Sposob hodowli obrzezka gotebiego Argas reflexus do celéw badawczych

Przedmiotem wynalazku jest sposéb hodowli obrzezka gotebiego Argas (Argas)
reflexus (Fabricius, 1794) do celéw badawczych.

Wynalazek umozliwia prowadzenie hodowli Argas reflexus do-pozyskiwania okazéw do celéw
badawczych. Hodowla Argas reflexus pozwala na przygotowanie testéw diagnostycznych do
wykrywania alergendw tego kleszcza. Alergeny te nalezg do najsilniej dziatajgcych alergenéw
w mieszkaniach ludzi.

Synantropijny obrzezek gotebi - Argas reflexus jest przedstawicielem rodziny Argasidae
(obrzezkowatych, kleszczy miekkich), ktora wraz z kleszczami z rodziny Ixodidae (kleszcze
wiasciwe, kleszcze twarde) i Nuttalliellidae tworzy rzad kleszczy (Ixodida). Obrzezek gotebi
bytuje w gniazdach ptakéw, gotebnikach, na strychach i poddaszach doméw, skad przechodzi
do mieszkan i atakuje ludzi w nocy podczas snu. Duze populacje tego gatunku kleszcza
obserwuje sie w aglomeracjach miejskich Europy, gdzie licznie wystepujg gotebie, z ktérymi
obrzezki sg zywicielsko zwigzane.

Sposrdd innych kleszezy Argas reflexus wyrdznia sie szczegblnymi cechami biologicznymi i
fizjologicznymi, ktore zapewniajg im rozwdj wewnatrz pomieszczen i dtugg (nawet kilkuletnia)
przezywalnos$c w siedliskach bez pobierania pokarmu. Pomiedzy budynkami w obrebie miast
i na duze odlegtosci sg one przenoszone przez ptaki, gtdwnie gotebie. Ze wzgledu na dtuzsze
zerowanie larw Argas reflexus na gotebiach w pordwnaniu z innymi stadiami sg one
prawdopodobnie najwazniejszym dyspersyjnym stadium tego gatunku.

Do tej pory nie opracowano skutecznych metod zwalczania obrzezkéw. Wigze sie to
prawdopodobnie z opornoscig obrzezkdéw na powszechnie stosowane akarycydy. Mata
efektywnos$é zabiegdw zwalczania tych kleszczy przy uzyciu znanych substancji chemicznych
moze wynikac takze z ograniczen technicznych. Obrzezki ukrywaja sie w gtebokich szczelinach
na strychach, poddaszach lub w mieszkaniach, co utrudnia ich zniszczenie podczas zabiegdw
dezynfekcyjnych.

Obrzezki gotebie charakteryzuje duza agresywnosé w stosunku do ludzi nasilajgca sie wraz z
dtugoscia ich gtodowania, co odnotowuje sie przy braku dostepu do zrédta pokarmu (np. po
wyptoszeniu gotebi ze strychdéw, podczas prac porzadkowych na strychach i renowacji
budynkéw etc.) i/lub w przypadku masowego ich wystepowania na terenach
zurbanizowanych. Liczne przypadki atakdéw ludzi odnotowywane w wielu europejskich krajach
potozonych w réznych czesciach kontynentu, w tym w Polsce, wskazujg na szerokie
rozprzestrzenienie obrzezkdw.

Sktadniki $liny wprowadzane podczas zerowania obrzezkdéw wywotujg u ludzi dtugo
utrzymujace sie miejscowe zmiany skdrne i ogdlnoustrojowe reakcje. W miejscu i okolicy
zerowania obrzezkdéw mogg pojawié sie: swedzgcy pecherzyk, silne zaczerwienienie, zapalne
ogniska, powiekszenie i bél weztéw chtonnych, pecherzyki z wydzieling limfatyczng, zapalenie
naczyn chtonnych i obrzek weztéw chtonnych (m.in. Kemper and Reichmuth 1941, Buczek i
Solarz 1994, Veraldi i wsp. 1998, Khoury i Maroli 2004, Buczek et al. 2018).



Obrzezki indukuja silne reakcje nadwrazliwosci i wstrzgs anafilaktyczny (m.in. Miadonna i wsp.
1982, Hilger i wsp. 2005, Quercia et al. 2005, Kleine-Tebbe i wsp. 2006, Spiewak i wsp. 2006,
Weckesser i wsp. 2010), ktéry moze byc przyczyng $mierci pacjenta, co opisano w Polsce
(BuczekiSolarz 1994). Ogdlnoustrojowe reakcje na sktadniki ich s$liny objawiajg sie pokrzywka,
obrzekiem naczynioruchowym, zaburzeniami w ukfadzie krgzenia, dusznoscig, utrata
przytomnosci, objawami zotgdkowo-jelitowymi (utratg apetytu, nudnosciami, wymiotami,
bolami brzucha i biegunkg, parciem na stolec) i podwyzszeniem temperatury ciata do 39°C
(m.in. Kemper and Reichmuth 1941, Manilla and Carluci 1985, Dautel i wsp. 1991).

Cechy fizjologiczne obrzezkdw, m.in. nocna aktywno$é, szybkie pobieranie krwi i zwigzane z
tym krétkie przebywanie na zywicielu oraz ukrywanie sie w szparach w fazie swietlnej dnia
utrudnia identyfikacje etiologicznego czynnika zmian skdrnych i ogélnoustrojowych u ludzi.
Brak poprawnej diagnozy stwarza zagrozenie dla zdrowia, a nawet zycia ludzi. W tym
kontekscie fundamentalne znaczenie ma opracowanie odpowiednich testow diagnostycznych
niezbednych do rozpoznania przyczyny chorobowych objawdw u ludzi i do szybkiego podjecia
skutecznej farmakologicznej terapii.

Mato wiadomo o skutkach pasozytowania obrzezka gotebiego na ptakach, co uniemozliwia
ocene zakresu jego oddziatywania na tych zywicieli. Z nielicznej dostepnej literatury wynika,
ze obrzezki gotebie mogg powodowaé zmiany skérne i wypadanie piér gotebi. Na skutek
masowego zaatakowania tych Zzywicieli moze wystepowaé anemia prowadzgca nawet do
Smierci ptakéw, zwtaszcza mtodych osobnikdw.

Rola obrzezka gotebiego w epidemiologii choréb inwazyjnych ludzi i ptakéw jest wcigz stabo
poznana. Brak znajomosci metod jego hodowli uniemozliwia pozyskanie réznych stadiow
rozwojowych potrzebnych do badani nad transmisjg chorobotwérczych czynnikéw. Dotychczas
potwierdzono, ze Argas reflexus moze przenosi¢ wirusy z grupy Unkuniemi: Ponteves i Grand
Arbaud oraz z grupy B: West Nile i Tahyia, a takze riketsje Coxiella burnetii wywotujgce
gorgczke Q (za Dusbabek i Rosicky 1976). W gruczotach $linowych i jelitach z zalegajacg krwig
ten obrzezek moze utrzymywac wirusy kleszczowego zapalenia mézgu (Wegner 1976).
Wskazuje sie tez na udziat obrzezka w przenoszeniu czynnikéw chorobotwérczych
wywolujgcych spirochetoze i piroplazmoze ptakéw.

Brak wiedzy o sposobie hodowli obrzezkéw gotebich uniemozliwia przygotowanie testow
diagnostycznych do wykrywania alergendw tego kleszcza. Alergeny te nalezg do najsilniej
dziatajgcych alergendw w mieszkaniach ludzi. Bez licznych okazéw larw, nimf i postaci
dorostych obrzezka gofebiego nie mozna takze wyprodukowac produktéw akarobdjczych
bezpiecznych dla ludzi i $Srodowiska, ktére moglyby by¢ wykorzystane do zwalczania tych
kleszczy w mieszkaniach i na strychach budynkéw. Na rynku swiatowym wcigz nie ma oferty
preparatu o repelencyjnym dziataniu w odniesieniu do obrzezka gotebiego.

Opracowanie diagnostycznych testéw i produktéw o dziataniu bdjczym i repelencyjnym
wymaga badani na duzym materiale biologicznym - larwach, nimfach i postaciach dorostych
obrzezka, gdyz wszystkie te stadia mogg pasozytowac na ludziach. Najczesciej jednak atakuja
ludzi nimfy, samice i samce Argas reflexus.



Dotychczas byty opisywane sposoby hodowli niektérych gatunkdw kleszczy z rodziny Ixodidae
(m.in. Patrick i Hair 1975, Koch i Mount 1980, Heyne i wsp. 1987, Jones i wsp. 1988, Slovak i
wsp. 2002, Levin i Schumacher 2016, Nuss i wsp. 2017, Almazan i wsp. 2018, Elhachimiiwsp.
2021), ktére nie majg zadnego zastosowania w odniesieniu do obrzezkéw z rodziny Argasidae.

Ze wzgledu na to, Ze obrzezki gotebie sg obligatoryjnymi hematofagicznymi pasozytami, do
utrzymania ich populacji niezbedny jest zywiciel. Alternatywng metodg dla zerowania
hematofagicznych stawonogow, w tym kleszczy wtasciwych (Ixodidae), na zywych zwierzetach
jest ich karmienie krwig in vitro z wykorzystaniem syntetycznych membran (Waladde i wsp.
1991, Voigt i wsp. 1993, Montes et al. 2002, Krull i wsp. 2017, Gonzalez i wsp. 2021). Ta metoda
nie jest jednak satysfakcjonujgca w hodowlach do masowego pozyskiwania kleszczy, a takze
w niektérych rodzajach badani z udziatem kleszczy. Sztuczne karmienie przez syntetyczng
membrane ma bowiem pewne techniczne i fizjologiczne ograniczenia, jak na przyktad w ilosci
krwi pobranej przez kleszcze, co wptywa m.in. na ptodnos$¢ samic i na sukces wylegu larw, a
prawdopodobnie takze na inne procesy fizjologiczne. Potrzebna jest takze standaryzacja
rodzaju membran do karmienia réznych gatunkéw kleszczy. Nie prowadzono badaid nad
karmieniem tg metodg obrzezkéw Argasidae, w tym takze Argas reflexus. Z tego wzgledu nie
mozna dokonac jakiejkolwiek oceny przydatnosci syntetycznych membran w hodowli
obrzezka gotebiego.

W dotychczasowym stanie techniki nie opisano metodyki hodowli obrzezka gotebiego.
Zaledwie w kilku pracach dostepnych w naukowych bazach autorzy podajg pewne dane o
sposobie pozyskiwania okazéw Argasidae (wybranych lub wszystkich stadidéw), ktére dotycza
gtéwnie gatunkow z rodzaju Ornithodoros (Mango i wsp. 1977, Jones i wsp. 1988, Endris i wsp.
1991) i niektérych przedstawicieli rodzaju Argas — Argas (Persicargas) persicus (Micks 1951,
Khalil 1979, El-Kammah i Abdel-Wahab 1980) i Argas (Persicargas) arboreus (Makram i Kaiser
1966). Wymienione gatunki majg preferencje biologiczne i ekologiczne inne niz Argas (Argas)
reflexus, co wyklucza mozliwosé wykorzystania tej wiedzy do prowadzenia jego hodowli.

Wiedza o sposobach hodowli obrzezka gotebiego jest bardzo mata, na co wskazuja nieliczne
prace o biologii i fizjologii tego gatunku publikowane w $wiatowej literaturze. Wiekszo$é z nich
autorstwa projektodawcy tego patentowego opracowania dotyczy tylko pewnych etapéw
rozwoju obrzezkdéw i niektorych ich cech fizjologicznych bez opisu technik hodowlanych
(Buczek 1988, 1991a,b,c, 1992, 1992/1993, 1995). W innych nielicznych w skali Swiatowej
badaniach, gtéwnie z zakresu ekologii obrzezkdw, nie opracowano metod hodowlanych i nie
optymalizowano ich warunkéw. Opieraty sie one tylko na obserwacjach zachowania
obrzezkdéw podczas ich przetrzymywania w okreslonych warunkach i/lub badania pewnych
cech fizjologicznych obrzezkéw (Dautel i wsp. 1991, Dautel i Kniille 1997, 1998). Jedynie z
dawnej Czechostowacji pozyskiwano w warunkach laboratoryjnych rézne stadia rozwojowe
obrzezkéw, ale nie podano metodyki tej hodowli (Dusbabek i Rosicky 1976). Autorzy tej
publikacji prowadzili badania na matej liczbie okazéw. Wedtug dostepnych danych
wykorzystali oni tylko 5 samic, 8 samcow i 8 nimf Argas reflexus.

Utrzymanie populacji Argas reflexus w warunkach laboratoryjnych wymagato opracowania
odrebnych procedur postepowania i precyzyjnego okredlenia warunkdéw hodowli
poszczegbinych stadidéw rozwojowych.



Sposdb hodowli obrzezka gotebiego do masowego ich pozyskania przedstawiony w tym
opracowaniu jest oparty na wieloletnich wifasnych badaniach autoréw i obserwacjach
behawioru obrzezkéw w warunkach naturalnych i laboratoryjnych.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu hodowli obrzezka gotebiego Argas
reflexus do celéw badawczych, co umozliwi otrzymywanie produktéw do zwalczania i
odstraszania obrzezkdw Argas reflexus, testéw diagnostycznych do wykrywania przyczyn
choréb ludzi i ptakédw wywotywanych przez ten gatunek i alergendw, ktore naleza do najsilniej
dziatajgcych alergendw w mieszkaniach ludzi. Rozwigzanie wedtug wynalazku pozwoli na
diagnozowanie czynnikéw alergii u ludzi w mieszkaniach, przygotowanie szczepionek
zabezpieczajgcych ludzi przed zagrazajacych zdrowiu i zyciu skutkami uktué obrzezkéw,
opracowanie skutecznego produktu bdjczego i/lub odstraszajgcego obrzezki.

Istotg sposobu hodowli obrzezka gotebiego Argas reflexus do celéw badawczych,
wedtug wynalazku jest to, ze kazde stadium rozwojowe obrzezkdw najpierw umieszcza sie na
czas zerowania w szklanym terrarium okolonym fosg wodng utworzong korzystnie w
przezroczystym pojemniku, gdzie fosa wodna siega co najmniej do % wysokosci szklanego
terrarium, ktérego podstawa jest wyposazona w drewniany ramiak ze szczeblinami i widocznie
uksztattowanymi szczelinami, nastepnie po okresie zerowania okazy obrzezkéw przenosi sie
do komdr hodowlanych korzystnie w postaci naczynek wagowych o $rednicy 2,5 - 3,5 cm
wyscielonych krgzkami z bibuty filtracyjnej, i prowadzi ich rozwdj w temperaturze od 20°C do
30°C oraz wilgotnosci od 10% do 90 % korzystnie 30% - 75% utrzymywanej za pomoca
odczynnikéow chemicznych w postaci nasyconych roztwordw soli ZnCly lub LiCl (10%), CaCl,
(30%), Ca(NO3)2 (50%), KaCaHaO6 (75%) i Na2C204(90%), gdzie dla larw wilgotnos¢ wynosi od
30% - 75% korzystnie 30% a temperatura 20 - 30°C korzystnie 25°C, zas dla nimf i dorostych
30 - 75% korzystnie 50 - 75%, a temperatura wynosi 15 - 30°C korzystnie 20 - 25°C, przy czym
zywicielem obrzezka gotebiego jest gotab umieszczany w szklanym terrarium w porze nocne;j.

Korzystnie nimfy i doroste obrzezki umieszcza sie w terrarium na czas zerowania od 0,5 do 1,5
h, za$ larwy naczas od 4 do 12 dni.

Komory hodowlane korzystnie wyscielone krgzkiem z bibuty filtracyjnej zamyka sie korkiem z
ligniny i/lub siatkg o rozmiarze oczek nie wiekszych niz 50 pm i umieszcza w szczelnie
zamknietych pojemnikach.

Korzystnie terrarium ma wymiary co najmniej 45 cm x 30 cmx30cm

Wynalazek umozliwia hodowle obrzezka gotebiego Argas reflexus do celéw
badawczych, dzieki zastosowaniu okreslonych (optymalnych) warunkéw hodowli.
Pozyskiwanie obrzezka gotebiego Argas reflexus na szerszg skale umozliwi prowadzenie badani
oraz opracowywanie produktow o dziataniu béjczym i repelencyjnym, testdw diagnostycznych
do wykrywania czynnikéw chordb ludzi i ptakéw. Ponadto rozwigzanie wedtug wynalazku
pozwoli na identyfikacje alergendw w mieszkaniach i diagnozowanie alergii u ludzi,
przygotowanie szczepionek chronigcych ludzi przed skutkami uktu¢ obrzezkdéw, opracowania
produktu do zwalczania i/lub odstraszania obrzezkow w mieszkaniach.



Rozwigzanie wedtug wynalazku, przedstawione jest w ponizszym przykiadzie
wykonania.

Przyktad:

Do celéw badawczych wybrano okazy obrzezka gotebiego Argas reflexus, ktore
umieszczono na czas zerowania w szklanym terrarium o wymiarach 45x30 cm okolonym fosg
wodng utworzong korzystnie w przezroczystym pojemniku, gdzie fosa wodna siegata do %
wysokosci  szklanego terrarium. Podstawa terrarium wyposazona zostata w drewniany
ramiak ze szczeblinami i widocznie uksztattowanymi szczelinami. Zywicielem obrzezka
gotebiego byt gofab umieszczany w szklanym terrarium w temperaturze pokojowej, w porze
nocnej, po 3 godzinach od zapadniecia zmroku. Kazde stadium rozwojowe umieszcza sie na
gotebiu na czas zerowania. W przypadku nimf i postaci dorostych na czas 1,5 godzin, za$ larw
na okres 12 dni. Po zakonczeniu zerowania samice i samce obrzezka gotebiego przy uzyciu
pensety przeniesiono do szczelnie zamknietych szalek Petriego wyscielonych krazkami z
bibuty filtracyjnej i umieszczono w szczelnie zamknietych pojemnikach z wilgotnoscig 30% i
przetrzymywano w temperaturze 25°C w ciemnosci. Wilgotno$¢ 30% utrzymywano poprzez
uzycie nasyconych roztwordéw soli CaCl; (30%). W celu zapewnienia zaplemnienia samic
umieszczono w jednej szalce okazy obydwu pici. Przyktad zestawu hodowlanego przewiduje
proporcje osobnikéw dorostych do efektywnego zaplemnienia samic i pozyskania jaj w
zakresie od 4:1 do 1:1. Proporcja 1:1 okazata sie szczegdlnie korzystna. Po okresie 19 dni
samice przeniesiono do komér hodowlanych w postaci naczynek wagowych korzystnie o
Srednicy 3,0 cm wyscielonych krazkami z bibuty filtracyjnej i prowadzono ich rozwéj w
temperaturze 25°C - 30°C oraz wilgotnosci 30% - 75%.

W drugim etapie hodowli pozyskano larwy Argas reflexus. Cel ten osiggnieto poprzez
przetrzymywanie skfadek jaj w komorach hodowlanych w temperaturze 25°C i wilgotnosci
30%, az do wylegu z nich larw, ktére rozwinety sie w okresie 4 tygodni.

W trzecim etapie hodowli, aby pozyska¢ nimfy | stadium, niezbedne byto karmienie
larw na gofebiu przez czas 10 dni. Najwiecej nakarmionych larw uzyskano po 8 dniach od
umieszczenia na gofebiu. Diugo trwajgce obserwacje ujawnity, ze za gotowe do Zzerowania
larwy mozna uznac okazy grupujgce sie na korkach z ligniny, ktérymi sg zamkniete komory
hodowlane.

Larwy przetrzymywano w temperaturze 25°C i wilgotnosci 30% do 75% az do ich
przeksztatcenia sie w nastepne stadium rozwojowe, tj. w nimfy | stadium. Odpowiednim
wyborem okazata sie temperatura 25°C i wilgotnos$¢ 75% oraz warunki fazy ciemnej (24:0).

W czwartym etapie hodowli z nimf | stadium uzyskano nimfy Il stadium w okresie 6
tygodni w temperaturze 25°C i wilgotnosci 65%.

W piatym etapie hodowli z nimf Il stadium uzyskano osobniki doroste samice i samce
w okresie 6 tygodni w temperaturze 25°C i wilgotnosci 65%.
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