage extract
and a synthetic aggregation attachment pheromone mixture
(Amblyomna), Larvae and males of Amblyomma hebrazum had attach-
ment rates around 30 %, females around 50 %, pre-fed males of nearly
90 % and nymphs of more than 90 %. Nymphs and adults of Am-
blyomma variegatum attached at 40 - 70 %. Almost half of adult Boophi-
dus microplus attached on thin membranes of silicone or PTFE (Teflon)
sealed with glue, both covered with bovine pelage extract and bovine
hair. All instars of the species fed in vifro, with the exception of Ixodes
ricinus, developed cement cones around their mouthparts as they do it
on the host. '

» Hemolyzed or ATP / glutathion supplemented defibrinated blood de-
creased the body mass gain of feeding A. hebraeum nymphs,
heparinized whole blood increased it. Females of this species profited
by the permanent shaking of the feeding jars. Here, it was also possi-
tile to replace the fungicide in the nutrient with daily exposure of the
underside of the membrane to UV-C rays.
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»Larvae of the one-host cattle tick B. microplus were bred through the
nymphal to the unfed adult stage on baudruche membranes impreg-
nated with glue. Females gained half of the natural body mass and

laid eggs.

»The life<cycle of A. hebraeum was completed in vitro by consecutive
feeding of all life-stages (larvae, nymphs, adults) on silicone mem-
branes.

»Males of both Ambiyomma species showed the typical ‘clesping’ be-
haviour after feeding for several days i vitro, albeit less spontaneous
and intense than on the host. This is presumably due to a lower sexual
maturity owing to a lack in the blood.

> The results suggest a greater importance be placed on the level of
male sexual maturity in future in vitro feeding experiments,

» A suboptimal in vitro nutrition was more fatal for the production of
offspring than for the moult of ticks, as demonstrated by the good re-
sults for larvae and nymphs, particularly those of A. hebrazum.

> in adult B. miicroplus, A. variegabum and A. hebraeum the reproductive
capacity was strongly impaired, presumably in consequence of the
low quality of the blood. This deterioration was reversible for the
most part, as it could be shown by feeding the first generation of in
vitro fed ticks (A. hebraeun:) on cattle.

»>The toxicity of the systemic acaricide Ivermectin for nymphs of
A. hebragum was confirmed using the in vitro feeding method.

»The method presented offers new in vitro possibilities for tick rearing
95 well as for tests with systemic acaricides, antifeedants and repel-
lents. The results obtained in experiments with systemic agents are
easier fo interpret due to the standardised nutrient.
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7. RESUME

> Des expériences faites avec une chambre de nutrition iraversée con-
starnment par du sang neuf se sont monirées trop sensibles au conta-
minations de champignons et pas assez efficaces pour nourrir un
grand nombre de tiques in vitro. Des unités de nutrition trés simples,
basées sur des bocaux 2 miel et complétées a Vintérieur par un tube en
verre {longueur 9 ¢m, d. e. 42 mm) ont été nettement plus pratiques.
Des membranes en silicone renforcé et d'autres en baudruche impré-
gnées avec de la colle ont été tendues sur le fond du tube. Le sang de
bovin, prélevé non-stérilement une fois par semaine 3 I'abattoir, a
servi comme lignide nutritif et a été changé 1 - 3 fois par jour. Ces bo-
caux de nutrition se trouvaient jusqu’au niveau du sang dans un bain-
marie (38° C). Les conditions de la chambre clirnatisée ol les expé-
riences se déroulaient, étaient de 23 -33°C / 80 % h.r. au taux normal
de CO». Le sang a ét& complété avec des microbicides (gentamicin et
nystatin) et aver du glucose, de I'ATF et du glutathion.

»Les tiques se sont attachées sur les membranes grice & différentes
combinaisons de poils de bovin, d’excréments de tiques conspéci-
fiques, d’une solution de sel, d’un extrait de poil de bovin et d'un
mélange synthétique des phéromones “d‘agrégation et de fixation”
(Amblyomma). Les larves et les méles de Amblyomma hebracum se sont
fixés 2 un tiers, les fernelles & la moitié, Jes males préalablement
nourris presque a 90 % et les nymphes & plus de 90 %. Nymphes et
adultes de Amblyonuma variegatum se sont attachés 4 40 - 70 %. Presque
la moitié des adultes de Boophilus micreplus se sont fixés sur des mem-
branes fines en silicone ou PTFE (Teflon), rendues étanches aver de la
colle et toutes les deux couvertes de poils de bovin et d'un extrait de
celui-ci. Tous les stades et espéces noutris in vilro, A part Ixodes ricinus,
ont développé du cément autour de leurs pigces buccales comme sur
un hote,

> Du sang défibriné soit hémolysé ou suppléé d’ATP et glutathion a ré-
duit Vaccroissement de poids d’engorgement des nymphes de
A. hebraeum in vitro, tandis que le sang entier héparinisé I'a augmenté.
Des femelles de cette espéce se sont mieux développées, quand les bo-
caux de nutrition étaient agités en permanence. Dans ce cas, il était
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possible de remplacer le fongicide dans le liquide nutritif par une ex-
position journalidre de la face inférieure de la membrane aux rayons
Uv-C.

»Des larves de la tique 2 héte-unique B. microplus ont été élevées du
stade de nymphe au stade d’adulte sur des membranes en baudruche
imprégnées avec de ia colle. Des femelles ont atteint Ia moitié du poids
naturel et ont pondu des ceufs.

»Le cycle de vie de A. hebraeum a été formé in witro en nourrissant con-
sécutivement tous les stades de développement (larve, nymphe,
adulta) sur des membranes en silicone.

»Des males des deux espace de Amblyomma ont moniré le comporte-
ment typique de *clasping’ aprés aveir pris un repas sanguin pendant
plusieurs jours in vitro, cependant moins spontané et moins intense
que sur I'hbte & cause d'une maturité sexuelle réduite due a un
manque dans le sang,

»Les résultats suggérent d’attribuer plus d'importance a I'état sexuel
des males lors des futures expériences de nutrition in vitre.

»Un repas sanguin in vitro sous-optimal est plus fatal en ¢e qui con-
cerne la production de la descendance qu'il ne l'est pour la mue des
tiques, ce qui est démontré clairement par les bons résultats des larves
et des nymphes, en particulier de A. hebracum,

»Chez les adultes de B, microplus, A. variegatum et A, hebracum la fertilité
a diminue fortement aprés la nutrition in vitre vraisemblablement a
cause de la qualité réduite du sang. Cette détérioration est réversible
pour la plupart, comme montrée par la nutrition de la Fy-in vitro gé-
nération sur des bovins.

»La toxicité de I'acaricide systémique Ivermectin pour les nymphes de
A, hebracum a été confirmé en utilisant la méthode de nutrition in vitro,

»La méthode présentée offre de nouvelles possibilités in vitro pour
Télevage de tiques ainsi que pour des tests des acaricides systémiques,
des “anti-feedants’ et ‘repellents’. Les résultats obtenus in vitro avec
des produits systémiques sont plus facilement interprétables du fait
d’un repas sanguin standaidisé.
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12. ANHANG

Deckel Fiitterungsglas-
s einsatz '
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Abb, 12-1 - Vordehtung zur UV-C-Bestrahlung der Membran-Unterseite von Fitterungsglisem -
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Teb. 12-1 ~ In vitro Fixlerung ven Ambiyomma hebrasurn Nymphen: Einflul von Mikeobiziden und
WV Strshlen ~ Gazeigt isl die Fixierungsrste mit dam 85 %-Vertrauensiniervall des Verhiftnisses fiderte
Zecken § auf dis Mambran gebrachie Zecken' sowie 1 als Anzahl Nymphen oder Versuchseinhelien (VE).
Alle Behandwngen stammien sus einem Versuchsblock mil der Stmulus-Kombingtion K und drei
Blutwechseln taglich. Die Ergebnisse zeiglen kelnerlel signifikante Unteeschiede (P < 0.05; Mann-Whiney
{ATest), Die eckigen Klammem nannan die Behandiungsnummer entsprechend der Ubersicht Tab. 2.8,
d Tag: n. |. pach Infestiermyg.

Wglich 5 min UV-C Bestrshkung Nystatin 100 & f mi
{Membran-Unterseite)
% [ [ % n [
Fiderung  Nymphen - Fiderung  Nymphen o
danl  augesetrt dénl  aufgesetrt
Gentarnicin 5 g / mi 89(85-9%) 5B 18 4 aoiss-sa) 58122 4
"z i
Gentamicin S0 p1g /el §T(B3-81) Mz 5 85(79-8%) 43+13 5
18] L3
Penizilin 100 IE/miund  40(64-91) 64438 5 E8(80-88) 73+30 L)
Streptorycin 100 g/ mi 9] 151

Tab. 42-2 = In vitro Fixlerung ven A hebraowm Kymphen: Einflud verschiedoner Behandiungen -
Es ist die Fierungsrate angegeben mit dem 95 %-Vertrausnsintervall des VerhBinisses fuderte Zek-
%en { auf die Membran gebrachts Zecken' sowie n als Anzahl Nymphen oder Versuchsainheiten (VE). Alle
Behandkingen kefen mit der Stimulus-Kombination J und 2wel Blitwechseln thglich. Sio starmmien 2. T.
809 verschiedenen Versuchstibcken, Dis Emabnisse zeiglen keing signéfikanten Unterschiede (P < 0.05;
Mann-Whitnay L-Test). Die eckigen Klaminemn nesnen die Bahandungstummer etitsprachend der Uber-
sicht Tab. 2:8.d Tag; 0. | nach infestierung.

% n [
Fhiforung Hymphen VE
dén.l aufgesetzt
Blut it 10 vo¥% Hiinereidotter [25] 95 (52- 89) D18 5
Blut durch Einferen { Auftauen
himolrent (7] 8489 96) 212 3
Volkial mit Ne-Heparin 17 [E/md 28] 90{83-99) 844 3
Bt et 0.1 % Propylengiykol / ]
Glycerotiomnal (1 : 1.5) [31) 95(%-9%) 31ts §
i Brutschrank 36°C, ca. 20 % {29) 0217 W2 3

Slandard-Behandlung [22D & 226] 85 (90 - 96) I3 5+3
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Tab. 42:3 ~ Entwickiung von A. hebraeum Nymphen & vitro (Versuchsblock 1)~ Die Behandlungs-
nummem in eckigen Klammem entsprechen denjenigen dar Ubersicht in Tab. 28, Angegeben sind die
Mikrobizid-KombinaBionen der jewsdigen Behandlungen sowie eine eventuelle UV-C-Besirahhmg oder
Schitier-Einsatz. Unter ‘Parameler finden sich der Tag des Abfallens (Modalwert und Bersich), die
mitiera Kitpermasse mil 95 %-Vertravensbarsich, die Hauhmgsrats mit dem 95 %-Vertravensinterval des
Verhitinissas 'woligesogen ebgefallena Nymphen / zu Adullen gehdustete Nymphen', der Anlell weibiicher
Zecken an diesen Adulten sowie die Anzahl Nymphen (n) oder Versuchseinbeiten (VE). Engebnisse inner-
haib Spalien chna einén gemeinsamen Buchstaben waren signifiant unlerschiediich (P < 0.00; Mam-
Whitney {-Test), Es wardan diinna Shikon-Membranen des Typs V2 und die SSmukis-Kombination K
{Kaninchenhaare und pheromonivpragnise Gummikappe) benutzt Abkdrzungen: GENS bazw. 50:
Gentamicin 5bzw. 50 g/ mi; PS 100 Penizilin 100 IE/ml und Streptomycin 100 g /mE NYS 100:
Nystatin 100 IE / ml; UV-C: Bestrahiang der Membran-Untersaite mit UV-C 5 min pro Tag; geschittel: im
Schiitier ($00 Richtungswechsa! f min, horizontal In emner Ebene) d Tag nach infesSarmg.

Hymphen Versuchsblock ¢

Bahandlung Parameler

GEN GEM PS MNYS uve O Spizentag  Bereich  Kbmennasse % Haulungs %

Nr. shit-  desAblsh  des  Mymphen  rals(u  Web

5 5 100 00 Emin Tl Tlns§  Abialens§ Img)  Aden)  chen

d6a  dd-d10 Sa %a 4
g x - - - X X (46-52  (%3-83
{238) {236) (5ve)

d6b  d6-d10 53b 9a 54
pa x - . - X . (651-55  {96-100)
(178} (179) (4VE)

d6b  d5-d10 54b Ma 47
o8 - X - - % - {s3-55}  (98-100)
29 {291 5VE)

d6b  d5-d10 50b %a 52
(1 S S (63-57) (97100
(220) (20 {5 VE)

d6d dd-d0  S3ab Ga »
ne - A T T (51-55)  (04-939)
(229) (&) (5VE)

dfc  d5-410 21 Pa L)
m x - - X - - (64-68)  (98-100)
(89) (168} (#VE)

d%¢ dG-d10 Gdod 892 42
ugq - X - X - - (62-66) (97 - 100)
- ) {17 (EVE)

d9c  d5-d10 63d 9a 50
pse - - X % - . (61-65  (97-100)
(235 {255} (5VE)

§ EventueN noch am Varsuchsende (d 10} foderte Nymphen wurden nichl gezanit
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Tab. 12-4 - Entwicklung von A, hebraaum Nymphen in vitro (Varsuchshlock 2)~ Dis Behandiungs-
numenem i eckigen Klammem entsprochen denjanigen der Ubersichtin Tab. 2-8. Unter Parametar’ inden
sich det Tag des Abfallens (Modatwert und Bereich), die mitBera Kimpemasse mil 95 %-Vesrauenshe-
reich, dia Hautangsrate mil dem 95 %-Verirauensinervall des Verhlinisses ‘wollgesogen abgefallens Nym-
phen f zu Adulten gehiutele Nymphen', der Antsil welblicher Zecken an diesen Adulten sowie dla Anzahl
Nymphan {n) oder Versuchseinheiten (VE). Ergebnisse innerhalb Spalten ohae einen gemeinsamen Buch-
slaben waren signifikam unterschiodich (P < 0.05; Mann-Whilney U-Test). €5 wurden diinng Silikon-Mom-
branen des Typs V2 und die SSmulis-Kombinafion ) {Kaninchenhaare und SPM-AR.) benutzt, Abkir-
zungen; GEN §: Gentamicin § ug /mit; NYS 100 Nystatin 100 IE f mi; UV-C: Besirghiung der Membran-
Untesseite mit UV-C Smin pro Tag; ATP/GEH: zusitziches Adenosintriphosphat baw, Glulathion Im

Futterblut (beide 1073 mol £1); d Yag nach Kfastienung.

Nymphen Versuchshlock 2

Behandlung Parameater
GENSS UL  kein But-  Spizentag  Bereich  Kimpermasse % Hautungs- %
Nr.  NYS Smin  ATPf  wechsel &5 s Nysnphen rats Weib-
100 GSH proTag Abfaflens§ Abfalens § fmg) {zu Adullen)  chen
dda 46-410 S0a %a §2
[7e] X . - 3x (47-53) {94 - 100}
{109 (109) (5VE)
dga d7-d10 55b Ma 55
200 X - X 3x (53-57)  {%6-100)
(@1 L1l (5vE)
di0a d5-d10 #c 95a 5
R x X - Ix (37-43 (89-89)
{100) (100} 5ve)
dSa d6-d10 56 bd 100b 69
Pn X . 2x (53-59) (06 00)
5 [t (5 VE)

§ Eventuell noch am Versuchsende (J 10) fodeste Nymphen wairden richi gezaniL
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Tab. 12-5-- Enwickiung von A hebrasurm Nymphen in vitro (Versuchsblock 3) - Dis Bshandlungs-
nummem b eckigen Klammem entsprachen denjénigen der Ubersichd in Tab. 2.8, [22D] Die ‘Standard-
Behandlung’ basiest auf zwel Blubwachseln pro Tag, Genlamicin 519 /md und Nystatin 103 IE / mi sowie
ATP und GSH (beide 10~ mol /1), [22€] Die 'F4-i vito Mymphen’ waren dber daa in vitro gesogene Lar-
venstadium aus den Elem abenfalls in wiro gefiitierier Weibchen hervorgagangen. [25] Ein Ted des Bhies
{10 vol%) wurde durch Dotier aus Hiknereiem ersetzl. [31] PRG / GLF im Fulferblut ist 0.1 vol% eines als
Vehikel fiir aklive Substanzen dienenden Gemisches aus Propylenglykol und Glycerolformal. Untar 'Para-
meter’ #nden sich der Tag des Abfaklens (Modalwert und Bereich}, die mitihers Kotpermasse mil 95 %-Ver-
trauensbereich, die Haulngsrate mil dem 85 %-Vertravensintervall des Verhdliinisses voligesogen abge-
fallens Nymphen / zu Adulten gehautete Nymphen”, der Antell weiblicher Zecken en diesen Aduden sowie
die Anzahl abgefallenes Mymphen (n) oder Versuchseinheitan (VE). Ergebnisse innerhalb Spaklen ohne
eipen gemeinsaman Buchstaben waren signifkant untesschiedlich (P«<0.05, Mann-Whilney U<Tast).
¢ Tag nach infestierung.

Hymphen Versuchsbliock 2

Behandlung Paramelar

$pitzentag Bereich Kirpermmassa % Hautungs- %

Bemerkungen des Nymphen ool Web
desAbfalens ) ions wal Adulien)  chen
47/9ta  dS-d10§ 67 ad %2 54
Standard-Behandhmg (64-70) (91-99)
(1235) {1200 {5 VE)
d8a  95-4104 8sb %a 52
F1-# vitro Nymphen {6165} (94 - 99}
{214) (205) 5VE)
48a  95.410§ 89 ac %a 80
Biut i 10 vol%
67-71} ©1-99)
Hihnereidoter (125 (10 68
476 d5-410% 644 95a 5
Blutmi 0.1%
PRGIGLF (Venike) {61-67) {9098}
(130} 2z (5 VE)

§ Noch Nymphen am letzten Versuchstag (d 10) fodert: (22D] 5; [(22€) 9; [25} 15; [31] 8.
$ An beiden Tagen dis gleiche Anzahl abgefallenes Nymphen
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Tab. 126 « Entwickng von A. hebrasum Nymphen in vifro (Varsuchsblock §) = Die Behandlungs-
nummem in eckigen Klammerm enisprecien danjenigen dor Ubersicht in Tab. 28, [22G]; Die "Standard-
Behandiung’ basierte auf zwel Blutwechseln pro Tag, Gentamicin§ prg £ md und Nystatin 100 IE § mi sowie
ATP und GSH (beids 10 mal /1), [26}; zusitziiches Adenosintriphosphat bzw. Glutathion fahite im Fut-
terblut. [27); Blut wurde vor dem Auftauen eine Wache lang bej -18 C aufbewahrt. [26]: Um die Gerinnung
von Vollblut 2u vermeiden, wurde Na-Heparin bei der Blutsammiung zugesetzt. [29]: Die Fillerungsgiaser
standen in ginemn Brulschrank bei 36°C und ca. 20 % iF. Unlter ‘Parametes’ finden sich der Tag des Abfak
lens (Modalwert und Bereich), die Kapermasse (Mittatwert mit 35 X-Vertrauensbereich) sowle dis Anzatl
abgefallener Nymphen {r). Die Hawingsrate und der Antell weitficher Zecken nach der Hautung der Nym-
phen 2u Adulten wuden nicht auigezeichnet Ergebrisse Innerhalb Spalten ohae einen gemsinsamen
Buchstaben waren signifikan! unterschiediich (P < 0.05; Mam-Whitney U-Tesl). ¢ Tag nach Infestieruny.

Nymphen Versuchsblock §

Behandlung Parameter

Spitzentag Bereich Korparmasse

Nr. Bemerkungen des des . Nymphen
Abfallens Abfaltens fmgl
d¢7e dé-do§ Sle

[26]  Standard-Behandimg {48 -54)
{135) (12}
d7b g6-010§ 55h

{28) kein ATP / GSH {53-57)

{118} (13
d9c d6-410% 42¢

durch Einfrieren / AuRauen

! ; “0- 44)
hmolysieries B {134) (109)
] dTa d46-410§ 56b
2) thw{t‘?é ] I'IlI] (55- 61}
{29 (15
Filienungsglaser im d104 do-dw0§ 5Tb
Brutschrank (54 - 60}
WCla2D%F (100) (53)

§ Hoch Nymphen am lekzten Versuchstog {d 10) fodert [22G3 13; [26] 6 [27) 25; [29] 14; [29)47.
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Tab. 12.7 « Entwicklung von A. hebrreun Welbchen it vitro (Versuchshlock II) ~ Dis Weibchen nahmen ihe i vitro Biuimal gemainsam mit den Mannchen aul. Diese
waren Zuvor §- 7 Tage separal in vivo (hir Behandlung [7) und {8]) bzw. i vilro (fir Benandiung [4 - 8]) vorgafittert worden. Spéiestens nachdem Webchen und Mannchen in fri-
sehen Fi zusammengebracht worden waren, ertvelten beide Geschleshier dieseiben Mirobizide. Die Behandiungsnememem i eckigen Klammem enatsprechen
denjonigen der Ubersicht in Tab. 29. Abklzungen: GEN 5 Genlamicin 5§ pg/mi; NYS 10 Nyswatin 10 1E/mi; PS 100 Penizllin 1001E /m) und Streptomycin 100 pg/mi;
MR 0.9 iraconazol 0.1 g/ m; d Tag; VE Versuchseinheilen. Unter ‘Parameter’ inden sich die Ergebnisse als Modawarte (‘Spitzentag), Bereiche (...des Abfalens') oder
Mittelwerte mit Vertrauensintervall (95 %) bzw. mil Bereichsangabe (Fertile Eberprodukiion’). Eine schwankende Anzahl Weibchen {n) in einer Reing ergab sich aus dan bel Be-
techaungen jedes Parameters zugrundegelegien und i Kapitel 2.11.2. erkiirien Krierien. Die % larvenproduzierends Waibchen und die fertile Eierprodukiion bezogen sich dem-
enisprechend auf die Anzahl aller on d 4 fidertan Welbchen. Ergebnisse innerhalb Spalten ohae einen gemeinsamen Buchstaben waren signifikant unterschiediich (P < 0.08;

Mann-Whilney L-Test).

Waibchen Verzuchsblock 11

Behendliung Peremeter
Spitzentag Bareich Kimpemmasse  Pra-Ovipo- Eier- % Larven- % Larvan- Fertile Eier-
. Kurbeschraibxing des des Weibchen sifions- Konversions schiupl- produzisrende produkBon
Abfalens  Abfabiens § &l dauer [d} fakior rale Weibchen [mg f Wedbchan]
d9ab  d7-d14  14lac nicht 0 Ze e 1244
Minnchen: GEN 5 /NYS 10
(L] {1.20-1.67}  gemessen  (0.25-0.34) {15- 40} {23 - 56) {0 -582)
Paare: GENS/NYS 10 @ Y in.g} Ry o (10VE) (33
d8a d7-d14 149, 0.3 He e tHa
Ménnchen: GEN 5/ NYS 10
5 1.29-1.69) n.g. {0.32.0.37) {19 53) {26-12) {0-597)
Paare: PS 100/1TR 0.1 ) n (16) (t6) 6ve) @
- dfie dé-d 14 1.38a 027¢ 25a Be fle
Mannchen: PS 100 /ITR O
{61 (1.47-1.63) "g. {0.21-0.33) {7 -43) {15-57) {0 -431)
Paare: PS 100/ ITR 0.1 ) 14 {14) (14) 7 VE) {1
d11a dd-d4 1.78b 0.33bc e 522 19 e
MBnnchen in vike
(4] {1.61-1.94) ng {0.30- 0.36) [23-49) {34-69) {0- 673}
Paare: GEN 5/NYS 10 1) on n (v4j] {10 vE} (3}
. didbt a9.-d14 1.95bc 0.35bc 431 e 1162
Minnchen in vive
18 ’ {142 248) ng. (0.29-041}  {25-60) {18-67) 0-672
Pagre; PS 100/ TR 0.1 3 v 1)) 4] {4 ve) {17

§ Noch ioderle Welbchen am letzien Versuchstag (d 141 [4] 6,151 2; (6) : [7] 4; 18] 6. 1 Grobie Anzahi Welchan {7 = 6] nbch am Versuchsande fjer,
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Tab. 12-8 — Entwickiung von A. hebrasum Walbchen fn vitro (Varsuchsblock X 1) « Die Weibchen ashmen it o v Blutmahl gesmednsam mit den Mannchen auf, Diese waren
2uvor - 7 Tege separal auf dem Kaninchon wgefijitert worden. Nachdem Webdran und Mannchen in frischen Fiilteningsglisem zusammengabracht worden waren, erhiciien belda
Geschiechler dieseiben Mikrobizide, [75]: Wiaderholng der Bahandung {7] aus Versuchsblock IT. [3]: Wie Behandiung {7B), jedbeh geschifttelt (100w /min, hodzonisl in eler
Ebane). [10} Keine Mikrobizide im Futierblut, aber Ligliches Eintauchen (20 min) der Membran-Unterseits in Genlamicin 5049 /ol {GEN 50; baktertzid) und Endconazol 1000 pg / mi.
{EN11000; fmgizid). [11): Wene Mikrebizide im Blut, aber tagich Bestrahung {5 min) der Membran-Unterssits mit UV-C (7 e Abstand). Die Behandiingsnummem in eckigen
Kammem entspeachon denjanigen der Ubersicht i Tab. 2-0. Unler ‘Parameter finden sich die Ergebnisse als Modawerto {'Spizentag’), Berelche odes Mitisherle mit Ver-
trauensinterval {85 %). Eina schwankende Anzah) Weibchen (n) in einer Relhe emgab sich aus den bel Berechnungan jedes Parameters mgrundegelegten und in Kapitsl 2.11.2. er-
Marten Krilarian. Abkdrzung: d Tag.

Weibchen Versuchsblock I

Behand lung Parameter
Spilzentag Beraich Kirpermasse Pri-Ovipo- Eler- S%iarven- % Larven- Fertile Eier-
e, Kurzbesciweiung des des Weibthe siions- Kooversions-  schlp-  produgienende produktion
Ablabiens Abfallans [ daver [d] fakior rate Webdien  [mg / Weibchen)
. kaing 10881381 .
Minnchen in vwo keing
7B A Angabe -
Paara: GEN 5/NYS 10 @ @ @ Eiabiage
dto, da10 a7-d14§ 093t
®) aber geschitteut {0.72- 1.36) dia,
{100/ min horizontal) {22 9
Mannchen &1 vive, Membran dB8&d14§ keine 078%
0] it Paaren: Gigl. 20 min In Angabe dio.
GEN 507 ENI 1000 getaucht & 2 )
Maonchen i vivo, Mambren @ 10&d 12 06780.82%
[11] mitPaaren: UV-C bestahit, din, dio.
Futtesbiut ohna Bakkerizid (1.} (¥i]

§ Noch 3 Weibchen am letzien Versuchsiag {d 14) fodert.
1 AuBergowShnlich starker Bafall des Fulterblutes mst Pilzen.
1 AuCergewdhnlich schwere bakieriefle Kontamination des Blutes.
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Tab, 120 —Entwicklung von A. hebragum Walbchen i vitro (Versuchsblock TV) ~ Die Weinchen nahmen i in vilro Bluimaly gemeinsam mil den Manachen auf. Diese
wamsn zuvor § - 7 Taga separat i wivo vorgefiittert worden. Nachdem Wolbchen und Minnchen in fischen Fiitlsrungsgiisem zirsammengebracht wordan waren, erhieXen belde
Geschlechler (Paare’) dieseiben Milroblzide. Abkirzungen: d Tag; GEN S Gentamicin 5 g feml; NYS 100 Mystatin 100 IE /ml; d Tag. [128]: Das Fulterbke anthiall GEN §, aber
kein Fuagizid. Die Membran-Unterseite: wurda tiglich §min mit UY-C bestrahit (7 om Abstand), Femer wurden die Vessuchseinheiten horizontal In einer Ebeng {100x { min}
geschittiall. [18]: Das Blut enthialt GEN § und NYS 100 und wurde ebenfalls parmanent geschiitielt. Oie Behandiungsnunimem in eckigen Klamumem enisprechen denjemigen der
Ubersicht in Tab. 2-8, Unter ‘Parameter Enden sich die Ergebnisse als Modalwerto ('Spitzentag), Bereiche oder Mitistwerle mit Vertrauensintarvall (95 %). Eine schwankende
Anzah) Welchen (n) in einer Reihe engab sich aus den bel Berechnungen jedes Parameters zughmdegelsgien und tn Kapitel 2.41.2, eriarten Krilerien, Ergebnisse innerhaib

* Spaften ohne einen gemainsamen Buchstaben waren signifikant unferschiediich (P < 0.00; Mann-Whilney L Test).

Waibchen Versuchsblock IV .

Behandlung Parame ter

Spitzantag Bereich Kimermasse Pré-Ovipo- Eier- % Larven- % Larven- Fertile Eor-
des des Weibthen siions- Komversions-  sehlupl-  produzierenda produktion

Nt. Kurzbeschreibung
Ablaliens Abéalans foi dauer i} faktor rale Weibchen g/ Weibichen]

Mérmchen in vivg, Membran d%a dB-d14§ 1393 nicht 0Ma

{128] mit Paaren: UV-C besirahlt, {1.26-1.52) gemessen {0.3%-0.37) ng ng n.g.
Bt mit GEM 5, geschittelt {41y 40 ng) (3n
Mannchen in vive dfa d8-duE 133a 0Ma
(18]  Paare: GEN 57 NYS 100, {1.23-1.43} nq. {0.31-0.37) ng ng ng.
geschitiel (100x /min) “n {46) (46)

§ Hoch 1 Waibchen am latrien Versuchstag (d 18} fdert
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Tab. 1210 — Entwicklung van A, hebraaum Walbchen iz vitre (Versuchsblock V) - Die Welbchen nahmen i in vitro Blutmahi gemelnsam mit den Minnchen auf. Diese
waren zuvor 5 - T Tage separal it vivo (fir Behandhung {24]) bizw. & vitro (flr G Behandingen [17G), [22C] und (17F]) vorgefiitiert worden. Spatestens nachdem Walbehen und
annchen in frischen Folterungsgiisem nrsammengebracht wargen waren, emielien beids Geschlechisr (*Fadre®) Gentamicin 5 g /mi {GEN 5} und Nystatin 100(E/mi
(NYS 100). (176G}, Andars &fs in [24) fand bler auch dia Varfatterung der Mdnnchen i viro statl [22C]: Das Futterbiut wunde, im Gegensalz als beim 13glich dreimaligen Biuk-
wechsel der anderen Bahandiungen, rur zweimat pro Tag auspetauscht [17F): Dis Minnchen und Weibchen hatten sich aus in vilro gesopenen Nymphen gehdutet Die Ble-
handungsnisnmern in eckigan Klammem antsprachen denjenigen der Ubersichtin Tab. 2-9. Unter ‘Parameter’ énden sich dis Engebnisse ais Modaiwerte (‘Spitzentag’). Berelche
(.des Abialens) oder Mitetwerle mit Vertravansintervall (35 %) baw. mit Barsichsangabe {Fertils Slerprodukiion’). Eing schwankenda Anzahl Welbchen () in einer Reihe
ergab skh aus den bel Berachnungen jodes Parameders zugrundegelegien und in Kapitel 2.11.2. erdirten Kriterian. Die % lkarvenproduzierende Weibchen und die feriila
Eierproduktion bezogen sich dementsprechend auf die Anzahl aker an d 4 fiderlen Weibchen. Ergebalisse innerhald Spaltan ohne einen gemeinsamen Buchstaben waren sk
gnifkant wnierschladlich (P < 0.05; Mann-Whitnay (- Tesi). Abkirzung: d Tag; VE Varsuchseinheiten.

Weibchan Varsvehsbiock v

Bahandiung Parame ter
Spitzantag Berelch Kdpermasss Pri-Ovipo- Bier  %laven  %lanen-  Fediv Bl
Nr. Kurzbeschreiung des des Weibchen - sibions- Komversions-  schivpf-  produzierende  produldion
Ablallens Abfatens [a] qaver [d) fakior raly Weibchen [y / Weibchen]
. ‘d8a d7-d14§ 115a 153a 0.30a 52a B0a 115a
MEnnchen: i vivo :
R4 (087-133)  (141-166)  (025-034) {45-59)  (44.75) {0-529
Paare; GEN 5/NYS 100 2} ) 29 23 (25) {9ve) )
d8igabt a7-d14 088a 154 8¢ 0.27 ob 69k 46a 19%a
Mannchen GEN 5/ NYS 109
176 {078.1.18)  {138-168)  (022-03%) (58-80}  (30-63) {0 - 588)
Paare: GEN SINYS 100 @ % i i e @n
dio., d8ab d8-d14§ 082a 171be 024b 56 ab 47a 89a
122C]  uber ur 2 Blutwechse! ©73.1.11)  {164-182  (020-028) (48-64  (32-6) -497)
oo Tag 28 29 20 & @) {10 vE) {49)
N didhi dE-d14§ 1.23a 1900 024 ab 3a 0k 15b
Tnestlicha MEnnchen und
] {088.148)  (164-219  (017-030) (13-68) (3-22 {0- 202
Paare; GEN 5 /HYS 100 ® ) (1) @) 1] {10VE) {50)

t Absolute Zahl abgefallenar Weibchen an beiden Tagen gleich.
§ Noch Welbchen am latzten Versuchstag {d 14) fdest [24] 5; {22C] 4; [\7F] 4.
1 griilts Zah an Welbchen (4] noch am Versuchsenda (d 14) fixdert,
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Tab. 1211 — Abhinglgkelt druier pamessenar biologischer Gro8en vom Tag dex Abfallens' fn vitre
bel A hebraeum Weibchan — Die Weibchen nabmen iiw in vilro Bluimahl gemeinsam mit den Minnchen
auf, Diese waren zuvor 5 - 7 Tage separal auf Kaninchen baw. i vitro oder 3 Tage lang auf dem gfeichen
Rind (Kontrolirinder} 2w Erangung sexelter Reife vorgefiittert worden. D& Behandiungsaummenn in
eckigen Klammem entsprechen denjenigen der Ubersicht in Tab, 2.0, AbkDrzungen: GENS Gentamicin
519/ mi; NYS 10 baw. 100 Nysiain 10 baw, 100 IE /mi; PS 100 Penizitin 100 IE / ml und Sireplomycin
100 pg /! mt; TR G.1 Hraconazof 0.1 pg/ml; WW-C Membran-Unterselle wurde tighch 5min mit UV-C
bestrahit {7 cm Abstand); VB Viersuchsblock.

Behandiung Korrelationskoeffizient r
Eies-Korver- Larven-
VB N Kursbeschreibung Kipermasse Jenshakd schiisiiat
Mannchen: GEN 5/ 10
I I A 086 05 4
Mannchen: GEN 5/NYS 10 .
T8 paersino/mro had 235 070
a :PS100/ITR 0.1 .
owm ms 10RO 1 0.3 .52 060
Méannchen i vivo ’
bé 4
Pl paare: GENSINYS 10 049° 22 03
Mannchen in vivo
II Bl Paare: PS5 1007 TR 01 02 oz 048
wie {7), aber gaschittelt nicht
ur . {100/ min) 03 gemessen (n.g.) ng
Mannchen in vivo, Mambian mit
IV [128] Paaren: LV-C besirahit, 055+ 069* ng.
Blut mit GEN 5, geschltielt
Minnchen in wivo
IV (18]  Pame: GENS/NYS100, Dda* 08 ag
geschittelt {100 / min)
Minnchen: i vive . .
VR paarg e sINYS 100 062 080 o3
o MebeSESe® e an ow
v g dio,, aber I"I:’?a:lm L2750 047* 0.5
- M Kontrolle auf Rind 40.15 0.30 0.19
- oM™ &, 040" ng. ng.
- v dio. 008 ng. ng.
- vl dio, 001 "y ng

* Signifikanis ADhangigkeli der jeweligen Variablen vom 'Tag des AbTalens [P < 0.05) (Scherrer, 1554).
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Tah 1242 —Zusammenhang awischen dral gemessanan bioleglschen Grilen und dem "Tag des
Abfsilons’ von A, hebrasum Weibchen suf pilzinfiziertem Blut in vitro - Dis Woichen nahmen #hr
#n vitro Blutmahl gemeinsam mit den Mamnchen aull. Diese waren uvor § - 7 Tage separat auf Kaninchen
ader invilm zw Edmgung sexueler Reffo vorgefittert worden. Diz Behandkingsnummen in eckigen
Klammem etsprechen denjenigen der Ubersichl in Tab. 2-9. Abkirzungen: GEN & Gentamicin 5 g/ mi;
NYS1Q baw. 100  Myslalin 10 bzw. 100{E/mi; PS 100 Penizlin 100 [E/mi und Streptomysin
100 pg/mi; ITRO1 Iraconzzol 0.1 ug/mk; UV-C Membran-Untarseite wurde tglich 5 min mit UV-C be-
strahlt (7 em Abstand); V8 Versuchsblock,

Behandlung Kofreletionskoeflizient r
VB A Kurzbeschreibung Kipemasse E‘s':nlsfa:‘“m'“" smLaMpframla“
Mnnchen: GEN § / HVS 10
Mg NGNS 0 232 058° ad
Mannchen: GEN 5 / NYS 10
T8 psare ps 100/MROA had 0% 049
Mannchen: PS 100/ TR 0.1
T B ogure ps100/MRAN R 07 045
M puecensinsio 004 008 013
Manchen i vvo
oM Paara: PS 130 RO 042 14 A
11 wig [7], aber geschiittelt nicht
I o (100x/ min) 0 essenpg)
Mannchen in vivo, Membran mit
IV (28]  Paaren: UN.C besirah, 015 03 ng.
Biut it GEN 5, peschitie
Mannchen ir v
IV [16)  Paxre: GENS/NYS 100, 016 43 ng.
geschitisit (100x / min)
Mannchen GEN 5/NYS 100
Vo6l e GENS/NYS 100 024 420 013
v mc] do., aber nur 2x Blutwachsel 035 L2329 012

pro Tag

* Sigikante. ADhEngigkell des Eier-Konversionstakiors vom Tag des Abfalens’ (P <0.05) (Schemer,
1984).
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