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Einleitung

1 Einleitung

Die Nutztierhaltung erleidet weltweit erhebliche wirtschaftliche Verluste durch Zecken und die
von ihnen iibertragenen Krankheitserreger. Sie konnen sowohl zu Lederschiden als auch zu
Erkrankungen mit einhergehender Leistungsminderung oder sogar zum Tod der befallenen
Tiere flihren. Vor einigen Jahren wurde das Vorkommen von Babesia bovis, Babesia bigemina,
Theileria orientalis sowie Anaplasma marginale in mongolischen Rindern und im Falle von
Theileria orientalis auch in Zecken der Art Dermacentor nuttalli im Rahmen von PCR
Untersuchungen publiziert. Soweit bekannt, stammten alle untersuchten Proben aus den
Aimags Khentii, Uvs und Uvurkhangai (AbouLaila er al. 2010; Altangerel et al. 2011;
Altangerel et al. 2012; Sivakumar et al. 2012; Ybanez et al. 2013). Der Nachweis dieser eher
in tropischen Regionen vorkommenden und wirtschaftlich bedeutsamen Krankheitserreger des
Rindes in der Mongolei war insofern ungewdhnlich, da in dem Land nach momentanem
Wissensstand keine der beschriebenen Vektorzeckenarten vorkommen, wobei vor allem auf die
in tropischen Regionen vorkommenden Hauptvektoren der Zeckengattung Rhipicephalus der
Fokus gelegt wurde. Ziel der Arbeit war es daher zu untersuchen, ob sich eine bekannte
Vektorzeckenart bis in die Mongolei ausgebreitet hat oder ob die Erreger auch in lokalen
Zeckenarten auftreten, welche so als neue Vektoren in Frage kommen konnten. Aullerdem
sollte der Rinderbestand in dem Aimag Khentii, in dem die Erreger bereits mittels PCR
nachgewiesen wurden, auf das Vorkommen dieser und weiterer moglicher Pathogene
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Vollblutproben von Rindern, adulte Zecken von
denselben Rindern und aus der Vegetation und zudem juvenile Zeckenstadien von Nagern
gesammelt. Die adulten Zecken wurden mittels eines geeigneten Identifikationsschliissels
morphologisch einer Art zugeordnet, die Art der juvenilen Zecken wurde hingegen genetisch
ermittelt. Das Blut der Rinder und ausgewéhlte Zecken wurden auf Krankheitserreger

untersucht.
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2 Literaturiibersicht

Es wird zunichst auf die Biologie und Bedeutung der Zecken und der durch sie bei Rindern
iibertragbaren Krankheitserreger eingegangen. Daraufhin erfolgt eine kurze Darstellung der
Mongolei und der in der Mongolei vorkommenden Zeckenarten. Abschliefend wird ein
Uberblick iiber die bereits in der Mongolei nachgewiesenen zeckenassoziierten Pathogene

gegeben und die Zielsetzung dieser Studie erldutert.

2.1 Die Biologie und Bedeutung der Zecken

Systematik

Zecken sind weltweit vorkommende obligat blutsaugende Arthropoden. Sie befallen
Saugetiere, Amphibien, Reptilien und Vogel tropischer bis arktischer Regionen (de la Fuente
2003). Zecken sind den Menschen seit langer Zeit als Plage bekannt. Bereits Homer (ca. 850
v. Chr.) erwihnte den Zeckenbefall an Odysseus Hund und auch eine dgyptische Papyrusrolle,
die aus der Zeit um 1500 v. Chr. stammt, berichtete damals vom "Zeckenfieber" (de la Fuente

2003).
Zecken (Ixodida) lassen sich wie in Tab. 1 dargestellt systematisch in den Stamm der
Arthropoda mit dem Unterstamm Chelicerata und dort in die Unterklasse der Acari mit der

Uberordnung Parasitiformes einordnen (Parola und Raoult 2001; Sonenshine und Roe 2014).

Tab. 1: Systematische Einordnung der Zecken (Ixodida)

Stamm Arthropoda (GliederfiiBBer)
Unterstamm Chelicerata (Kieferklauentréger)
Klasse Arachnida (Spinnentiere)
Unterklasse Acari (Milben im weiteren Sinne)
Uberordnung Parasitiformes (parasitire Milben)
Ordnung Ixodida (Zecken/Metastigmata)

Es gibt momentan weltweit ca. 896 bekannte Zeckenarten, die sich in 3 Familien einteilen

lassen. Die erste Familie ist die der Argasidae, welche auch "Lederzecken" oder "soft ticks"
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(Engl.) genannt werden. Zu dieser Familie zdhlen ca. 193 Arten. Die Nuttalliellidae sind
insofern eine Besonderheit, als dass allein die Art Nuttalliella namaqua dieser zweiten Familie
zugeordnet wird. Die grofte Familie ist die der Ixodidae, welche auch als "Schildzecken" oder
"hard ticks" (Engl.) bezeichnet werden. Zu ihr gehdren 14 Genera mit ca. 702 Zeckenarten

(Guglielmone et al. 2010).

Im weiteren Verlauf steht die Familie der Ixodidae mit den wichtigsten Genera Amblyomma,
Haemaphysalis, Hyalomma, Dermacentor, Ixodes und Rhipicephalus im Mittelpunkt.
Zeckenbefall durch diese Arten kann bei den Wirtstieren direkt zu Wunden, die sich infizieren
konnen, reduziertem Wachstum, Verlusten in der Milchproduktion und Aborten fithren. Einige
Arten konnen auch durch die Ubertragung von Toxinen eine Paralyse der befallenen Tiere zur

Folge haben (Sonenshine und Roe 2014).

Wihrend der Blutmahlzeit, durch deren orale Aufnahme oder durch das Einreiben von
infiziertem Zeckenkot konnen Zecken Viren, Bakterien, Pilze, Protozoen und Helminthen auf
thren Wirt iibertragen. Sie sind aufgrund der groBten Vielfalt an potentiell iibertragbaren
Vektorkrankheiten unter den Vektoren eine grole Gefahr fiir die Gesundheit von Menschen
und Tiere. So fiihrt der Zeckenbefall der Nutztiere weltweit zu groBen wirtschaftlichen
Verlusten (Bishop ef al. 2004; Jongejan und Uilenberg 2004; Baneth ef al. 2007; Baneth 2014;
Sonenshine und Roe 2014).

Entwicklung der Schildzecken

Die Entwicklung der Schildzecken lauft iiber 4 Stadien. Aus den Eiern, welche die weiblichen
Zecken legen, schliipfen Larven, die sich iiber Nymphen zu adulten Zecken entwickeln. Man
unterscheidet zwischen der Anzahl der Wirte und somit auch der Blutmahlzeiten, die eine
Zeckenart braucht, um den gesamten Entwicklungszyklus zu durchlaufen, zwischen 1-, 2-, und
3-wirtigen Arten (Sonenshine und Roe 2014). Manche Zeckenarten befallen nur wenige
spezielle Wirtstierarten. Andere sind nicht besonders wirtsspezifisch und kdnnen verschiedene
Wirte befallen. Hiufig bendtigen die einzelnen Stadien der Zecken flir ihre Blutmahlzeit
unterschiedliche Wirte (Parola und Raoult 2001).

Morphologie der Schildzecken
Die Schildzecken besitzen mit dem Capitulum (Kopf) und dem Idiosoma (Korper) nur 2

Segmente.
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Das Capitulum besteht aus der Basis capituli und den daran ansetzenden Cheliceren, Palpen
und dem Hypostom. Die Chelizeren dienen der Zecke als Schneidewerkzeuge, um die Haut des
Wirtes aufzuschlitzen. Die Palpen sind als Tastorgane fiir die Orientierung der Zecke wichtig
und das Hypostom mit seinen Zahnreihen findet als Stech- und Saugwerkzeug Verwendung.
Das Idiosoma gliedert sich wiederum in zwei Teile. Der vordere ist das Podosoma, in dem die
Genitaloffnung liegt und an dem die Beine ansetzen. Die Schildzeckenlarven besitzen drei
Beinpaare, alle darauffolgenden Stadien vier. In dem Opisthosoma, dem hinteren Teil, befinden
sich die Spiraculi (Atemoffnungen) und die Anal6ffnung. Die sechsgliedrigen Beine sind iiber
Coxae mit dem Korper verbunden. An dem Tarsus des ersten Beinpaares befindet sich das
Haller'sche Organ, das den Zecken als wichtiges Sinnesorgan dient. Namensgebend fiir die
Familie der Schildzecken ist das Scutum, ein sklerosiertes Riickenschild, das alle Mitglieder
dieser Familie besitzen. Das Scutum bedeckt bei den adulten ménnlichen Zecken den gesamten
Riicken (Alloscutum), bei den Larven, Nymphen und adulten Weibchen nur die vordere Hélfte
(Parola und Raoult 2001; Sonenshine und Roe 2014).

2.2 Durch Zecken iibertragbare Krankheitserreger

2.2.1 Babesien

Babesien sind Protozoen, die zur Ordnung der Piroplasmida im Stamm der Apicomplexa
gehoren. Sie sind intraerythrozytire Parasiten, deren Wirte eine Vielzahl von Wirbeltieren
sowie ixodide Zecken darstellen. Babesien sind obligat heteroxen, da sie im Rahmen ihres
Entwicklungszyklus sowohl auf ein Wirbeltier als Wirt als auch auf eine ixodide Zecke als
Vektor angewiesen sind (Homer ef al. 2000). Jede Babesien sp. hat bestimmte Zeckenarten als
Vektor, weshalb das Auftreten der Babesia spp. in einer Region an die Pridsenz ihrer

Vektorzeckenarten gekoppelt ist (Homer et al. 2000).

Babesien wurden erstmals im Jahr 1888 durch den ruménischen Tierarzt Viktor Babes bei
einem erkrankten Rind beschrieben (Babes 1888). Kurze Zeit spiter wurden die von Babes
gefundenen Erreger Pyrosoma genannt. Die Zecke Boophilus annulatus (heute: Rhipicephalus
annulatus) (Murrell und Barker 2003; Guglielmone et al. 2010) wurde in diesem
Zusammenhang als Ubertriiger des Texasfiebers identifiziert (Smith und Kilborne 1893).

Starcovici prigte wenig spiter den Begriff Babesien um Babes als ihren Entdecker zu wiirdigen
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(Starcovici 1893). Im Verlauf der Zeit wurden den Babesien weitere Namen gegeben. Der
Begriff Piroplasmen, welcher sich von dem lateinischen Wort ,,pirum® (Birne) ableitet und sich
auf die unter dem Mikroskop sichtbaren birnenférmigen Merozoiten der Babesien in den
befallenen Erythrozyten bezieht, findet bis heute noch Verwendung (Uilenberg 2006). Die
Babesien haben insofern historische Bedeutung erlangt, als dass sie die ersten nachweislich
durch Arthropoden auf Wirbeltiere {libertragbaren Erreger darstellen (Assadian und Stanek
2002).

Bis jetzt wurden iiber 100 verschiedene Babesienarten beschrieben, die Vigel, Haustiere,
Wildtiere und den Menschen infizieren konnen (Homer et al. 2000; Hunfeld et al. 2008;
Mosqueda et al. 2012). Beim Menschen wurde zum ersten Mal 1956 im damaligen Jugoslawien
eine Infektion mit einer Babesia sp. bei einem splenektomierten Menschen diagnostiziert
(Skrabalo und Deanovic 1957). Inzwischen hat man eine Reihe von Babesien gefunden, die zu
einer humanen Babesiose fithren konnen. Zu thnen zihlen Babesia microti, Babesia venatorum,
Babesia divergens, Babesia duncani, Babesia sp. CAl, CA3, CA4, Babesia divergens-like,
Babesia sp. (ovine), Babesia sp. XXB/HangZhou (Schnittger et al. 2012; Man ef al. 2016).

Babesien konnen morphologisch in kleine Babesien, deren Merozoiten im Blutausstrich eine
GroBe von 1-2,5 pm aufweisen, und in grof3e Babesien, die im Blutausstrich 2,5-5 um grof3 sein
konnen, eingeteilt werden. Die phylogenetische Einordnung, die auf der 18S-rDNS basiert,
entspricht weitestgehend der morphologischen Einteilung. Bei akuten Infektionen mit
Babesia spp. zeigen die betroffenen Tiere Fieber, Andmie, Hadmoglobinurie, Ikterus,
Unwohlsein, Lethargie und Anorexie. Chronische Infektionen verlaufen in der Regel

asymptomatisch (Schnittger ef al. 2012).

Der Entwicklungszyklus der Babesia spp. setzt sich aus 3 Teilen zusammen. Er beginnt mit der
sexuellen Vermehrung (Gamogonie) im Zeckendarm. Der zweite Schritt ist die asexuelle
Vermehrung (Sporogonie) in den Speicheldriisen der Zecke. Zuletzt findet erneut eine asexuelle
Vermehrung (Merogonie) im Wirt statt (Homer et al. 2000).

Mainnliche und weibliche Gamonten ("Strahlenkorper") fusionieren im Darmlumen der Zecke.
Die daraus entstehenden Zygoten entwickeln sich zu Kineten weiter und dringen in die
Darmzellen der Zecke ein. Dort bilden sich nach einer Vermehrungsphase Sporokineten
(Homer et al. 2000). Diese konnen iiber die Himolymphe weitere Korperzellen der Zecke

befallen. In den unterschiedlichen Korperzellen konnen sie weitere dieser Sporogoniezyklen
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durchlaufen. Gelangen die Sporokineten in die Speicheldriise der Zecke, entstehen aus den
Sporokineten eine Vielzahl von Sporozoiten. Letztere konnen wihrend der Blutmahlzeit der
Zecke auf deren Wirt iibertragen werden (vertikale Ubertragung) (Mehlhorn und Schein 1984).
Infizieren die Sporokineten die Ovarien und die dort befindlichen Eier der weiblichen Zecke,
konnen die entstehenden juvenilen Zeckenstadien ebenfalls infiziert sein (transovarielle
Ubertragung) (Uilenberg 2006). Im Siugetierwirt dringen die Sporozoiten bei den meisten
Babesienarten in die Erythrozyten ein und teilen sich dort in der Regel in zwei, selten auch
mehr Tochterzellen. AnschlieBend verlassen die Merozoiten die Erythrozyten und konnen
weitere Erythrozyten befallen (Schnittger et al. 2012). Wéhrend der Blutmahlzeit der Zecke
konnen die Merozoiten wieder in den Zeckendarm gelangen, wo sie sich erneut zu Gamonten

weiterentwickeln (Uilenberg 2006).

Die okonomisch bedeutsamsten Babesia spp. des Rindes sind B. bigemina, B. bovis und
B. divergens (Schnittger et al. 2012). AuBler diesen kommen noch weitere Arten bei Rindern
vor (sieche Tab. 2). In der Rinderhaltung fiihren eine erhohte Mortalitdt, Aborte, verringerte
Fleisch- und Milchproduktion, Kontrollmanahmen, Einschrinkungen der mdglichen
Produktion und Handelseinschrinkungen zu den entstehenden Kosten einer Infektion mit
Babesien, die als "Bovine Babesiose" oder "red water fever" bezeichnet wird (Schnittger et al.
2012).

Kilber haben die ersten 2 Lebensmonate eine passive Immunitdt gegen eine Infektion mit
Babesien, wenn sie Antikorper der Mutter iiber das Kolostrum aufnehmen. Im Anschluss folgt
eine angeborene Immunitit vom 3. bis zum 9. Lebensmonat. Nach eine Infektion im Zeitraum
zwischen dem 6. und 9. Lebensmonat zeigen die Kélber nur leichte Symptome und entwickeln
nach iiberstandener Infektion eine lange Immunitét. Dies kann zu einer endemischen Stabilitét
im Rinderbestand fiihren, da die Kélber nach tiberstandener Infektion persistent infiziert bleiben
und so als Reservoir dienen (Bock ef al. 2004).

Babesia bovis hat eine Pripatenz von 6-12 Tagen mit einem Hohepunkt der Parasitimie 3-5
Tage spéter. Babesia bigemina weist in der Regel eine ldngere Prépatenzzeit von normalerweise
12-18 Tagen auf, die aber auch auf 6-12 Tagen verkiirzt sein kann (Bock et al. 2004).

Bos indicus zeigt weniger klinische Symptome einer Infektion mit Babesien als Bos taurus,
weshalb eine groflere Resistenz von Bos indicus gegen Babesien angenommen werden kann

(Bock et al. 1999).
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Fir B.bovis sind die in tropischen Regionen vorkommenden Zeckenarten
Rhipicephalus microplus, Rh. annulatus und Rh. geigyi als Vektoren bekannt. Fiir B. bigemina
sind zudem die Zeckenarten Rh. decoloratus und Rh. evertsi als Vektorzecken beschrieben

(Tab. 2).
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Tab. 2: Babesienarten des Rindes, ihre ixodiden Hauptvektoren und ihre bekannte Verbreitung nach Bock ez al. (2004), Uilenberg (2006)
und Schnittger et al. (2012)

Babesia spp.

Ixodide Hauptvektoren

Wirte

Erkrankung

Verbreitung

Babesia bigemina

Rh. microplus
Rh. decoloratus
Rh. annulatus
Rh. geigyi

Rh. evertsi

Rinder, Wasserbiiffel

Bovine Babesiose

Afrika, Asien, Australien,
Zentral- und Stidamerika

und Siideuropa

Babesia bovis

Rh. microplus

Rh. annulatus

Rinder, Wasserbiiffel

Bovine Babesiose

Wie fur Babesia

bigemina, aber in Africa

Rh. geigyi weniger weit verbreitet
Babesia divergens L ricinus Rinder Bovine Babesiose Nordwesteuropa, Spanien,
L persulcatus GroB3britannien, Irland
Babesia major Hae. punctata Rinder Bovine Babesiose Europa, Nordwest Afrika,
Asien
Babesia ovata Hae. longicornis Rinder Bovine Babesiose Ostasien
Babesia jackimovi Ixodes? Rinder Bovine Babesiose Sibirien
Babesia beliceri Hyalomma Rinder Bovine Babesiose Russland
Babesia sp. Kashi ? Rinder Bovine Babesiose China
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2.2.2 Theilerien

Theilerien sind Protozoen, die zur Ordnung der Piroplasmida im Stamm der Apicomplexa
gehoren. Thr Entwicklungszyklus dhnelt dem der Babesien. Der Unterschied liegt darin, dass
die Sporozoiten der Theilerien im Gegensatz zu denen der Babesien im Wirt zuerst
Lymphozyten oder Makrophagen und keine Erythrozyten befallen (Uilenberg 2006). In dem
Entwicklungsschritt, der auf den Befall der Leukozyten folgt, unterscheiden sich die Theilerien
dariiber hinaus untereinander und werden in 2 Gruppen eingeteilt. Haben die Theilerien die
Féahigkeit die befallenen Leukozyten zur unbegrenzten Teilung anzuregen, gehoren diese
Theilerien zu den "transforming" Arten. Besitzen sie die beschriebene Fihigkeit nicht, werden
sie den "non transforming" Arten zugeordnet (Sivakumar et al. 2014). Nachdem aus den
Schizonten, die sich in den Leukozyten bilden, Merozoiten hervorgegangen sind, befallen
letztere die Erythrozyten des Wirtes. Die Kineten, welche aus den Erythrozyten freigesetzt
werden, gelangen nach der Blutmahlzeit in den Darm der Zecke, in dem die Gamogonie
stattfindet. Es bilden sich Gameten, welche sich zu einer Zygote vereinigen. Diese Zygoten
entwickeln sich weiter zu Kineten, welche {iber die Hdmolymphe in die Speicheldriisen
gelangen, in der sich Sporozoiten bilden (Bishop et al. 2004; Uilenberg 2006; Mans et al. 2015).
Ubertriigt eine infizierte Zecke wihrend einer Blutmahlzeit einmal die Sporozoiten auf den
Wirt, ist sie im Anschluss nicht mehr infektios und die folgenden Parasitenstadien sind frei von

dem Erreger (Uilenberg 2006).

Theileria spp. spielen besonders als Parasiten der domestizierten und wilden Wiederkduer eine
Rolle. Es wurden aber auch andere Tierarten, wie die Buschschwanzratte, der Fuchs und das
Pferd als Wirte beschrieben und neue Wirte werden weiterhin entdeckt (Bishop et al. 2004;
Sivakumar et al. 2014; Mans et al. 2015).

Von 6 Theilerien-Arten weill man, dass sie Boviden infizieren konnen (siche Tab. 3). Die
"transforming" Arten 7. annulata, T. parva und T. taurotragi, die vor allem in Afrika und
erstere auch in Siideuropa vorkommen, verursachen in der Regel deutlich stirkere klinische
Symptome als die "non- transforming" und sind daher wirtschaftlich bedeutsamer. Zu den "non
transforming" Arten gehoren 7. orientalis, T. mutans und T. velifera (Sivakumar et al. 2014;
Mans et al. 2015). T. sergenti und T. buffeli wurde jiingst der gemeinsame Name 7. orientalis

gegeben. Diese Theilerienart wird hauptsédchlich durch Haemaphysalis Zecken iibertragen und
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ist weltweit verbreitet, filhrt aber vor allem in Neuseeland, Australien und Japan zu

wirtschaftlichen Verlusten (Watts ef al. 2016).

10
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Tab. 3: Theileria spp., die Boviden infizieren konnen, ihre Hauptvektoren und ihr Verbreitungsgebiet nach Bishop et al. (2004)

Arten Hauptvektoren Erkrankungen Bekanntes Verbreitungsgebiet

T. parva Rh. appendiculatus Ostkiistenfieber Ost-, Zentral- und Siidafrika
Rh. zambesiensis
Rh. duttoni

T. annulata H. anatolicum und andere Mittelmeertheileriose Stideuropa, West-, Siid- und
Hyalomma spp. Ostasien, Nordafrika

T. mutans Am. variegatum und andere Benigne afrikanische Theileriose =~ West-, Ost-, Zentral- und Siidafrika,
Amblyomma spp. von Rindern Karibische Inseln

T. velifera Am. variegatum und andere Benigne bovine Theileriose West-, Ost-, Zentral- und Siidafrika

Amblyomma spp.

T. taurotragi

Rhipicephalus appendiculatus
Rh. zambesiensis

Rh. pulchellus

Benigne bovine Theileriose

Ost-, Zentral- und Stidafrika

T. orientalis (Synonym:

T. buffeli oder T. sergenti)

Haemaphysalis spp.

Benigne bovine Theileriose

Europa, Asien, Australien, Ostafrika
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2.2.3 Anaplasmen

Anaplasmen gehoren in die Ordnung der Rickttsiales in der Klasse der a-Proteobakterien. In
der Familie der Anaplasmataceae sind die Anaplasmen eines von vier Genera neben Ehrlichia,
Neorickettsia und Wolbachia (Dumler et al. 2001). Anaplasma spp. sind obligat intrazellular
lebende gramnegative Bakterien, die in Vakuolen von Zellen eukaryotischer Wirte parasitieren
(Rymaszewska und Grenda 2008). Je nach Anaplasmenart werden Erythrozyten, Monozyten,
Granulozyten oder Thrombozyten befallen (Rymaszewska und Grenda 2008). Die Erreger
werden entweder auf biologischem Weg durch Zecken oder mechanisch iibertragen. 12
Stechfliegenarten der Genera Tabanus und Stomoxys konnten experimentell als Vektoren einer
mechanischen Ubertragung identifiziert werden (Aubry und Geale 2011). Weiterhin zihlen
Moskitos und mit Blut kontaminiertes medizinisches Werkzeug zu den weiteren moglichen
Ubertragungswegen (Kocan et al. 2003; Kocan et al. 2015). Veterinir- oder humanmedizinisch
relevant sind 4. marginale, A. centrale, A. bovis, A. ovis, A. platys und A. phagocytophilum
(Rymaszewska und Grenda 2008).

A. marginale ist der Erreger der Bovinen Anaplasmose. Die Erkrankung tritt weltweit in
tropischen und subtropischen Regionen (~40°N - 32°S) in Siid- und Zentralamerika, den USA,
Stideuropa, Afrika, Asien und Australien auf und fiihrt in den betroffenen Lindern zu enormen
wirtschaftlichen Verlusten (Aubry und Geale 2011; Kocan et al. 2015).

Die folgenden Zeckenarten wurden als potentielle Vektoren beschrieben: Rhipicephalus
annulatus,  Rh. calcaratus, Rh. decoloratus, Rh. microplus, Rh. bursa, Rh. evertsi,
Rh. sanguineus, Rh. simus, Dermacentor albipictus, D. andersoni, D. hunteri, D. occidentalis,
D. reticulatus D. variabilis, Hyalomma rufipes, Ixodes ricinus, I. scapularis (Kocan et al.

2004; Zivkovic et al. 2007).

A. marginale fiihrt vor allem bei Rindern zu klinischen Symptomen. Bei Wasserbiiffeln,
Bisons, afrikanischen Antilopen und einigen Hirscharten konnten persistierende Infektionen
nachgewiesen werden (Aubry und Geale 2011). Andmie und Ikterus ohne Hamoglobinurie,
Fieber, Gewichtsverlust, Aborte, Lethargie und Todesfélle konnen klinisch bei einer Infektion
mit dem Erreger beobachtet werden (Kocan et al. 2003). Das Auftreten der klinischen
Symptomatik ist jedoch altersabhingig. Bei Rindern {iber 2 Jahren verlduft die Erkrankung nach
Aubry und Geale (2011) in der Regel akut mit stark ausgepragter Symptomatik und endet in
29 %-49 % der Félle todlich, wohingegen jiingere Rinder kaum Symptome zeigen. Nach

iiberstandener Infektion bildet sich eine lebenslange Immunitéit aus, hierbei persistiert die
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Infektion mit 4. marginale in den Rindern, welche damit als Reservoir dienen. Eine Vielzahl
an Stdmmen von A. marginale wurde inzwischen beschrieben und gezeigt, dass Rinder von
mehreren dieser Stimme gleichzeitig infiziert sein konnen (Palmer et al. 2004; Kocan et al.

2015).

Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila und der Erreger der Humanen granulozytiren
Ehrlichiose wurden zu dem Bakterium A. phagocytophilum zusammengefasst (Dumler et al.
2001). Die Vektoren von A. phagocytophilum sind Zecken des Ixodes persulcatus Komplexes,
die hauptsichlich in der nérdlichen Hemisphire zu finden sind. Vor allem Ixodes ricinus und
Ixodes scapularis spielen bei der Ubertragung eine Rolle. Es werden aber auch weitere Zecken
wie [. persulcatus, I. trianguliceps, 1. spinipalpis, I. pacificus und Haemaphysalis punctata als

Vektoren vermutet (Woldehiwet 2010).

2.2.4 Ehrlichien

Ehrlichien gehoren in der Ordnung der Rickettsiales in die Familie der Anaplasmatacea.
Ehrlichia spp. sind obligat intrazelluldr lebende gramnegative Bakterien, die in Vakuolen
eukaryotischer Zellen leben. (Dumler e al. 2001). Veterindrmedizinisch sind besonders

Ehrlichia ruminantium und Ehrlichia canis relevant.

Ehrlichia ruminantium ist der Erreger der "Heartwater disease" oder auch "Cowdriose"
genannten Erkrankung von Rindern, Schafen, Ziegen und einigen afrikanischen Wildtieren. Die
Erkrankung kommt in Afrika und auf einigen karibischen Inseln vor (Peter et al. 2002; Allsopp
2010; Allsopp 2015). Ubertriiger der Ehrlichien sind Zecken der Gattung Amblyomma, wobei
in Afrika Am. hebraeum, Am. variegatum, Am. pomposum, Am. gemma, Am. lepidum,
Am. tolloni, Am. sparsum, Am. astrion, Am. cohaerens, Am. marmoreum und in der Karibik
Am. variegatum, Am. maculatum und Am. cajennense die Vektorfunkion ausiiben

(Bezuidenhout 1987; Walker 1987; Mahan et al. 2000).

Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis und Ehrlichia ewingii sind die Erreger der caninen
Ehrlichiose, wobei E. chaffeensis und E. ewingii vor allem humanmedizinische Relevanz
besitzen (Little 2010). Rhipicephalus sanguineus ist der Hauptvektor von FEhrlichia canis
(Groves et al. 1975; Fourie et al. 2013). Weitere Vektoren der Ehrlichia spp. des Hundes sind

Amblyomma americanum und Dermacentor variabilis (Little 2010). Letztere wurde
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experimentell als Vektor von Ehrlichia canis ermittelt (Johnson et al. 1998). E. canis tritt
weltweit (Afrika, Asien, Europa und Amerika) vor allem in subtropischen und mediterranen

Regionen auf, in denen auch die Vektorzeckenarten prisent sind (Fourie et al. 2013).

2.2.5 Rickettsien

Die bis heute beschriebenen 26 Rickettsia spp. gehoren zur Ordnung der Rickettsiales in der
Familie der Rickettsiaceae und sind weltweit verbreitet (Parola et al. 2013). Rickettsien sind
gramnegative, obligat intrazelluldr lebende Bakterien (Socolovschi et al. 2009). Klinisch
bedeutsam sind die zur spotted fever group (SFG) gehorenden Rickettsien, die in ihrem
Lebenszyklus auf Arthropoden und hierbei vor allem auf Zecken angewiesen sind (Parola et al.
2005). Die Erkrankung durch Rickettsien gehort zu den éltesten bekannten durch einen Vektor
iibertragbaren Erkrankungen (Parola et al. 2005).

Rickettsia raoultii wurde das erste Mal in Verbindung mit Dermacentor Zecken in Europa und
Russland beschrieben (Mediannikov et al. 2008). Bisher wurde nur beim Menschen von milden
Symptomen im Rahmen einer Infektion mit R. raoultii berichtet (Angelakis et al. 2010; Parola

et al. 2013). In Rindern wurde R. raoultii bisher noch nicht nachgewiesen.

2.2.6 Borrelien

Borrelien gehoren in die Familie der Spirochaetaceae. Sie sind spiralférmige Bakterien, die von
Zecken tibertragen werden konnen (Brisson et al. 2012).Willi Burgdorfer beschrieb zum ersten
Mal 1984 ein Bakterium, welches spéter nach thm Borrelia burgdorferi benannt wurde, als den
Erreger der Lyme Borreliose beim Menschen (Burgdorfer ef al. 1982). Die Lyme Borreliose
wurde nach der Stadt Lyme in Connecticut benannt, in der der Erreger zum ersten Mal
beschrieben wurde (Steere ef al. 1977). Inzwischen sind tiber 18 verschiedene Borrelia Arten,
die durch Ixodes Zecken iibertragen werden, entdeckt worden (Cook 2015). Tab. 4 zeigt die

bekannten Borrelia spp. mit ihren Vektoren, Wirten und ihrer geographischen Verbreitung.

Borrelia afzelii, Bor. garinii und Bor. burgdorferi s.s. gehoren zu den Haupterregern der Lyme
Borreliose des Menschen (Brisson et al. 2012). Borrelia miyamotoi ist eine weitere ebenfalls
fiir den Menschen pathogene Borrelienart, die in Japan entdeckt wurde, aber auch in Europa

vorkommt. Dieses Bakterium gehort phylogenetisch eher zur Gruppe der Riickfallfieber-
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Erreger, wird jedoch von Ixodes Zecken {iibertragen (Fukunaga et al. 1995; Cook 2015;
Wagemakers et al. 2015). Borrelia bavariensis und Borrelia spielmanii sollen in Europa
ebenfalls zu klinischen Symptomen bei Menschen fiihren (Stanek ez al. 2012). Bei den weiteren
Arten Borrelia bissettii, Borrelia kurtenbachii, Borrelia lusitaniae und Borrelia valaisiana ist
die Pathogenitit fiir den Menschen noch nicht génzlich geklart (Cook 2015).

Es ist bereits bekannt, dass in der Mongolei Borrelia spp. vorkommen (Walder et al. 2006;

Margos et al. 2013).

Hunde scheinen unter den Haustieren am anfailligsten fiir die Erkrankung mit einer Lyme
Borreliose zu sein. Sie konnen klinische Symptome wie Fieber, generelles Unwohlsein,
Lymphknotenschwellung, Polyarthritis und chronische Formen der Neuroborreliose
entwickeln. Bis jetzt wurde jedoch noch keine natiirliche Infektion einer Katze mit Lyme
Borreliose beschrieben (Krupka und Straubinger 2010; Chomel 2015). In Rindern konnte bisher
nur in wenigen klinischen Verdachtsfillen die Krankheitsursache in einer Infektion mit
Borrelia spp. vermutet werden (Burgess et al. 1987; Wells et al. 1993; Murray et al. 2002;
Stefancikova et al. 2002). Experimentelle Infektionen von Rindern mit Borrelia spp. fiihrten zu
keinen klinischen Symptomen. jedoch konnte eine Serokonversion beobachtet werden.
Aufgrund dieser Erkenntnisse ist mit einer relativ geringen Empfanglichkeit von Rindern fiir

eine klinisch manifeste Lyme Borreliose zu rechnen (Tuomi ef al. 1998).
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Tab. 4: Aktuell bekannte Arten des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes nach Rudenko et al. (2011)

Borrelia spp. Vektor Wirt/Reservoir Geographische Verbreitung

Bor. afzelii L ricinus, I persulcatus Nager Asien, Europa

Bor. americana L pacificus, 1. minor Vogel USA

Bor. andersonii 1. dentatus Baumwollschwanzkaninchen USA

Bor. bavariensis L ricinus Nager Europa !

Bor. bissettii L ricinus, I. scapularis, Nager Europa, USA
L pacificus, 1. minor

Bor. burgdorferi sensu stricto L ricinus, I. scapularis, Nager, Vogel, Eidechsen, grof3e Europa, USA
L pacificus Sdugetiere

Bor. californiensis L pacificus, I. jellisonii, Kangururatte, Maultierhirsch USA
L spinipalpis

Bor. carolinensis 1. minor Nager, Vogel USA

Bor. garinii

L ricinus, I. persulcatus,

1. hexagonus, I. nipponensis

Vogel, Eidechsen, Nager

Asien, Europa

Bor. japonica

1. ovatus

Nager

Japan

Bor. kurtenbachii

1. scapularis

Nager

Europa, USA

Bor. lusitaniae L ricinus Nager, Eidechsen Europa, Nordafrika
Bor. sinica 1. ovatus Nager China
Bor. tanukii L. tanuci Unbekannt (moglicherweise Japan

Hunde und Katzen)




Literaturiibersicht

Borrelia spp. Vektor Wirt/Reservoir Geographische Verbreitung
Bor. turdi L. turdus Vogel Japan

Bor. spielmanii L ricinus Nager Europa

Bor. valaisiana L ricinus, 1. granulatus Vogel, Eidechsen Asien, Europa

Bor. yangtzensis Haempaphysalis longicornis, Nager China

L. granulatus

Genomospezies 2 L pacificus Unbekannt USA

! Bor. bavariensis #hnliche Stimme wurden inzwischen auch in der Mongolei nachgewiesen (Scholz et al. 2013)

L1
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2.3 Diagnostische Methoden zum Nachweis von durch Zecken
iibertragbaren Erregern

Krankheitserreger, die von Zecken iibertragen werden, konnen in den Wirtstieren mittels
verschiedener Methoden diagnostiziert werden. Wenn die Erreger direkt sichtbar gemacht oder
bestimmte Zielgene derselben nachgewiesen werden, spricht man von direkten Methoden. Wird
jedoch nur die immunologische Antwort des Wirtes auf den Erreger zur Diagnostik verwendet,

spricht man von indirekten Methoden.

Eine Diagnose von Babesiose kann mittels Mikroskopie in Ausstrichen von Blut, Gehirn,
Haemolymphe und anderen Organen erfolgen, wobei die Ausstrichpridparate nach dem
Ausstreichen zuerst luftgetrocknet, anschlieBend mit Methanol fixiert und zuletzt nach Giemsa
oder einer &hnlichen Farbemethode angefirbt werden (Mosqueda et al. 2012). Ein
Erregernachweis in Blutausstrichen ist ebenfalls bei der Theileriose, Ehrlichiose und
Anaplasmose moglich, wobei die Sensitivitdt der Methode in der akuten Phase der jeweiligen
Infektion am hochsten ist (Little 2010; Aubry und Geale 2011; Harrus und Waner 2011; Mans
et al. 2015). Zum direkten FErregernachweis von durch Zecken {ibertragbaren
Krankheitserregern wurden dariiber hinaus eine Vielzahl an PCR (Polymerase-Chain-Reaction)
Protokollen entwicklt, die den Nachweis einer oder mehrerer Pathogene auf Grundlage der
Vervielfiltigung bestimmter Zielgene ermdglichen (Mosqueda et al. 2012; Bilgic et al. 2013).
Ein spezifischeres direktes diagnostisches Verfahren ist das Reverse Line Blot Hybridisation
Assay (RLB), das der PCR nachgeschaltet ist und bei dem hypervariable Regionen bestimmter
Zielgene einen spezifischen Nachweis mehrerer Pathogene gleichzeitig erlauben (Gubbels et
al. 1999; Bekker et al. 2002). Mit der Real-Time-PCR (RT-PCR) konnen dhnlich wie bei der
konventionellen PCR spezifische DNS Fragmente amplifiziert und in Echtzeit quantifiziert
werden. Eine weitere direkte Nachweismethode von Pathogen-DNS ist die Loop Mediated
Isothermal Amplification (LAMP), bei der mehrere Sequenzen einer Ziel-DNS bei
isothermalen Bedingungen mit hoher Effizien, Spezifitit und Geschwindigkeit amplifiziert

werden (Mosqueda et al. 2012).
Zu den indirekten Nachweismethoden von Pathogenen in Tieren gehdren unter anderem der

Indirect Fluoreszent Antibody Test (IFAT), das Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
und der Immunochromatographie Test (ICT) (Mosqueda ef al. 2012).
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2.4 Mongolei

2.4.1 Die Mongolei

Die Mongolei liegt in Zentralasien mit Grenzen zu Russland im Norden und China im Siiden.
Sie ist mit einer Flache von 1.564.120 km? der zweitgroBte Binnenstaat der Welt und damit
ungefdhr 4,5 Mal so grol wie Deutschland (Bundesministerium flir wirtschaftliche
Zusammenarbeit und Entwicklung 2016; Auswértiges Amt 2017). Das Land erstreckt sich von
41°32' bis 52°06' nordlicher Breite und von 87°47" bis 119°54" ostlicher Lange (Splisteser
2009).

Verwaltungstechnisch ist die Mongolei in 21 Aimags, welche man mit Provinzen gleichsetzen
kann, und zusitzlich die Hauptstadt Ulaanbaatar untergliedert (Abb. 1). Die Aimags sind
wiederum in Landkreise eingeteilt, die Somone genannt werden.

Die Mongolei hat ca. 3 Mio. Einwohner, von denen ungefdhr 1,2 Mio. in Ulaanbaatar leben.
Sie ist aufgrund ihrer enormen Gréfe und der niedrigen Bevdlkerungszahl eines der am
diinnsten besiedelten Lander der Welt (Auswértiges Amt 2017).

In der Mongolei herrscht ein streng kontinentales Klima. Die Winter sind sehr kalt und die
Sommer sehr warm, sodass eine maximale Temperaturamplitude von fast 100 °C erreicht
werden kann, die es in fast keinem anderen Land der Erde gibt. Ulaanbaatar ist mit einer
durschnittlichen Jahrestemperatur von unter 0 °C die kélteste Hauptstadt der Welt. Der kélteste
Monat ist der Januar mit durchschnittlich ca. -25°C. Im Sommer ist der Juli mit
durchschnittlichen Temperaturen von ca. 18 °C am wirmsten (Splisteser 2009). Die

Wachstumsperiode fiir Pflanzen ist daher sehr kurz und Ackerbau kaum moglich.
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}2

Siichbaatar

Abb. 1: Aimags der Mongolei modifiziert nach Anonym(a) (2017)

(Das Aimag Khentii, in dem die vorliegende Studie durchgefiihrt wurde, ist rot hervorgehoben.)

2.4.2 Nutztierhaltung in der Mongolei

Die Mongolen sind traditionell ein Nomadenvolk, welches Pferde, Schafe, Ziegen, Rinder und
Kamele hilt. Die Nutztierhaltung stellt die traditionelle Basis der mongolischen Okonomie dar.
Ca. 40 % der arbeitsfahigen Bevdlkerung arbeiten im Agrarsektor, in erster Linie in der
Nutztierhaltung. Der Agrarsektor erwirtschaftet heute ca. 20 % des Bruttoinlandsproduktes der
Mongolei. Momentan leben ca. 30 % der Mongolen nomadisch oder halbnomadisch (Batsukh

et al. 2013).

Im Jahr 2011 wurden in der Mongolei ca. 36 Mio. Nutztiere gehalten. Zahlenmifig lagen
Schafe und Ziegen mit jeweils 16 Mio. Tieren weit an der Spitze. Es folgten Rinder mit einem
Bestand von ca. 2,3 Mio. und Pferde mit ca. 2,1 Mio. Tieren. Kamele sind noch mit ca. 280 000
Tieren vertreten. Andere Nutztiere wie Schweine und Rentiere haben zahlenmifBig keine grof3e

Bedeutung (Anonym(b) 2012).

Je nach Region miissen die Nomaden mit ihren Tieren unterschiedlich weit wandern, damit die
Tiere genug Nahrung bekommen. Dies sind in der Wiistenzone ca. 200 km im Jahr und in der

Steppenzone ca. 60 km im Jahr (Splisteser 2009).
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2.4.3 Zeckenarten in der Mongolei, deren Verbreitung und Bekimpfung

In der Mongolei wurden 18 verschiedene Zeckenarten beschrieben (Das et al. 1989).
Inzwischen wurden einige Zeckenarten umbenannt bzw. anderen Arten zugeordnet (Camicas
1998). Heute wird insgesamt iiber 13 verschiedene valide Zeckenarten in der Mongolei

berichtet (Tab. 5).

Durch die Untersuchungen von Dash (1988) konnte ermittelt werden, dass das Auftreten
bestimmter Zeckenarten in der Mongolei nicht nur an natiirlich-klimatische Bedingungen,
sondern auch an eine bestimmte Art des Pflanzenbewuchses gekoppelt ist. Auf dieser
Grundlage konnte eine Karte {iber die Verbreitung der einzelnen Schildzeckenarten erstellt
werden (Abb. 2). Demnach lassen sich die Schildzecken in der Mongolei in faunistische
Gruppen einteilen. In Gebieten des Wiistengiirtels und der Gobizone ist mit dem Auftreten der
Zecken Rh. pumilio, H. asiaticum und D. marginatus zu rechnen. Die zweite Gruppe mit den
Mitgliedern Hae. pospelovaschtromae und H. demindova kommt in der Gobi-, Steppen- und
Waldsteppenzone vor. In den Hochgebirgsgiirteln des Hubsugul- und Chenteirlickens treten
D. silvarum und [I. persulactus als weitere Gruppe auf. Die dominante und am weitesten

verbreitete Zeckenart ist D. nuttalli.

Eine eingipflige Saisonaktivitidt mit einer Friihjahrs- oder Sommerspitze ist typisch fiir die
Zecken in der Mongolei. Das genaue zeitliche Auftreten der einzelnen Zecken variiert jedoch
nach Art und Region. Der Befallshohepunkt der Zecken auf Haustieren liegt im mongolischen
Altai und in der Steppenzone im April, wogegen in den tiefen Télern des Wiistengiirtels die
meisten Zecken auf den Haustieren im Mai und Juni und hier auch ldnger zu finden sind (Dash

1988).
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Tab. 5: Liste der in der Mongolei auftretenden Zeckenarten nach Das ez al. (1989)

Genera

Spezies

Ixodinae

L. persulcatus (Schulze, 1930)

L lividus (Koch, 1844)

L laguri (Olenev, 1929)

(in (Das et al. 1989) als Ixodes laguri laguri (Kirshenblat, 1938)
bezeichnet)

L crenulatus (Koch, 1844)

L. arboricola (Schulze & Schlottke, 1930)

(in (Das, 1989) auch als 1. passericola (Schulze, 1933) bezeichnet)
1. prokophovi (Nomen nudum)

Dermacentor

D. nuttalli (Olenev, 1928)

D. silvarum (Olenev, 1931)

D. marginatus (Sulzer, 1776)

(in (Das, 1989) als D. daghestanicus (Olenev, 1928) bezeichnet
(Estrada-Pena und Estrada-Pena 1991))

D. asiaticum (Nomen nudum)

Haemaphysalis

Hae. pospelovaschtromae (Hoogstraal, 1966)
Hae. demidova (Emel’yanova, 1978)
Hae. warburton nuttalli (keine valide Spezies, wahrscheinlich Hae.

warburtoni (Nuttall, 1912))

Hyalomma

H. asiaticum (Schulze & Schlottke, 1930) — in (Das, 1989) auch als
H. asiaticum asiaticum bezeichnet (Apanaskevich und Horak 2010)

H. dromedarii (Koch, 1844)

Rhipicephalus

Rh. pumilio (Schulze, 1935)
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0 GroBe Gewiasser

Dominanz von

. A Dominanz von A H. asiaticum Dominanz von
Dominanz von D. nuttalli I persulcatus, D. daghestanicus D. daghestanicus und
z.T. D. silvarum D. nuttalli Rh. pumilio
A B Dominanz von D. nuttalli . Rh. pumilio
und I crenulatus Dominanz von D. nuttalli, B H aszancr{m, z.T. o T
A praktisches Fehlen in Wildern z.T. mit H. asiaticum D. nuttalli und i Fesil g
D. daghestanicus

B tberall verbreitet

Abb. 2: Verbreitungszonen der in der Mongolei bekannten Zeckenarten nach Dash (1986)
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2.4.4 Zeckenassoziierte Krankheitserreger von Nutztieren in der Mongolei

In der Mongolei sind verschiedene zeckenassoziierte Krankheitserreger von Nutztieren
beschrieben. So ist bekannt, dass Babesia caballi und B. equi (Synonym: Theileria equi) in der
mongolischen Pferdepopulation weit verbreitet sind. Thre lokal vorkommenden Vektorzecken
sind D. nuttalli, D. silvarum und H. dromedarii (Battsetseg et al. 2001; Battsetseg et al. 2002;
Boldbaatar et al. 2005; Ruegg et al. 2007; Sloboda et al. 2011; Scoles und Ueti 2015).

AboulLaila et al. (2010) wollten eine neue nPCR fiir den Nachweis von Babesia bovis
entwickeln. Hierfiir benutzten sie zur Kontrolle eine konventionelle PCR und nPCR, die das
Rhoptery associated protein 1 Gen (RAP-1) amplifizierte. Sie entwickelten fiir 2 weitere
Zielgene (BV5650 (BBOV _IV005650 Gen) und BV8970 (BBOV 1V008970 Gen)) neue
Primer, die jeweils fiir eine PCR sowie eine weiterere nPCR designt wurden. Als Kontrolle
untersuchten sie Blutproben von Rindern aus verschiedenen Lindern, wobei auch 24 Proben
aus der Mongolei untersucht wurden. Die PCR der Genregion BV5650 hatte 22 (91,7 %)
positive Resultate, wohingegen die nPCR nur 13 (54,2 %) positive Ergebnisse zeigte. Die PCR
der Genregion BV8970 hatte nur 2 (8,33 %) positive Resultate, wohingegen bei der nPCR
desselben Genabschnittes alle Proben negativ waren. Die Konventionelle PCR der RAP-1
Genregion war fiir 13 (54,2 %) der Proben positiv, die nPCR war hingegen negativ fiir die

gesuchten Babesien.

Kurze Zeit spiter wurde in einer molekularepidemiologischen Studie die Phylogenie von
B. bovis Isolaten anhand der Oberfldchenproteingene Merozoite Surface Antigen-1 (MSA-1),
MSA-2b und MSA-2c mit einer dafiir entwickelten PCR untersucht. Dafiir wurden 300
Blutproben von Rindern aus den Aimags Uvurkhangai, Uvs und aus den Somonen
Tsenkhermandal, Jargalt-Khan, Undur-Khan, Dadal und Binder des Aimags Khentii verwendet.

In allen Regionen wurde B. bovis nachgewiesen (Altangerel et al. 2012).

Babesia bigemina wurde das erste Mal in der Mongolei in denselben Regionen in Blutproben
von mongolischen Rindern bei der Entwicklung einer nPCR fiir den spezifischen Nachweis von
B. bigemina, welcher auf dem Nachweis der Gensequenz des AMA-1 (Apical Membrane
Antigen-1) beruht, nachgewiesen. Hierfiir wurde die davor entwickelte Spel-Aval nPCR

spezifiziert, da diese ein Genfragment von B. ovata amplifizierte (Sivakumar et al. 2012).
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Wiederum in Blutproben und D. nuttalli Zecken von Rindern aus den gleichen Gebieten wurden
basierend auf der Analyse des Oberflichenproteins MPSP (Major Piroplasm Surface Protein)
die 5 Genotypen (1,3,5,7 und N-3) von Theileria orientalis gefunden (Altangerel et al. 2011).

In mongolischen Rentieren konnten in 80 % der gesammelten 66 Blutproben aus dem Jahr 2006
A. ovis nachgewiesen werden. Die Untersuchung wurde durchgefiihrt, da es zu einigen
ungekldarten Krankheitsfillen in der Rentierpopulation gekommen war und in der darauf
folgenden Untersuchung in Blutausstrichen intraerythrozytire Einschlusskérperchen gefunden

worden waren (Haigh et al. 2008).

Bei der Entwicklung und Validierung einer nPCR fiir das Zielgen MSP5 wurde Anaplasma
marginale das erste Mal molekularbiologisch in Blutproben mongolischer Rinder
nachgewiesen. Eine Charakterisierung und ein Vergleich mit Gensequenzen der Gene MSPS5,
GroEL und 16S aus anderen Lindern zeigte, dass sich die in der Mongolei gefundenen
Anaplasma spp. kaum von denen anderer Landern unterschieden und sich eine Anaplasma sp.

fand, die Anaplasma ovis dhnelte (Ybanez et al. 2013).

Zwei weitere kiirzlich in der Mongolei nachgewiesene Anaplasma spp. sind
A. phagocytophilum und A. platys. In einer Waldregion in dem Aimag Selenge wurden beide

Erreger in Zecken der Arten D. nuttalli und I. persulcatus gefunden (Javkhlan ef al. 2014).

AulBlerdem wurden Borrelia bavariensis dhnliche Stimme in Ixodes persulcatus Zecken, welche
in dem Aimag Selenge gesammelten wurden mithilfe einer real-time PCR in 24,5 % der 372

untersuchten Zecken nachgewiesen (Scholz et al. 2013).

In einer weiteren Studie sollte die Durchseuchung mit Rickettsien in der mongolischen
Zeckenpopulation untersucht werden. Hierfiir wurden D. nuttalli und I. persulcatus Zecken auf
das Vorkommen von verschiedenen Rickettsia spp. getestet. Es zeigte sich, dass R. raoultii die
am héufigsten vorkommende Rickettsienart war und in beiden Zeckenarten und allen
untersuchten Aimags (Khentii, Arkhangai, Dornod und Selenge) auftrat. R. sibirica konnte nur

in dem Aimag Arkhangai nachgewiesen werden (Speck et al. 2012).
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2.5 Zielsetzung der Studie

Der Nachweis von B. bovis, B. bigemina, A. marginale und T. orientalis in der Mongolei ist
insofern relevant, als dass die genannten Pathogene eine enorme veterindrmedizinische
Bedeutung haben, aber die bekannten Vektorzeckenarten (Kapitel 2.2.1 Tab. 2; Kapitel 2.2.2;
Kapitel 2.2.3) in der Mongolei (Kapitel 2.4.3 Tab. 5) nicht vorkommen. Daraus ergibt sich die
Fragestellung, ob sich eine bekannte Vektorzeckenart bis in die Mongolei ausgebreitet hat oder
ob eine bekannte lokale mongolische Zeckenart die Vektorfunktion ausiiben konnte. Zudem
war es von Interesse, sich ein Bild iiber die Ausbreitung der Infektionserreger in dem
mongolischen Rinderbestand zu machen. Ein Screening auf weitere durch Zecken iibertragbare
Pathogene in dem mongolischen Rinderbestand und der mongolischen Zeckenpopulation sollte
aullerdem einen grofBeren Einblick in die durch Zecken iibertragbare Erregervielfalt in dem
Aimag Khentii geben. Die gewonnenen Informationen sollten die Grundlage einer eventuellen
Interventionsstrategie gegen die genannten Erreger darstellen, da im Falle des Auftretens der
gesuchten Pathogene mit einer schnellen Durchseuchung der naiven mongolischen

Rinderpopulation zu rechnen ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Herdenfragebogen

Zur Erfassung der einzelnen Herden und der Tiergesundheit wurde mit der Unterstiitzung eines
Dolmetschers ein Fragebogen fiir jede Herde ausgefiillt (siche Kapitel 9.3). Hierbei wurden die
Koordinaten des Probenortes mit einem GPS-Geriét erfasst und zusitzlich festgehalten, in
welcher Vegetationszone sich die Herde authielt. Zudem wurde die Grofe der Herde notiert.
Es wurde weiterhin erfragt, wann und womit eine antiparasitdre Behandlung stattgefunden hatte
und auBerdem der Erndhrungszustand der Herde ermittelt. Um mdgliche Krankheitsgeschehen
zu erfassen, wurde erfragt, ob die Rinder Hdmoglubinurie zeigten, ob und welche
Krankheitsfille es in der Saison gegeben hatte und ob und wodurch es Todesfille in der Herde
gegeben hatte. Zuletzt sollten die Tierhalter noch berichten, ob es generell irgendwelche

Auffilligkeiten in der Herde gab.

3.2 Probensammlung in der Mongolei

Aufgrund der bereits vorliegenden Ergebnisse der Arbeiten von (Altangerel et al. 2011;
Altangerel et al. 2012; Sivakumar et al. 2012; Ybanez et al. 2013) wurden aus dem Aimag
Khentii (siche Kapitel 2.4.1 Abb. 1) die 6 Somone Tsenkhermandal, Dschargaltchaan,
Delgerchaan, Binder, Dadal und Bajan-Adarga (Abb. 3) als Zielregionen der Studie ausgewéhlt.
In den zu untersuchenden Somonen gab es im Jahr 2012 insgesamt ca 60.000 Rinder
(Personliche Mitteilung von Battsetseg (2013)). Die Tierzahlen variierten in den einzelnen
Somonen zwischen ca. 5000 Rindern in Delgerchaan und ca. 20.000 Rindern in Binder. Auf
Basis der vorangegangenen Untersuchungen konnte von einer Privalenz der Erreger in den zu
untersuchenden Regionen in Khentii von mindestens 5 % ausgegangen werden. Bei einer
Konfidenz von 95 % mussten nach Fosgate (2009) demnach mindestens 58 Rinder je Somon
untersucht werden, um einen Erreger in der untersuchten Population nachzuweisen, wenn man
von einem perfekten Test ausgeht. Da dies nicht der Fall war, wurden 80 Rinder pro Somon als

ZielgroBe festgesetzt.

Von Mai bis Juni 2013 wurden insgesamt 61 Herden untersucht. Je Somon wurden in der Regel

10 Herden per Zufall ausgewihlt. In Tsenkhermandal waren es 11 Herden. Soweit es moglich
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war, wurden je 8 ein- bis dreijdhrige Rinder zur Blutprobenentnahme zufillig ausgewéhlt. In
einzelnen Fillen waren die beprobten Tiere dlter oder jiinger. Das Alter wurde von den
Tierhaltern angegeben und nicht durch eine Zahnaltersbestimmung tliberpriift. Von jedem Tier
wurde eine EDTA-Vollblutprobe aus der Vena jugularis gezogen und mindestens 5 Zecken,
soweit vorhanden, abgesammelt. Die Anzahl der EDTA-Vollblutproben belief sich auf 481, da
von einem festliegenden Rind zusitzlich eine Blutprobe gezogen wurde. Die gewonnenen
Blutproben wurden in einer Kiihlbox gekiihlt. Moglichst zeitnah wurde darauf das Vollblut auf
Whatman FTA® Filtercards aliquotiert.

Des Weiteren wurden Zecken mit einem Flanelltuch der Ausmafle 2x1 Meter aus der
Vegetation in Herdenndhe geflaggt und von den Jurten der Nomaden gesammelt, welche sich
in den meisten Fillen in der Ndhe der Tierpferche befanden. Zusétzlich wurden im Juni 2013
von lebend gefangenen Nagern aus den Somonen Bajan-Adarga und Dschargaltchan juvenile
Zeckenstadien abgesammelt. Die Nager wurden mit Lebendfallen gefangen und nach dem
Absammeln wieder frei gelassen. Versuche juvenile Zeckenstadien mit einem Flanelltuch aus
den Bauten von Nagern zu flaggen blieben erfolglos. Alle Zecken wurden spétestens nach der

Riickkehr in das Zentrum des Aimags in 70 %igen Ethanol oder 38 %igen Vodka eingelegt.
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Abb. 3: Die Somone des Aimags Khentii modifiziert nach Anonym(c) (2017)

(Die Somone, in denen die Studie durchgefiihrt wurde, sind rot hervorgehoben.)
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Abb. 4: Mongolische Rinder in einem Pferch vor der Probennahme mit zwei
mongolischen Helfern, Khentii 2013

Abb. 5: Ein mongolischer Nomade hilft beim Einfangen seiner Rinder, Khentii 2013
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Abb. 7: Dermacentor nuttalli Zecken auf einer mongolischen Jurte, Khentii 2013
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3.3 Lagerung und Transport der Proben nach Deutschland

Alle Proben wurden nach Deutschland transportiert und in das Institut fiir Parasitologie und
Tropenveterindrmedizin der FU Berlin zur weiteren Untersuchung verbracht. Die
Vollblutproben wurden dafiir in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefa3e aliquotiert. Hierfiir wurden
sie aufgetaut und nach dem Aliquotiervorgang wieder bei -20 °C eingefroren. Am Tag vor dem
Transport wurde der Alkohol, in den die Zecken eingelegt waren, aus Flugsicherheitsgriinden

entfernt. Direkt nach der Ankunft in Berlin wurden die Zecken in 70 %igen Ethanol eingelegt.

3.4 Laborarbeit in Deutschland

3.4.1 Identifizierung der adulten Zecken

Die Artbestimmung der gesammelten adulten Zecken erfolgte anhand der morphologischen

Merkmale nach den Beschreibungen von Tyron (1983) und Sondermann (1993).

Morphologie von Dermacentor nuttalli nach Sondermann (1993):

Die Schildzecke Dermacentor nuttalli wurde erstmals 1928 von Olenev beschrieben.

Nach Camicas (1998) gibt es folgende Synonyme fiir Dermacentor nuttalli:
Dermacenlor birulai kukunoriensis Olenev, 1929

Dermacentor chacassicus Degtyarev, 1934

Dermacentor nuttalli chacassicum Degtyarev, 1934

Dermacentor (Dermacentor) nuttalli Olenev, 1928

Die einzigen umfassenden Angaben zur Morphologie sind bei Arthur (1960), Arthur (1962)
und Tyron (1983) zu finden.

Die Morphologie der méannlichen Dermacentor nuttalli Zecke ist Abb. 8 zu entnehmen.

1. Capitulum:
- Basis capituli typische Form, breiter als lang (1,0:0,75); hinterer Rand leicht konkav,
Cornae zuriickgebildet niedrig

- Lateralrdnder gerade, leicht divergierend in Richtung Palpenansatz
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Palpen mit breit gewolbten dulleren Réndern, 2. Glied mit rudimentirer Dorsalkante,

Ventralsporn des 3. Gliedes fehlt

2. Dorsalseite (Conscutum):

Korper linglich-oval, sich nach vorn verjiingend; unterschiedliche Grundfarbe
dominiert, Punktierung des Riickenschildes gemischt, kréftig und klein, die ganze
Oberflache bedeckend, Emailleschmelz zwischen den Zervikalrinnen, nach dem ersten
Drittel der Schildldngen gehen. Seitenarme des Musters zur Peripherie, Emailleschmelz
setzt sich in der Mitte caudal fort, schlieBt Foveae ein und teilt sich schlieBlich in 4 Aste,
welche die Testons gewohnlich nicht erreichen; lateral der Foveae befindet sich je eine
Insel mit Grundfarbe, seitlich begrenzt durch lineare Ziige der Schmelzfarbe. Die
seitlichen Furchen bestehen aus kriftigen und schlieBlich zusammenlaufenden
Farbpunkten

Testons deutlich ausgepragt

Augen am Seitenrand des Schildes, klein, rund, leicht gewdlbt

3. Ventralseite (Bauchseite):

Genital6ffnung zwischen 1. und 2. Coxae

Analfurche umgreift Anus deutlich von hinten

keine Analschilder vorhanden

Stigmendffnung (Peritrema) breit oval, nach hinten in einen kleinen, fast dreieckigen
dorsalen Processus ausgezogen, der den Rand des Riickenschildes aber nicht erreicht;

Rand der Stigmenplatte ohne dorsale Verdickung

4. Gliedmalen:

breit, kréftig, von mittlerer Lange, braune Grundfarbe

Coxa I relativ kurz, dullerer Sporn breit, mit stumpfer Spitze; erreicht mit der Spitze den
inneren Basisteil, erscheint dadurch am Hinterrand tief eingeschnitten

Caxa IV am grofiten, in Lingsrichtung gestreckt, sich zwischen Peritrema und Anus
nach caudal schiebend

Dorsalsporn des Trochanter fehlt meist

Trochanter, Femur und Tibia mit kleinem rudimentiren Zacken

Tarsus und Prétarsus ventral drei Paar Sporne
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Abb. 8: Dermacentor nuttalli, Morphologie des Mannchens nach Arthur (1962)
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Die Morphologie der weiblichen Dermacentor nuttalli Zecke ist in Abb. 9 dargestellt.

1. Capitulum:

Basis capituli viereckig, fast doppelt so breit wie lang, hinterer Rand gewellt; Cornae
fehlen; Lateralrinder nicht gebogen; Porenfelder ldnglich-oval, schrig zur
Korperlangsachse

Palpen mit breit gerundeten duBleren Randern, Dorsal- und Ventralsporn fehlen

Hypostom: Zahnlidngsreihen 3-4/4-3

2. Dorsalseite (Skutum und Alloskutum):

Riickenschild oval oder langlich-vieleckig; Rinder vor Augenhohe konvex, danach
winklig, Punktierung m.o.w. gleichmiBig; klein; Emailleschmelz intensiv, bedeckt fast
ganze Oberfliche des Riickenschildes; die Grundfarbe lokalisiert sich auf zwei Paar
parallele Flecken in Hohe der Zervikalfurchen, um die Augen und bei manchen
Exemplaren im hinteren Drittel des Medianfeldes

Testons deutlich ausgeprégt

Augen am Seitenrand des Schildes, klein, rund, leicht gewdlbt

3. Ventralseite (Bauchseite):

Genitalo6ffnung zwischen Coxae II begrenzt von kleinen fliigeldhnlichen Anhdngseln
(Projektionen)

Analfurche umgreift Anus deutlich von hinten, ventrale Medianfurche deutlich sichtbar
Peritrema lidngs-oval mit stumpfen, rudimentéren, dorsalgerichteten Prozessus; Rand

der Stigmenplatte ohne dorsale Verdickung

4. Gliedmallen:

dick und von méBiger Linge

Coxae I klein, dulerer Sporn relativ breit und apikal stumpf abgerundet, erreicht mit der
Spitze den inneren Basisteil, erscheint dadurch am Hinterrand tief eingeschnitten
dullere Sporne von Coxae II bis IV fast gleiche Linge; bei Coxae IV kurz und stumpf
und nicht iiber hinteren Rand hinausgehend

Coxa IV nicht ldngsgestreckt

dorsaler Trochantersporn kurz, breit gerundet, ziemlich schwach

Ventralsporne auf Trochanter; Femur, Tibia fehlen oder sind nur schwach entwickelt
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DORSUM SCUTUM CAPITULUM  dorsal
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Abb. 9: Dermacentor nuttalli, Morphologie des Weibchens nach Arthur (1962)
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Morphologische Abgrenzung von D. nuttalli zu D. silvarum bei der minnlichen Zecke

Die Auswiichse der Peritremata von D. nuttalli reichen im Gegensatz zu den denen von

D. silvarum nicht an den scutalen Rand heran.

Morphologische Abgrenzung von D. nuttalli zu D. marginatus bei der minnlichen Zecke

Eine dorsale Verdickung der Peritremata ist bei D. nuttalli im Gegensatz zu D. marginatus nicht

vorhanden.

Morphologische Abgrenzung von D. nuttalli zu D. silvarum bei der weiblichen Zecke

Das Capitulum der weiblichen D. nuttalli Zecke weist im Gegensatz zu dem von D. silvarum

keine Cornae auf.

Morphologische Abgrenzung von D. nuttalli zu D. marginatus bei der weiblichen Zecke

Das Capitulum der weiblichen D. nuttalli Zecke weist im Gegensatz zu dem von D. marginatus

keine Cornae auf.

3.4.2 Identifizierung der juvenilen Zeckenstadien

Es gibt kaum Literatur zur morphologischen Identifikation der in der Mongolei vorkommenden
Zeckenlarven. Da die beschriebenen Unterschiede minimal und unter einem Mikroskop nur
schwer zu erfassen sind, wurden die Zeckenlarven grob nach Aussehen eingeteilt. AnschlieBend
wurden 10 Exemplare zufillig ausgewdhlt und molekularbiologisch untersucht, um sie einer

Art zuzuordnen.

Die DNS Extraktion aus den Zeckenlarven erfolgte wie in Kapitel 3.4.4 beschrieben, wobei hier
die DNS aller Zeckenlarven einzeln extrahiert wurde. Die Bestidtigung der morphologischen
Einteilung erfolgte anhand einer PCR mit den Primern "Metastriata ITS-F" und
"Metastriata ITS-R". Mit diesen Primern wird ein DNS-Fragment von ca. 785 bp Lénge
amplifiziert. Dieses Fragment enthilt die ITS-2 Region, einen hdufig verwendeten Marker der
nukledren, ribosomalen DNS. Hierzu wurde ein Mastermix erstellt (siche Tab. 6). Im Anschluss
wurden die Proben im Thermocycler unter Verwendung des "ITS2-PRIMER" Protokolls
amplifiziert (Tab. 7). Die PCR-Produkte wurden wie in Kapitel 3.4.13 beschrieben aufgereinigt

und zur Sequenzierung zu LGC Genomics geschickt.
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Tab. 6: Ansatz des Mastermixes einer PCR Reaktion fiir eine anschlieffende
Sequenzierung der I'TS-2 Region von Zecken

PCR Mastermix Zusatz je Probe (ul)
H>O 12,75

Phusion HF-Buffer 5,00

Metastriata ITS-F 1,00

Metastriata ITS-R 1,00

dNTPs 2,50

Phusion High-Fidelity Taq Polymerase 0,25

(2 U/ul)

Gesamtvolumen je Probe ohne DNS 22,50

DNS je Probe 2,50

Tab. 7: "ITS2-PRIMER" Protokoll des Thermocyclers fiir die Amplifizierung der I'TS2
Region von Zecken

Schritt  Beschreibung Dauer Temperatur
1. Schmelzen (Denaturierung, eng. melting) 30Sek. 98°C

2 Schmelzen 7 Sek. 98 °C

3 Primerhybridisierung (engl. annealing) 10 Sek. 60 °C

4. Vervielfiltigung 20 Sek.  72°C

5 40 Wiederholungen der Schritte 2-4

6 AbschlieBende Vervielfiltigungsphase 5 Min. 72 °C

3.4.3 DNS Extraktion aus adulten Zecken

Fiir die DNS Extraktion aus den adulten Zecken wurde das NucleoSpin® Tissue Kit verwendet.
Zuerst wurden die Zecken zwei Mal mit Aqua bidest gewaschen, um anhdngenden Schmutz zu
entfernen. AnschlieBend wurden die Zecken auf Zellstoff an der Luft getrocknet und jeweils
einzeln in ein 1,5 ml Eppendorf ReaktionsgefdR tiberfiihrt. In dem Reaktionsgefd3 wurden sie
mit einem Pistill zerstoBen, um die Gewebestruktur zu zerstoren. Zum Auflosen der

Zellstrukturen wurden im Anschluss 25 pl Proteinase K und 180 pl T1 Puffer hinzugegeben.
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Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 56 °C im Thermomixer inkubiert. Am nichsten Tag wurden
jeweils 200 ul BQ1 und 200 pl Ethanol 99,9 % hinzugegeben. Das Gemisch wurde, nachdem
es mithilfe eine Vortexers gut gemischt worden war, in die einzelnen Wells der NucleoSpin 8®
Tissue Binding Strips iiberfiihrt und unter Verwendung einer Vakuumpumpe durch die
Membran Binding Strips gesaugt. Die DNS blieb bei diesem Schritt durch polare
Wechselwirkungen an der Silica Membran der Wells hdngen. Es folgte ein Waschschritt mit
600 ul BW Puffer und zwei mit jeweils 900 ul BS Puffer, um die Zellfragmente aus der
Membran zu spiilen. Nach einem folgenden Trocknungsschritt der Membran wurde die DNS
im letzten Schritt mit 100 ul des Elutionspuffer eluiert. Direkt im Anschluss wurde das Eluat
in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefd3e tiberfiihrt und bei -20 °C eingefroren.

3.4.4 DNS Extraktion aus Zeckenlarven

Die DNS Extraktion aus den Zeckenlarven erfolgte weitestgehend, wie die DNS Extraktion aus
adulten Zecken. Jedoch wurden die Zeckenlarven gepoolt. Hierbei wurden alle unbeschiadigten
Zeckenlarven, die von einem Nager stammten, zu einer Probe zusammengefasst. Nur aus
einigen Zeckenlarven wurde die DNS einzeln extrahiert, um bei diesen molekularbiologisch
wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben die Art zu bestimmen. Zur Zerstorung der Gewebestruktur
wurden die Zeckenlaven anders als bei den adulten Zecken auf einem Objekttrager mit einem
Skalpell zerschnitten und anschlieBend in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefaf tiberfiihrt. Die

restliche Extraktion erfolgte wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben.

3.4.5 DNS Extraktion aus Vollblutproben

Zur DNS Extraktion aus EDTA-Vollblutproben wurde das NucleoSpin® Blood Kit benutzt und
erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Hiernach wurde zunédchst 200 pl EDTA-Vollblut mit
25 ul Proteinkinase K versetzt. AnschlieBend wurden 200 pl B3 Puffer hinzupippetiert und die
Probe gut gevortext. Im Anschluss wurde die Probe fiir 15 Min. bei 70 °C im Thermomixer
inkubiert. Nach der Zugabe von 210 pl Ethanol (96-100 %) wurden die Proben erneut gevortext
und dann auf NucleoSpin® Blood Columns iiberfiihrt. Nach einer einminiitigen Zentrifugation
bei 11000 x g wurde die Probe darauf mit 500 ul BW Puffer und danach mit 600 ul B5 Puffer
gewaschen, wonach jeweils fiir eine Minute bei 11000 % g zentrifugiert wurde. Nach einer
erneuten Zentrifugation unter gleichen Bedingungen zur Trocknung der Silica Membran der

NucleoSpin® Blood Column wurde die Membran mit 100 pl Elutionspuffer, der auf 70 °C

39



Material und Methoden

vorgeheizt worden war, inkubiert und im Anschluss flir eine Minute bei 11000 X g

abzentrifugiert.

3.4.6 DNS Extraktion aus auf Whatman FTA® Filtercards aufgebrachten Blutproben

Von dem mit Blut getrinkten Bereich der Whatman FTA® Filtercards wurden 16 runde
Scheiben mithilfe eines Harris Micro-Punch in der Gré3e von 3 mm Durchmesser ausgestanzt
und in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt. Der Harris Micro-Punch wurde
zwischen jedem Probenwechsel in eine 2 %ige Wasserstoffperoxid-Losung getaucht und der
Stanzstempel mindestens fiinf Mal durchgedriickt, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden.
Im Anschluss wurde der Harris Micro-Punch in destilliertes Wasser getaucht und mit einem
sauberen trockenen Tuch abgewischt. Die Proben wurden zwei Mal fiir jeweils 15 Minuten mit
500 ul Whatman FTA® purification reagent gewaschen und zu diesem Zweck fiir die
angegebene Zeit in einen Thermomixer bei Raumtemperatur mit 800 UpM. gestellt. Unter den
gleichen Einstellungen des Thermomixers wurden die Proben darauf zwei Mal fiir 15 Minuten
mit 1,0 ml TE! gewaschen. Im Anschluss wurden die Proben fiir 60 Minuten bei 45 °C im
Thermomixer getrocknet. Im nédchsten Schritt wurden 100 ul einer 5 %igen wéssrigen
Suspension des Chelex® 100 resin hinzugegeben und im Thermomixer bei 90 °C und 300 UpM
fiir 30 Minuten inkubiert. Zuletzt wurden die Proben bei 20.000 x g fiir 3 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefi iiberfiihrt, ohne hierbei

Chelex® 100 resin Pellets zu iibertragen. Die Proben wurden im Anschluss bei -20 °C gelagert.

3.4.7 DNS Konzentrationsmessung

Der Erfolg der DNS Extraktion wurde {iberpriift, indem mit dem EPOCH® Biotek
Spektralphotometer und der Software Gen5™ die DNS Konzentration in den finalen Eluaten
gemessen wurde. Dies erschien sinnvoll, da die gewonnene DNS die Grundlage fiir alle
weiteren molekularbiologischen Untersuchungen darstellte, welche durch eine unpassende
DNS Konzentration oder eventuelle Verunreinigungen hétten verfélscht werden kénnen. Zur
Konzentrationsmessung wurde zu Beginn das EPOCH® Biotek Spektralphotometer mit der
Elutionsfliissigkeit geeicht, indem jeweils 2 pl auf 2 nebeneinanderliegende Punkte der Take 3
Platte pipettiert wurde. Auf diese wurde das Gerit geeicht. AnschlieBend wurden zwei Mal

jeweils 2 pl der DNS Proben nebeneinander auf die Take 3 Platte pipettiert und beide gemessen.
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Der Durchschnittswert beider Messergebnisse diente als Richtwert fiir die Bewertung der
Qualtidt der DNS Probe.

3.4.8 Prinzip eines PCR basierten Reverse Line Blot Hybridization Assays

Das PCR basierte Reverse Line Blot Hybridization Assay (RLB) ist ein hochspezifisches
diagnostisches Verfahren, um bis zu 43 Pathogene gleichzeitig nachweisen zu konnen. Das
Prinzip ist in Abb. 10 dargestellt.

Um ein RLB durchzufiihren, bendtigt man zuerst eine oder mehrere vorgeschaltete PCRs. Die
PCR Reaktionen vervielfiltigen bestimmte Genabschnitte mit hypervariablen Regionen, die
sich von Erreger zu Erreger unterscheiden und spéter im RLB fiir einen spezifischen Nachweis
benotigt werden. Die PCR-Produkte konnen vor dem Aufbringen auf die RLB Membran
gemischt werden, damit man nur einen RLB Durchlauf bendtigt.

Bevor die RLB Membran verwendet werden kann, miissen bestimmte Oligonukleotide (RLB-
Sonden), die vorher so designt wurden, dass sie nur an ganz bestimmte hypervariable Regionen
der PCR-Produkte binden, auf der Membran fixiert werden. Dies geschieht mit einem Mini-
Blotter, der 45 kleine Kanéle aufweist und mit dem auch spéter der RLB durchgefiihrt wird.
Die Fixierung der RLB-Sonden erfolgt in maximal 43 Linien unter Verwendung dieser Kanéle
auf der Membran. Die beiden duBeren Kandle des Mini-Blotters werden mit indischer Tinte
gefiillt, welche die ansonsten weile Membran schwarz farbt und so eine Orientierung
ermoglicht.

Fiihrt man eine RLB Untersuchung durch, muss nun die Membran um 90° gedreht in den Mini-
Blotter eingespannt werden. Das fiihrt dazu, dass die PCR-Produkte, welche nun in die Kanile
pipettiert werden, mit allen RLB-Sonden der Membran Kontakt haben und sich jetzt
hochspezifisch an diese binden kénnen. Nach einem Waschprozess der Membran kann man die
gebundenen RLB-Sonden durch ein Lumineszenzverfahren sichtbar machen und erhélt so
Signale, die einem anzeigen, welche Probe an welche RLB-Sonde gebunden hat. Man weil3
dann, welcher Erreger in welcher Probe vorhanden ist, wobei auch mehrere Erreger in einer
Probe nachgewiesen werden konnen.

Im Anschluss kann man durch das Strippen der Mambran die PCR-Produkte wieder von den
RLB-Sonden 16sen und abwaschen, wodurch die Membran erneut fiir mindesten 20 RLB

Durchlaufe verwendet werden kann.
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Abb. 10: Prinzip des PCR basierten Reverse Line Blot Hybridization Assays (RLB)

a) Die Sonden werden kovalent an die RLB-Membran gebunden.

b) Die Produkte der vorgeschalteten PCR Reaktionen werden gemischt.

¢) Durchfiihrung eines RLB, wobei die PCR-Produkte an die RLB-Sonden binden konnen.
d) Sichtbarmachung der gebundenen Sonden mithilfe von Chemolumineszenz.
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3.4.9 PCR fiir die anschlielende Durchfiihrung eines Reverse Line Blot Hybridization
Assays

Es wurden 3 verschiedene PCR Reaktionen durchgefiihrt, um eventuell vorhandene DNS der
gesuchten Pathogene spéter im RLB nachweisen zu konnen. Es wurde eine PCR fiir den
Nachweis des 18S-rRNS Gens der Babesia spp. und Theileria spp., eine PCR fiir den Nachweis
des 16S rRNS Gens der Rickettsiales und eine weitere PCR fiir den Nachweis der 5S-23S
Region der Borrelia spp. durchgefiihrt. Der Einsatz bestimmter Primer (Tab. 8) diente dazu, die
DNS der fiir die RLB Untersuchung geeigneten Zielgene zu amplifizieren, um diese falls
vorhanden spéter nachzuweisen. Je nach Zielgen und eingesetzter Reagenzien mussten im
ersten Schritt unterschiedliche Mastermixe erstellt werden. Im Anschluss wurde der jeweilige
Mastermix auf die einzelnen PCR Reaktionsgefil3e aufgeteilt. Fiir die Durchfiihrung einer PCR
Reaktion wurden 22,5 ul des Mastermixes mit 2,5 ul DNS auf 25 pul Reaktionsvolumen
aufgefiillt. Zur Kontrolle lief bei jeder PCR Reaktion immer eine Positiv- und eine
Negativkontrolle mit. Die so vorbereiteten Proben durchliefen im Anschluss in einem

Thermocycler je nach PCR unterschiedliche Temperaturverlaufsprotokolle.

Tab. 8: Liste der verwendeten Primer

Primer Sequenzen der Primer (5'-3'-Richtung) Zielsequenz

RLB F2 GACACAGGGAGGTAGTGACAAG 18S rRNS

RLB R2 Biotin-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT 18S rRNS

Ehr F2 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S rRNS

Ehr R2 Biotin-GAGTTTGCCGGGACTT(CT)TTCT 16S rRNS

AnaEhr] full-R CCCTAGTCACTRACCCAACCTTA 16S rRNS

Borrelia 23SN2 ACCATAGACTCTTATTACTTTGACCA 5S-23S Region
rDNS

Borrelia 5SCB Biotin-GAGAGTAGGTTATTGCCAGGG 5S-23S Region
rDNS

AM-49F1 GTGTTCCTGGGGTACTCCTATGTGAACCAAG MSP5

AM-595R1 AAGCATGTGACCGCTGACAAACTTAAACAG  MSP5

AMgrES-111F1 AGAGCTCGAAGGAAAGAAGTTCATAGT GroEL

AMgroEL-1557R1  CATGAATACAGCTGCRAGTGACACAGCCA GroEL

Metastriata ITS-F

AGGACACACTGAGCACTGATTC

IST-2 Region
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Primer Sequenzen der Primer (5'-3'-Richtung) Zielsequenz

Metastriata ITS-R ACTGCGAAGCACTT(AG)GACCG IST-2 Region

3.4.9.1 PCR fiir den Nachweis des 18S-rRNS Gens der Babesia spp. und Theileria spp.

Fiir den Nachweis der DNS von eventuell vorhandenen Babesia oder Theileria spp. wurde das
18S Gen der ribosomalen RNS verwendet. Die Amplifizierung dieses Gens sollte durch den
Einsatz der Primer RLB F2 und RLB R2 (Tab. 8) erfolgen, welche im "Ansatz des Mastermixes
einer PCR Reaktion zur anschlieenden Durchfiihrung eines RLB" (Tab. 9) eingesetzt wurden.
Darauf durchliefen die vorbereiteten Proben im Thermocycler das "Protokoll des

Thermocyclers fiir die Babesien und Theilerien PCR sowie einer Rickettsiales PCR" (Tab. 10).

3.4.9.2 PCR fiir den Nachweis des 16S-rRNS Gens der Rickettsiales

Fiir den Nachweis eventuell vorhandener DNS von Ehrlichien, Anaplasmen, Rickettsien,
Neoehrlichien und Midichloria wurde ebenfalls das 16S Gen der ribosomalen RNS verwendet.
Hier erfolgte die Amplifizierung durch die Primer Ehr F2 und Ehr R2 (Tab. 8). Der Ansatz des
Mastermixes (Tab. 9) und das Protokoll des Thermocyclers (Tab. 10) waren dieselben wie bei

der PCR fiir den Nachweis von Babesia spp. und Theileria spp. (siche Kapitel 3.4.9.1).

3.4.9.3 PCR fiir den Nachweis der 5S-23S Region der Borrelia spp.

Fiir die Amplifizierung moglicher Borrelien DNS des Genabschnitts zwischen der 5S und 23S

ribosomaler RNS wurden die Primer Borrelia 23SN2 und Borrelia 5SSCB (Tab. 8) eingesetzt
und das " Protokoll des Thermocyclers fiir die Borrelien PCR " (Tab. 11) verwendet.
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Tab. 9: Ansatz des Mastermixes einer PCR Reaktion zur anschliefenden Durchfiithrung
eines RLB

PCR Mastermix Zusatz je Probe (ul)
H>O 12,75

MgCl, 2,50

Maxima Hot Start Puffer 2,50

Vorwirts Primer 1,00

Riickwérts Primer 1,00

dNTPs 2,50

Maxima Hot Start Taqg DNA Polymerase 0,25

Gesamtvolumen je Probe ohne DNS 22,50

DNS je Probe 2,50
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Tab. 10: Protokoll des Thermocyclers fiir die Durchfiihrung einer Babesien und
Theilerien PCR sowie einer Rickettsiales PCR

Schritt  Beschreibung Dauer Temperatur
1. Schmelzen 4 Min. 95 °C
2. Schmelzen 20 Sek.  95°C
3. Primerhybridisierung 30 Sek. 67°C
4. Vervielfaltigung 30 Sek. 72 °C
5. Wiederholung der Schritte 2-4

6. Schmelzen 20Sek. 95°C
7. Primerhybridisierung 30 Sek. 65°C
8. Vervielfiltigung 30 Sek. 72°C
9. Wiederholung der Schritte 6-8

10. Schmelzen 20 Sek. 95 °C
11. Primerhybridisierung 30 Sek. 63°C
12. Vervielfiltigung 30Sek. 72°C
13. Wiederholung der Schritte 10-12

14. Schmelzen 20 Sek. 95 °C
15. Primerhybridisierung 30Sek. 61°C
16. Vervielfiltigung 30 Sek. 72°C
17. Wiederholung der Schritte 14-16

18. Schmelzen 20Sek.  95°C
19. Primerhybridisierung 30 Sek. 59°C
20. Vervielfiltigung 30 Sek. 72°C
21. Wiederholung der Schritte 18-20

22. Schmelzen 20 Sek.  95°C
23. Primerhybridisierung 30 Sek. 57°C
24. Vervielfiltigung 30 Sek. 72°C
25. 34 Wiederholungen der Schritte 22-24

26. Abschliefende Amplifikationsphase 7 Min. 72 °C
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Tab. 11: Protokoll des Thermocyclers fiir die Borrelien PCR

Schritt  Beschreibung Dauer Temperatur
1. Schmelzen 4 Min. 95°C
2. Schmelzen 20 Sek.  95°C
3. Primerhybridisierung 30 Sek. 60 °C
4. Vervielfiltigung 30Sek. 72°C
5. Wiederholung der Schritte 2-4

6. Schmelzen 20 Sek.  95°C
7. Primerhybridisierung 30 Sek. 58°C
8. Vervielfiltigung 30Sek. 72°C
9. Wiederholung der Schritte 6-8

10. Schmelzen 20 Sek.  95°C
11. Primerhybridisierung 30Sek. 56°C
12. Vervielfiltigung 30Sek. 72°C
13. Wiederholung der Schritte 10-12

14. Schmelzen 20 Sek.  95°C
15. Primerhybridisierung 30 Sek. 54°C
16. Vervielfiltigung 30 Sek. 72°C
17. Wiederholung der Schritte 14-16

18. Schmelzen 20 Sek.  95°C
19. Primerhybridisierung 30 Sek. 52°C
20. Vervielfiltigung 30 Sek. 72°C
21. Wiederholung der Schritte 18-20

22. Schmelzen 20 Sek. 95 °C
23. Primerhybridisierung 30 Sek. 50°C
24. Vervielfiltigung 30 Sek. 72°C
25. 34 Wiederholungen der Schritte 22-24

26. AbschlieBende Amplifikationsphase 7 Min. 72 °C
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3.4.10 Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung des Erfolges der PCR Reaktion wurden 5 ul der PCR-Produkte mit 2 pl
Proben-Ladepuffer (6x Loading Dye (LD)) und 5 pul Aqua bidest gemischt und auf 1,5 %ige
Agarosegele (1,5 g Agarose in 100 ml 1 x TAE Losung) aufgebracht und anschlieBend bei
6 V/cm in der Elektrophorese-Kammer, die mit einem 1 x TAE Puffer gefiillt war, aufgetrennt.
Als GroBlenkontrolle lief immer ein geeigneter Marker (100bp, 1kb oder A EcoRI/HindIII
Marker) mit, an dem man das Molekulargewicht der erwarteten PCR-Produkt-Banden ablesen
konnte. AnschlieBend wurden die Agarosegele mit der G:Box Geldokumentation und der

GeneSnap Sofware ausgewertet.

3.4.11 Reverse Line Blot Hybridization Assay (RLB)

3.4.11.1 Priparation der RLB Membran

Zur Durchfiihrung eines RLB wurde eine Biodyne® Membran verwendet. Sie wurde im ersten
Schritt so zurechtgeschnitten, dass sie in einen Mini-Blotter passte. Mit einem Kugelschreiber
wurde der Rand markiert, um eine spitere Identifizierung zu ermoglichen. Die Membran wurde
im Anschluss durch zehnminiitiges Waschen in 10 ml einer 16 %igen EDAC Losung aktiviert.
AnschlieBend wurde sie zusammen mit einem Polsterblatt in den Mini-Blotter eingelegt und
fixiert, indem die Schrauben des Blotters kontrolliert angezogen wurden. Mit einer
Vakuumpumpe wurde die restliche Fliissigkeit, welche sich noch in den Rillen befand,
abgesaugt. Fiir den ndchsten Schritt wurden Oligonukleotidlosungen (RLB-Sonden) (siehe Tab.
12) bendtigt, die in unterschiedlichen Firmen (Invitrogen™ by Life technologies™, Carlsbad,
USA; Eurogentec, Liittich, Belgien und Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA)
hergestellt wurden. Die RLB-Sonden wurden zum Aufbringen auf die RLB-Membran
vorbereitet, indem jeweils 4 pl der 100 pmol/ul Stocklésungen in 150 ul 0.5 M NaHCO3 mit
einem pH von 8,4 aufgeldst wurden. Die so priparierten Oligonukleotidlosungen wurden in die
Offnungsschlitze pipettiert. Dort banden sie sich irreversibel an die aktivierte Membran. Um
eine Orientierung auf der weiflen Membran zu ermdglichen, wurden der erste und letzte Schlitz
mit indischer Tinte, welche in 2x SSPE 10 Mal verdiinnt wurde, aufgefiillt. Die Tinte farbte die
Membran an diesen Stellen schwarz, was zur spiteren Orientierung diente. Es folgte eine
Inkubationszeit von einer Minute bei Raumtemperatur. Darauf wurden die Fliissigkeiten aus

den Schlitzen in der gleichen Reihenfolge abgesaugt, in der sie aufgebracht wurden. Im
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Anschluss wurde die Membran aus dem Blotter entfernt und in 100 ml einer frisch vorbereiteten
100 mM NaOH-Losung fiir 8§ Min. gewaschen, um das EDAC zu deaktivieren. Zuletzt wurde
die Membran mit 100 ml 2x SSPE/0,1 % SDS bei 60 °C fiir 5 Min. in einem Wasserbad

gewaschen. Danach war die Membran fertig fiir den Gebrauch.
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Tab. 12: Liste der im RLB verwendeten Sonden

RLB-Sonden Basensequenz (5°‘—3°) Quelle

Bacteria catch-all CTACGGGAGGCAGCAGT diese Studie
Anaplasma/Ehrlichia catch-all GGGGGAAAGATTTATCGCTA (Bekker et al. 2002)
A. bovis GTAGCTTGCTATGAGAACA (Bekker et al. 2002)
A. centrale TCGAACGGACCATACGC (Bekker et al. 2002)
A. marginale GACCGTATACGCAGCTTG (Bekker et al. 2002)
A. mongolia GTATATGCAGCTTGCTGCGTATAC diese Studie

A. mongolia 2 CCACCAAGGCGGTGATCTGT diese Studie

A. mongolia 3 TATACGGTTAGTGGCAGACGG diese Studie

A. mongolia 4 CCCACCAAGGCGGTGATCT diese Studie

A. phagocytophilum 1

TTGCTATAAAGAATAATTAGTGG

(Schouls et al. 1999)

A. phagocytophilum 2

TTGCTATGAAGAATAATTAGTGG

(Giangaspero et al. 2015)

A. phagocytophilum 3

TTGCTATAAAGAATAGTTAGTGG

(Giangaspero et al. 2015)

A. phagocytophilum 4

TTGCTATAGAGAATAGTTAGTGG

(Giangaspero et al. 2015)

A. platys GTCGTAGCTTGCTATGATA diese Studie

E. canis TCTGGCTATAGGAAATTGTTA (Schouls et al. 1999)
E. ruminantium AGTATCTGTTAGTGGCAG (Bekker et al. 2002)
Babesia catch-all 1 ATTAGAGTGTTTCAAGCAGAC (Bhoora et al. 2009)
Theileria/Babesia catch-all CTGTCAGAGGTGAAATTCT (Gubbels et al. 1999)

Babesia catch-all 2

ACTAGAGTGTTTCAAACAGGC

(Bhoora et al. 2009)
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RLB-Sonden Basensequenz (5°‘—3°¢) Quelle

B. bigemina CGTTTTTTCCCTTTTGTTGG (Gubbels et al. 1999)
B. bovis CAGGTTTCGCCTGTATAATTGAG (Gubbels et al. 1999)
B. caballi GTGTTTATCGCAGACTTTTGT (Butler ef al. 2008)
B. canis TGCGTTGACGGTTTGAC (Matjila et al. 2005)
B. divergens TGTTAATATTGACTAATGTCGAG (Gubbels et al. 1999)
B. gibsoni Japan TACTTGCCTTGTCTGGTTT diese Studie

B. microti

G(GA)CTTGGCATC(AT)TCTGGA

(Matjila et al. 2008)

B. venatorum

CGATTTCGCTTTTGGGATT

(Nijhof et al. 2007)

Theileria catch-all

ATTAGAGTGCTCAAAGCAGGC

(Bhoora et al. 2009)

T. buffeli (Theileria orientalis)

GGCTTATTTCGG(AT)TTGATTTT

(Garcia-Sanmartin et al. 2006)

T. equi Al TTGGCGTTTGTCATCGTTGC diese Studie
T. equi A2 GTTGTGGCTTAGTTGGGGCAT diese Studie
T. equi B CTGTATCGTTATCTTCTGCTTGACA diese Studie

Midichloria catch-all

GCGAAATAACAGTTGGAAGCAAT

diese Studie

Neoehrlichia catch-all

GGAATAGCTGTTAGAAATGACAGG

diese Studie

Neoehrlichia mikurensis

GCTGTAGTTTACTATGGGTA

(Schouls et al. 1999)

Borrelia burgdorferi s.1.

CTTTGACCATATTTTTATCTTCCA

(Schouls et al. 1999)

Borrelia burgdorferi s. 1. 2

TTTTATCTTCCATCTCTATTTTGCC

diese Studie

Bor. burgdorferi s.s.

AACACCAATATTTAAAAAACATAA

(Schouls et al. 1999)

Bor. afzelii

AACATTTAAAAAATAAATTCAAGG

(Schouls et al. 1999)
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RLB-Sonden

Basensequenz (5°‘—3°¢)

Quelle

Bor. garinii

AACATGAACATCTAAAAACATAAA

(Schouls et al. 1999)

Bor. valaisiana

CATTAAAAAAATATAAAAAATAAATTTAACG

(Schouls et al. 1999)

Rickettsia catch-all

TTTAGAAATAAAAGCTAATACCG

(Christova et al. 2003)

Rickettsia raoultii

CTAATACCGCATATTCTCTACG

(Nijhof et al. 2007)
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3.4.11.2 Durchfiihrung eines RLB

Zur Durchfithrung eines RLB wurden zuerst jeweils 10 ul PCR-Produkt-Losung aus der
Babesien/Theilerien-, Rickettsiales- und Borrelien-PCR mit 130 pl 2x SSPE / 0,1 % SDS auf
insgesamt 160 pl Probenvolumen zusammengefiihrt. Mit den Positiv- und Negativkontrollen
wurde in gleicher Weise verfahren. Zur Denaturierung der PCR-Produkte wurden die so
vorbereiteten Proben bei 100 °C fiir 10 Min. in einem Thermomixer erhitzt. Dies diente zur
Denaturierung vorhandener DNS. Anschlieend wurden die Proben direkt auf Eis gekiihlt, um
ein erneutes Zusammenlagern der DNS Stringe zu verhindern. Es folgte eine kurze
Zentrifugation, um eventuelle Flissigkeitsansammlungen von dem Deckel des Eppendorf
Reaktionsgefdles zu entfernen. Darauf wurden alle Proben bis zur weiteren Verwendung auf
Eis gelagert.

Die RLB-Membran wurde fiir 5 Min. mit 2x SSPE / 0,1 % SDS bei Raumtemperatur
gewaschen und anschlieBend in einem MN45 Mini-Blotter unter Verwendung eines
Polsterblattes platziert. Die restliche Fliissigkeit wurde aus den Schlitzen abgesaugt. Darauf
wurden 140 pl der vorbereiteten Proben in die Schlitze unter Vermeidung von Luftblasen
pipettiert. Die leeren Schlitze wurden mit 2x SSPE /0,1 % SDS gefiillt, um ein Austrocken der
Membran zu verhindern. Im néchsten Schritt wurde der Mini-Blotter bei 42 °C fiir 60-90 Min.
in einem Hybridisationsofen platziert, damit die PCR-Produkte mit den an der Membran
gebundenen Oligonukleotiden hybridisieren konnten. Im Anschluss wurde die Fliissigkeit aus
den Schlitzen des Mini-Blotters mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und die RLB-Membran
aus dem Blotter entfernt. Um die nicht hybridisierten PCR-Produkte zu entfernen, wurde die
RLB-Membran zwei Mal mit 2x SSPE / 0,5 % SDS fiir 10 Min. bei 55 °C im Wasserbad unter
leichtem Schwenken gewaschen. Im Anschluss wurde die RLB-Membran in einem
Hybridisationsofen bei 42 °C fiir 30 Min. in 50 ml 2x SSPE / 0,5 % SDS, welches mit 5 pl
Streptavidin versetzt worden war, inkubiert. Wahrend dieses Schrittes lagerte sich das
Streptavidin an das Biotin der mit Biotin-markierten PCR-Produkte an. Danach wurde die
Membran wiederum zwei Mal mit 2x SSPE / 0,5 % SDS fiir 10 Minuten bei 42 °C im
Wasserbad gewaschen um das ungebundene Streptavidin wegzuwaschen. Es folgten zwei
Waschschritte mit 2x SSPE unter Raumtemperatur, wodurch das SDS entfernt werden sollte.
Jeweils 5 ml Roti Lumin A und B, welche als Substrat dienten, wurden gemischt und die RLB-
Membran damit eine Minute inkubiert. Das Substrat wurde durch eine Peroxidase umgesetzt,
wobei es lumineszierte. Diese Chemolumineszenz wurde im letzten Schritt detektiert, indem

die RLB Membran mit einer ChemoCam fotografiert wurde. Es wurden insgesamt 20 Bilder
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geschossen, wobei jeweils ein Bild pro Minute aufgenommen wurde. Die einzelnen Bilder
wurden durch das Programm integriert, also tibereinandergelegt, sodass zum Schluss ein finales
Bild entstand. Dieses Bild wurde daraufthin ausgewertet. Hierfiir wurde das Foto in ein Word
Dokument hochgeladen und eine Tabelle als Raster iiber das Bild gelegt, sodass je ein Kédstchen
der Tabelle das Signalfeld einer Probe umrandete. Dabei dienten die Signale der

Positivkontrollen als Orientierungshilfen.

3.4.11.3 "Strippen" der RLB-Membran

Die Wiederverwendung einer RLB Membran ist nach einem Stripp-Vorgang moglich. Dafiir
wurde die RLB-Membran zwei Mal mit 1 % SDS bei 80 °C fiir jeweils 30 Min. gewaschen.
Dabei 16sten sich die Bindung zwischen den PCR-Produkten und den membrangebundenen
Oligonukleotiden. Bei Raumtemperatur wurde die RLB-Membran zuletzt mit 20 mM EDTA
fir 15Min. gewaschen. Dies wurde durchgefiihrt, um eventuelles Pilz- oder
Bakterienwachstum zu hemmen. Nach diesem Schritt konnte die Membran erneut fiir die

Durchfiihrung eines RLB verwendet oder bei ca. 4 °C in 20 mM EDTA gelagert werden.

3.4.12 PCR fiir eine anschliefende Sequenzierung der PCR-Produkte

Zur Bestdtigung positiver Signale im RLB wurden einige Proben fiir eine Sequenzierung
bestimmter Genabschnitte ausgewéhlt und an GATC Biotech oder LGC Genomics (Berlin)
geschickt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Software BLAST = Basic Local
Alignment Search Tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al. 1990) im

Internet mit Sequenzen anderer Erreger verglichen.

3.4.12.1 PCR des 18S-rRNS Gens der Babesien und Theilerien, des 16S-rRNS Gens der
Rickettsiales sowie der Region 5S-23S der ribosomalen DNS der Borrelien fiir

eine anschliefende Sequenzierung

Zur Durchfithrung einer PCR Reaktion fiir eine anschlieBende Sequenzierung des 18S-rRNS
Gens der Babesien und Theilerien, des 16S-rRNS Gens der Rickettsiales und der Region 5S-
23S der ribosomalen DNS der Borrelien wurden die gleichen Primer und Protokolle fiir den

Thermocycler, wie bei der PCR zur Durchfiihrung eines RLB verwendet (siehe Kapitel 3.4.9 ).
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Fir den Ansatz des Mastermixes wurde jedoch die doppelte Menge aller Reagenzien
verwendet, wobei zusidtzlich noch 2,5 pl H>O hinzugerechnet wurden, da die Menge der
hinzupipettierten DNS bei 2,5 ul blieb. Das Reaktionsvolumen belief sich folglich auf 50 pl
(Tab. 13).

Tab. 13: Ansatz des Mastermixes einer PCR Reaktion fiir eine anschlieSende
Sequenzierung

PCR Mastermix Zusatz je Probe (nl)
H>O 28,00

MgCl, 5,00

Maxima Hot Start Puffer 5,00

Vorwirts Primer 2,00

Riickwirts Primer 2,00

dNTPs 5,00

Maxima Hot Start Taqg DNA Polymerase 0,50

Gesamtvolumen je Probe ohne DNS 47,50
DNS je Probe 2,50

3.4.13 Vorbeitung der PCR-Produkte zur Sequenzierung

Der gesamte Ansatz der PCR-Produkte wurde mit Ladepuffer versehen und auf 1,5 %ige
Agarosegele aufgebracht. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte dann wie bereits wie in
Kapitel 3.4.10 beschrieben. Im Anschluss wurden die sichtbaren Banden, die der zu
erwartenden PCR-ProduktgoBe entsprachen, mit einem sterilen Skalpell unter UV-Licht
ausgeschnitten und mit dem "Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit" nach Anleitung des
Herstellers aufgereinigt. Vor der Entsendung der Proben an die genannten Firmen wurde der
Erfolg der Aufreinigung mit dem EPOCH® Biotek Spektralphotometer iiberpriift, indem die
DNS Konzentration gemessen wurde (siehe Kapitel 3.4.7). Eine zusitzliche Kontrolle erfolgte,
indem 1 pl der aufgereinigten Proben mit 2 ul Ladepuffer und 9 pl Aqua bidest versetzt und
anschlieBend eine Gelelektrophorese durchgefiihrt wurden. Letztere erfolgte wie in Kapitel
3.4.10 beschrieben. Die Proben wurden zuletzt auf die von den Firmen angegebene DNS-

Konzentration verdiinnt und eingeschickt.
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3.4.14 Phylogenetische Analyse einer in dieser Studie gefundenen unbekannten

Anaplasma sp.

3.4.14.1 PCR des MSP5 Gens der Anaplasmen fiir eine anschlieBende Sequenzierung

Um das MSP5 Gen der Anaplasmen zu amplifizieren, wurden die Primer AM - 49F1 und
AM - 595R1 (Tab. 8) eingesetzt und der Mastermix wie in Tab. 13 beschrieben
zusammengestellt. Fiir den Thermocycler wurde das "MSP5" Protokoll (Tab. 14) verwendet.

Die erwartete ProduktgroBe lag bei 546 Nukleotiden.

Tab. 14: "MSP5" Protokoll des Thermocyclers zur Amplifizierung des MSPS Gens der
Anaplasmen

Schritt  Beschreibung Dauer Temperatur
l. Schmelzen 4 Min. 95 °C

2 Schmelzen 20 Sek. 95 °C

3 Primerhybridisierung 30Sek. 58°C

4. Vervielfiltigung 30Sek. 72°C

5 34 Wiederholungen der Schritte 2-4

6 AbschlieBende Vervielfiltigungsphase 7 Min. 72 °C
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3.4.14.2 PCR des 16S-rRNS Gens der Anaplasmen fiir eine anschlielende Sequenzierung

Zur Amplifizierung des 16S-rRNS Gens der Anaplasmen wurden die Primer Ehr F2 und
AnaEhrl full-R (Tab. 8) eingesetzt und ein Mastermix, wie in Tab. 15 beschrieben, erstellt. Der
Thermocycler durchlief das Protokoll "16S Gen AnaEhrl" (Tab. 16). Es wurde eine
Produktgrofe von 1444 Nukleotiden erwartet.

Tab. 15: Ansatz eines Mastermixes fiir eine PCR Reaktion zur Amplifizierung des 16S-
rRNS Gens der Anaplasmen

PCR Mastermix Zusatz je Probe (nl)
H>O 12,75
Phusion HF-Buffer 5,00
Ehr F2 1,00
AnaEhrl full-R 1,00
dNTPs 2,50
Phusion High-Fidelity Taq Polymerase 0,25
(2 U/ul)

Gesamtvolumen je Probe ohne DNS 22,50
DNS je Probe 2,50

Tab. 16: '"16S Gen AnaEhrl" Protokoll des Thermocyclers fiir die PCR des 16S-rRNS
Gens der Anaplasmen

Schritt  Beschreibung Dauer Temperatur
1. Schmelzen 60 Sek. 98 °C

2 Schmelzen 10 Sek. 98 °C

3 Primerhybridisierung 10 Sek.  61,5°C

4. Vervielfiltigung 45 Sek.  72°C

5 34 Wiederholungen der Schritte 2-4

6 Abschliefende Vervielfiltigungsphase 10 Min. 72 °C
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3.4.14.3 PCR des GroEL Gens der Anaplasmen fiir eine anschlieSende Sequenzierung

Zur Amplifizierung des GroEL Gens der Anaplasmen wurden die Primer AMgroES111F1
AMgroEL1557R1 (Tab. 8) verwendet und ein Mastermix, wie in Tab. 13 beschrieben, erstellt.
Der Thermocycler wurde auf das "GroEL" Protokoll (Tab. 17) eingestellt. Die erwartete
ProduktgroBe lag bei 1446 Nukleotiden.

Tab. 17: "GroEL" Protokoll des Thermocyclers zur Amplifizierung des GroEL Gens
der Anaplasmen

Schritt  Beschreibung Dauer Temperatur
l. Schmelzen 4 Min. 95 °C

2 Schmelzen 20 Sek. 95 °C

3 Primerhybridisierung 30 Sek. 58°C

4. Vervielfiltigung 100 Sek. 72°C

5 34 Wiederholungen der Schritte 2-4

6 AbschlieBende Vervielfiltigungsphase 7 Min. 72 °C

3.4.14.4 Durchfiihrung der phylogenetischen Analyse

Von der Genbank wurden die Nukleinsduresequenzen der Gene GroEL, MSPS und 16S von
verschiedenen relevanten Anaplasmataceae heruntergeladen. Die Sequenzen der Gene GroEL
und MSP5 wurden auf das Codon Level mit Mega 6 (Tamura et al. 2013) angepasst, wobei
MUSCLE (Edgar 2004) verwendet wurde. Um die Sequenz des 16S rRNS Gens zu alignen,
wurde MAFFT und die Einstellung Q-INS-i verwendet, welche zuldsst, dass die
Sekundirstruktur der RNS vorhergesagt wird, um die Alignments durchzufiihren (Wilm et al.
2006; Katoh und Standley 2013).

Die Alignments wurden auf Séttigung tiberpriift, indem der Test verwendet wurde, der von Xia
und Kollegen (Xia ef al. 2003; Xia und Lemey 2009) beschrieben wurde und in der DAMBE
Software (Xia 2013) eingebaut ist. Fiir die proteinkodierenden Gene wurden diese Tests separat
fiir die Positionen 1 und 2 und die Position 3 der Codons durchgefiihrt. Die seperaten
Alignments fiir die Codonposition 1 und 2 sowie fiir die Codonposition 3 wurden exportiert

und verkettet mit FASConCat (Kiick und Longo 2014) und parallel zu einer abgetrennten Datei
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fiir RAXML verarbeitet. Die phylogenetischen Bdume wurden mit dem Programm RAxML
8.2.6 (Stamatakis 2014) auf dem CIPRES Science Gateway Server (Miller et al. 2010) mit
passenden seperaten GTRGAMMA Modellen mit 25 Kategorien fiir die zwei
Programmbereiche errechnet. RAXML wurde mit dem "rapid bootstrapping" Modus mit 1000
Wiederholungen verwendet. Der daraus entstandene Baum wurde als zusétzlicher Input
benutzt, um eine feste Baumtopologie fiir einen zweiten Lauf zu haben, um einen "node
support" mit Hilfe des Shimodaira-Hasegawa (SH) likelihood ratio tests (LRT) zu schitzen.
Fir eine "Multilocus-Analyse" wurden die fiinf "Alignments" (zwei fiir jedes
proteinkodierendes Gen und eine fiir das 16S rRNS Gen) mit FASConCat verkniipft. Ansonsten
wurden der Baum und der "node support" in der gleichen Weise wie fiir die einzelnen Gene
berechnet. Alle Biume wurden mit Mega 6 (Tamura ef al. 2013) erstellt, wobei fiir die Wurzeln

die non-Anaplasma Sequenzen verwendet wurden.
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3.5 Material

3.5.1 Gerite

Tab. 18: Liste der verwendeten Gerite

Gerit

Firma

Stemi DV4 Binokular

Zeiss

Biofuge 13 Zentrifuge

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau,
Deutschland

Biofuge pico Zentrifuge

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau,

Deutschland
C1000™ Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
ChemoCam Intas, Gottingen, Deutschland

Epoch BioTek® Instrument

BioTek® Instruments, Inc., Winooski, USA

Eppendorf Research Pipetten

0,5-10 pl, 10 - 100 pl und 100 - 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

G:Box Geldokumentation

SynGene Europe, Cambridge, UK

GPS Gerit

Hersteller unbekannt; erhalten von Prof.

Battsetsag Gonchigoo

HB-1000 Hybridyzer

UVP, Upland, USA

HI208 Educational pH-Meter

Hanna® Instruments, Woonsocket, USA

IKA® COMBIMAG RCT Magnetriihrer

IKA® Works, Inc.,Wilmington, USA

IKA® Vortex Genius 3 Vortexer

IKA® Works, Inc.,Wilmington, USA

Elektrische Kiihlbox Hersteller unbekannt; erhalten von Prof.
Battsetsag Gonchigoo
LE Agarose Pulver Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf,

Deutschland

LIEBHERR Gefrierschrank

Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz

LIEBHERR Kiihlschrank Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz
Axiostar Mikroskop Zeiss
Mikrowelle Sharp Electronics GmbH, Hamburg,

Deutschland
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Gerit

Firma

Mini-Blotter 45

Immunetics, Cambridge, USA

Power-Pac™ Universal Power-Supply

Netzbetrieb

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Sherman Traps

H.B. Sherman Traps, Inc.

Take 3™ Multi-Volume Plate

BioTek® Instruments, Inc., Winooski, USA

TMix Thermomixer

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Wide Mini-Sub® Cell GT

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

WNE 45 Wasserbad

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
Deutschland

3.5.2 Laborkits

Tab. 19: Liste der verwendeten Laborkits

Laborkits

Firma

NucleoSpin® Blood Kit

Macherey Nagel, Diiren, Deutschland

NucleoSpin® Tissue Kit

Macherey Nagel, Diiren, Deutschland

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

ZYMO RESEARCH CORP., Irvine, USA

3.5.3 DNS Polymerasen

Tab. 20: Liste der verwendeten DNS Polymerasen

DNS Polymerase

Firma

Phusion High-Fidelity DNA Polymerases
2 U/ul

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

USA

Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

USA
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3.5.4 Marker

Tab. 21: Liste der verwendeten Marker

Marker

Firma

GeneRuler™ 100 bp Marker

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

USA

GeneRuler™ 1 kb Marker

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

USA

A EcoRI/HindIIl Marker

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

USA

3.5.5 Chemikalien

Tab. 22: Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Firma

Chelex® 100 resin

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
USA

DEPC — behandeltes Wasser, Bioscience-

Grade, Nuklease frei und autoklaviert

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

dNTP Mix, 10 mM

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

USA

EDAC

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat > 99 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Giemsas Azur-Eosin-Methylenblauldsung

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

GR Green Nucleic Acid Stain
10.000 x Stock

LABGENE Scientific, Chatel-St-Denis,

Schweiz

Indische Tinte

Winsor & Newton, London, England

Methanol

Firma unbekannt, von Prof. Battsetseg

Ginchigoo erhalten
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Chemikalie Firma

MgCl Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
USA

NaOH Plittchen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Puffertabletten (Puffer nach WEISE) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Roti Lumin A Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Roti Lumin B Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Roti® Nukleinsiurefrei Spray Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SDS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Streptavidin Amersham

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-acetat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
PUFFERAN®, > 99 %

Whatman FTA® purification reagent Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
USA

20x SSPE Invitrogen™ by Life technologies™,
Carlsbad, USA

50 x TAE Puffer Eigene Herstellung

6 x Loading Dye Eigene Herstellung

70 % Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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3.5.6 Verbrauchsmaterialien

Tab. 23: Liste der Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Firma

Biodyne® Membran

Pall, NY, USA

Biosphere® Pipettenspitzen mit Filter
10 pl, 100 pl, 1000 pl

Sarstedt AG + Co., Niimbrecht, Deutschland

Harris Micro-Punch

Whatman, Clifton, NJ, USA

Venovac Multi-Sample Kaniilen Diaprax GmbH

0,9 x 40 mm

Vakutainer Becton-Dickinson, Franklin-Lakes, USA
EDTA Blutréhrchen Becton-Dickinson, Franklin-Lakes, USA
Pasteurpipetten Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sammelbehilter Zecken

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Skalpellklingen Schreiber Instrumente, Fridingen,
Deutschland

Objekttrager Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Pistille Bel-Art Scienceware, Pequannock, NJ, USA

Support Cushion (Polsterblatt)

Immunetics, Cambridge, USA

"ERUUL" Vodka (38 %)

APU Company, Ulaanbataar, Mongolei

Whatman FTA® Filtercards

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA
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3.5.7 Software

Tab. 24: Liste der verwedeten Software

Software Firma

Software der Chemocam Intas, Gottingen, Deutschland

BLAST Software ((Altschul et al. 1990)National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, USA)

Endnote X7 Thomson Reuters, New York, USA

Gen5™ Datenanalyse BioTek® Instruments, Inc.,Winooski, USA

GeneSnap Sofware (Version 7.09.06) Syngene Europe, Cambridge, UK

Microsoft Excel 2007 und 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word 2007 und 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA
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3.5.8 Herstellung von Losungen, Puffern und Reagenzien

16 % EDAC
Die Losung wurde hergestellt, indem 1,6 g EDAC in 10 ml Aqua bidest aufgelost wurden.

50x TAE Puffer und 0.5 M EDTA

Zur Herstellung des 50x TAE Puffers wurden 242 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-acetat
PUFFERAN®, > 99 % abgewogen und in einen 1000 ml Erlenmeyerkolben gegeben.
AnschlieSend wurden 100 ml einer 0,5 M EDTA Losung sowie 57,1 ml Eisessig hinzupipettiert
und der Kolben auf 1000 ml mit Aqua bidest aufgefiillt. AnschlieBend wurde der Kolben mit
einem Magnetriihrer versehen und auf eine Riihlplatte gestellt bis sich sich das gesamte TRIS
Pulver aufgelost hatte. Um das 0,5 M EDTA herzustellen wurden 186,1 g Dinatriumsalz
Dihydrat > 99 % auf einer Waage abgewogen und 800 ml Aqua bidest dazugegeben. Darauf

wurde mit Hilfe eines pH Meters der pH Wert mit NaOH Pléttchen auf 8,0 eingestellt.

SDS 10 %
Fiir die Herstellung einer 10 %igen SDS Losung wurden 100 g SDS (ultrapure 99,5 %) in
1000 ml Aqua bidest geldst. Zur Herstellun einer 1 %igen Losung wurde die 10 %ige SDS

Losung im Verhéltnis 1:10 mit Aqua bidest verdiinnt.

2x SSPE /0.1 % SDS
Es wurden 100 ml 1 % SDS und 800 ml Aqua bidest gemischt und anschlieBend 100 ml 20x

SSPE hinzugegeben.

2x SSPE /0.5 % SDS
Es wurden 50 ml 10 % SDS mit 850 ml Aqua bidest gemischt und anschlieBend 100 ml 20x
SSPE hinzugefiigt.
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4 Ergebnisse

4.1 Zecken

4.1.1 Adulte Zecken aus der Vegetation
4.1.1.1 Entomologische Untersuchung der adulten Zecken aus der Vegetation

Aus der Vegetation mit einem Flanelltuch und von den Jurten der Nomaden konnten in den 6
untersuchten Somonen 310 adulte ungesogene Zecken gesammelt werden. Von diesen waren
169 ménnlich und 141 weiblich. Die Zahl der gesammelten Zecken in den einzelnen Somonen
variierte stark zwischen 4 Zecken in Tsenkhermandal und 118 Zecken in Delgerchaan (Tab.
25). Alle aus der Vegetation gesammelten Zecken konnten der Art Dermacentor nuttalli (Abb.

11; Abb. 12; Abb. 13; Abb. 14) zugeordnet werden.
4.1.1.2 RLB-Untersuchung der adulten Zecken aus der Vegetation

Die RLB Untersuchungen zeigten das Vorhandensein der DNS von Theileria orientalis,

Theileria equi, Babesia caballi, Rickettsia raoultii, Bor. afzelii, ~Midichloria sp. und

Neoerhlichia sp. (Tab. 26).

Fiir den Nachweis einer uncharakteriesierten Anaplasma sp., die bei der Untersuchung mit dem
RLB nur ein "Catch-all" Signal zeigte, wurden empirisch neue RLB-Sonden entwickelt (siehe
Kapitel 4.2). Nach den RLB Untersuchungen waren insgesamt 26 der 310 adulten D. nuttalli

Zecken mit der unbekannten Anaplasma sp. infiziert.
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Abb. 11: Minnliche adulte Dermacentor nuttalli Zecke von dorsal

Abb. 12: Minnliche adulte Dermacentor nuttalli Zecke von ventral
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Abb. 13: Weibliche adulte Dermacentor nuttalli Zecken von dorsal

Abb. 14: Weibliche adulte Dermacentor nuttalli Zecken von ventral
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Tab. 25: Anzahl der gesammelten Zecken aus der Vegetation mit Fundort und Geschlecht

Anzahl gesammelter Zecken aus der Vegetation

Delgerchaan Tsenkhermandal  Dschargaltchaan Binder Dadal Bajan-Adarga Gesamt
Mainnliche Zecken 67 3 17 34 1 47 169
Weibliche Zecken 51 1 18 43 4 24 141
Gesamt 118 4 35 77 5 71 310
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Tab. 26: Ergebnisse der RLB Untersuchung von 310 adulten Zecken aus der Vegetation

RLB-Sonden Anzahl positiver Signale der untersuchten Zecken einzener Somone

Delgerchaan Tsenkhermandal Dschargaltchaan Binder Dadal Bajan-Adarga Gesamt

(118) 4) (35) (77) (5) (71) (310)
Bacteria catch-all 118 4 35 77 5 69 308 (99,4 %)
Anaplasma/Ehrlichia catch-all 89 3 32 64 4 61 253 (81,6 %)

A. mongolia 2! 19 0 2 0 0 5 26 (8,4 %)
Theileria/Babesia catch-all 13 1 6 12 1 14 47 (15,2 %)
Babesia catch-all 2 3 1 3 4 0 0 11 (3,5 %)

B. caballi 1 0 0 1 0 3 5 (1,6 %)

T. equi Al 0 0 0 0 0 2 2 (0,6 %)

T. equi A2 0 0 4 1 0 9 14 (4,5 %)
Midichloria catch-all 15 0 2 0 0 1 18 (5,8 %)
Neoehrlichia catch-all 1 0 0 0 0 0 1 (0,3 %)

Neoehrlichia mikurensis 1 0 0 0 0 0 1 (0,3 %)
Borrelia burgdorferi s.1. 1 0 0 0 0 0 1 (0,3 %)
Borrelia burgdorferi s.1. 2 1 0 0 0 0 0 1 (0,3 %)

Bor. afzelii 1 0 0 0 0 0 1 (0,3 %)
Rickettsia catch-all 82 4 33 64 4 56 243 (78,4 %)

Rickettsia raoultii 88 4 34 65 4 57 252 (81,3 %)

Die Sonde "4. mongolia 2" konnte empirisch als die sicherste Sonde fiir den Nachweis der gefundenen Anaplasma sp. ermittelt werden.
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4.1.2 Adulte Zecken von Rindern

4.1.2.1 Entomologische Untersuchung der adulten Zecken von Rindern

Von den 481 untersuchten Rindern konnten insgesamt 2318 Zecken abgesammelt werden. Von
diesen waren 778 ménnlich und 1540 weiblich (Tab. 27). Die Anzahl der von Rindern
gesammelten Zecken variierte zwischen 281 in Bajan-Adarga und 465 in Binder (Tab. 27). Alle
von Rindern gesammelten Zecken konnten der Art Dermacentor nuttalli zugeordnet werden

und wurden nicht weiter auf Pathogene untersucht.
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Tab. 27: Anzahl der gesammelten Zecken von Rindern mit Fundort und Geschlecht

Anzahl gesammelter Zecken von Rindern

Delgerchaan Dschargaltchaan ~ Tsenkhermandal Binder Dadal Bajan-Adarga Gesamt
Miénnliche Zecken 67 167 129 208 112 95 778
Weibliche Zecken 281 271 329 257 216 186 1540
Gesamt 348 438 458 465 328 281 2318
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4.1.3 Juvenile Zeckenstadien

4.1.3.1 Bestimmung der Art der juvenilen Zeckenstadien

249 Zeckenlarven von 23 Nagern, die nicht weiter einer Art zugeordnet wurden, wurden aus
den zwei Somonen Bajan-Adarga und Dschargaltchan gesammelt (Tab. 28). Auf einem
weiteren gefangenen Nager fanden sich keine juvenilen Zeckenstadien. Von den gesammelten
Zeckenlarven waren 49 beschéddigt und 200 unbeschadigt. Die beschddigten wurden aussortiert.
Alle unbeschédigten Zeckenlarven zeigten morphologisch die gleichen Hauptmerkmale (Abb.
15; Abb. 16). Von den 200 unbeschidigten Zeckenlarven wurden drei Exemplare fiir die
Sammlung des Instituts fiir Parasitologie und Tropenveterindrmedizin und zur Fotographie
zuriickbehalten, wonach 197 weiter molekularbiologisch untersucht wurden. Die Zeckenlarven
wurden zu Pools (n=28) zusammengefassten. Hierfiir wurden fiinf zufillig ausgewéihlte
Zeckenlarven sowie drei Zeckenlarven von jeweils einem Nager einzeln untersucht. Die
restlichen unbeschidigten Zeckenlarven (n = 189) von jeweils einem Nager wurden zu einem
Pool zusammengefasst. Die acht Zeckenlarven aus denen die DNS einzeln extrahiert wurde,
wurden zur molekularbiologischen Identifikation herangezogen. Die ITS2 Region stimmte fiir

100 % mit der D. nuttalli ITS2 Sequenz aus Sibirien (KF241874) beim Blasten iiberein.

Tab. 28: Anzahl der untersuchten Nager und die Anzahl der auf diesen gefundenen
Zeckenlarven mit Fundort

Somone
Bajan-Adarga Dschargaltchan Gesamt
Nager 10 14 24
Zeckenlarven 56 193 249

4.1.3.2 RLB-Untersuchung der juvenilen Zeckenstadien

In der RLB Untersuchung der 28 Pools konnte die DNS von Rickettsia raoultii und Midichloria
gefunden werden (Tab. 29).
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Tab. 29: Ergebnisse der RLB Untersuchung von 28 gepoolten Proben aus 197
Zeckenlarven

RLB-Sonden Anzahl positiver Signale

Dschargaltchan Bajan-Adarga Gesamt

(17) (11) (28)
Bacteria catch-all 17 11 28 (100 %)
Anaplasmal/Ehrlichia catch-all 15 10 25 (89,3 %)
Midichloria catch-all 1 1 2 (7,1 %)
Rickettsia catch-all 15 9 24 (67,2 %)
Rickettsia raoultii 16 11 27 (96,4 %)
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0,5 mm

Abb. 15: Dermacentor nuttalli Zeckenlarve von dorsal

0,5 mm

Abb. 16: Dermacentor nuttalli Zeckenlarve von ventral
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4.2 Blutproben

Es wurden 481 Rinderblutproben von 61 Nomadenherden gewonnen, wobei je Herde 8 Rinder,
sofern dies moglich war, beprobt wurden. Waren nicht ausreichend Rinder vorhanden, wurden
in der nichste Herde entsprechend mehr Tiere beprobt. Die Anzahl der Blutproben je Somon
sollte bei 80 liegen. In Delgerchaan wurde auf 2 Blutproben verzichtet, da die letzte Herde zu
klein war. Die 2 Blutproben wurden aus logistischen Griinden in der ndchsten Herde in
Tsenkhermandal nachgeholt. Die beprobten Rinder waren allesamt heimische Rinder und

hatten in der Regel ein Alter zwischen ein bis drei Jahren, wobei einzelne Tiere élter waren.

4.2.1 RLB Untersuchung der Blutproben

In der RLB Untersuchung =zeigten einige Proben ein positives Signal fiir die
"Anaplasma/Ehrlichia catch-all" Sonde ohne ein speziesspezifisches Signal. Daher wurden die
Proben B220 und B251 zur Sequenzierung des 16S Gens ribosomalen RNS ausgewéhlt. Beim
Blasten der erhaltenen Gensequenz zeigte sich nur eine 99,3 %ige Ubereinstimmung zu einer
vorhandenen Anaplasma ovis Sequenz (Accession number: AF318945). Darauf wurde
empirisch versucht eine RLB-Sonde fiir die neu erhaltene Anaplamensequenz zu entwickeln.
Es wurden 4 RLB-Sonden (4. mongolia, A. mongolia 2, A. mongolia 3, A. mongolia 4) designt
und iiberpriift. Die entwickelten RLB-Sonden zeigten unterschiedlich viele positive Signale,
wobei die RLB-Sonde "4. mongolia?2" mit 153 die meisten und die RLB-Sonde
"A. mongolia 3" mit 137 die wenigsten positiven Signale lieferte, wenn man 4. mongolia nicht
mit einbezieht, da diese nicht funktionierte (Tab. 30). Es traten 4 unterschiedliche RLB-
Sondenkombinationen auf. So war entweder nur die RLB-Sonde "A4. mongolia 2" (n = 12) oder
die RLB-Sonden "A. mongolia2" und "A. mongolia4" (n=4) oder die RLB-Sonden
"A. mongolia 2", "A. mongolia 3" und "A. mongolia 4" (n=136) oder nur die RLB-Sonde
"A. mongolia 3" (n = 1) positiv. Es zeigte sich keine Anaplasmen DNS bei der iiberpriifenden
Sequenzierung, wenn alleine die RLB-Sonde "A. mongolia 3" positiv war. Bei den anderen
Kombinationen konnte jeweils Anaplasma DNS einer A. ovis dhnlichen Anaplasmenart
sequenziert werden. Die empirischen Untersuchungen zeigten, dass die Sonde "A4. mongolia 2"
am besten filir einen Nachweis der unbekannten Anaplasma sp. geeignet war und somit

insgesamt 153 Rinder infiziert waren.
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Tab. 30: Ergebnisse der RLB Untersuchung der Blutproben der Rinder

RLB Sonden (Oligonukleotide) Anzahl positiver Signale nach Somonen des Aimags Khentii

Delgerchaan Tsenkhermandal Dschargaltchaan Binder Dadal Bajan-Adarga Gesamt

(78) (82) (80) (80) (80) (81) (481)
Bacteria catch-all 46 39 61 46 46 66 304 (63,2 %)
Anaplasmal/Ehrlichia catch-all 31 27 40 22 9 24 153 (31,8 %)
A. mongolia 2! 30 27 40 22 9 25 153 (31,8 %)
A. mongolia 3 30 14 40 22 8 23 137 (28,5%)
A. mongolia 4 30 14 40 22 9 25 140 (29,1%)

'Die Sonde "4. mongolia 2" konnte empirisch als die sicherste Sonde fiir den Nachweis der gefundenen Anaplasma sp. ermittelt werden.
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4.3 Phylogenetische Analyse der in dieser Studie gefundenen
uncharakterisierten Anaplasma sp.

In dieser Studie wurde im Rahmen der PCR basierten RLB Untersuchung in Rindern und
Zecken der Art D. nuttalli eine Anaplasma sp. gefunden, die von der Basensequenz von den
bisher bekannten Anaplasmen Arten abwich und mit verwendeten speziesspezifischen RLB-
Sonden nicht nachzuweisen war. Um die gefundene Anaplasma sp. phylogentisch ndher
einordnen zu konnen, wurden die Gensequenzen der Gene GroEL, MSP5 und das 16S rRNS
Gen fiir eine phylogentische Analyse verwendet. Diese zeigte, dass die gefundene

Anaplasma sp. am néchsten mit Anaplasma ovis verwandt ist (Abb. 17).
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Candidatus Cryptoplasma californiense
Ehriichia canis 7
Ehrlichia mineirensis

Ehrlichia muris

8988188 Epichia chaffeensis

Ehrlichia sp. clone Tajikistan-1 Ehrlichia
Ehrlichia sp. BL157-4

Ehrlichia ewingii

Candidatus Ehrlichia khabarensis
Ehrlichia ruminantium =
Neoehrlichia mikurensis

7374

100
82/84

100 [~ Neorickettsia sennetsu :I Neorickettsia
97/ L Neorickettsia ristici

97/100 Wolbachia pipiensis from Dipetalonema gracile
100 —golbachia pipiensis from Dirofilaria immitis Wolbachia
100 Wolbachia pipiensis from Ctenocephalides felis

Anaplasma bovis

Anaplasma platys

79/69| 100 Candidatus Anaplasma camelii

Anaplasma odocoilei

Anaplasma phagocytophium JM

Anaplasma phagocytophium HZ

Anaplasma sp. BL099-6

Anaplasma sp. BL099-11

Anaplasma centrale Anaplasma

Agraplasma marginale Undurkhan
aplasma marginale Dawn

Anaplasma marginale Gypsy Plains

Anaplasma marginale Florida

Anaplasma ovis Haibei

Anaplasma ovis OVI

%)naplasma sp. ZXG-18

A / sp. Mongoli .

100

Abb. 17: Phylogenetische Analyse von Anaplasmataceae mit der '""Maximum-likelihood" Methode

(Fiir die phylogenetische Analyse wurde eine multi-lokus Analyse basierend auf den Gensequenzen von GroEL, MSP5 und 16S verwendet. Die
Sequenzen von den anderen Genera in der Familie der Anaplasmataceae wurden verwendet und dienten als "outgroup". Die Nummern vor und
nach dem Slash représentieren "node support" Werte, die im Nachhinein von dem "Shimodaira-Hasewaga likelihood ratio test" und "bootstrapping"
erhalten wurden. Die Skala stellt 0,2 Substitutionen pro Seite dar. Das Bakterium, dessen Sequenz in dieser Studie erhalten wurde, ist fett gedruckt.
Die GenBank accession numbers fiir alle Sequenzen sind in der Tab. 31 dargestellt.)
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Tab. 31: Liste der fiir die phylogenetische Analyse verwendeten Anaplasmataceae mit

GenBank accession numbers

Spezies Genom GroEL 16S rRNA  MSP5
Anaplasma sp. BL099-11 KJ410300  KJ410248
Anaplasma sp. BL099-6 KJ410301  KJ410247
Anaplasma bovis JN588562  GU937020
Anaplasma centrale CP001759

Anaplasma marginale Dawn CP006847

Anaplasma marginale Florida ~ CP001079

Anaplasma marginale Gypsy ~ CP006846

Plains

Anaplasma marginale JQ735902  JQ735904 AB703240
Undurkhan

Anaplasma odocoilei JX876642  JX876644
Anaplasma ovis Haibei CP007596

Anaplasma ovis OVI AF441131  AF414870
Anaplasma phagocytophilum ~ CP000235

HZ

Anaplasma phagocytophilum — Cp006617

M

Anaplasma platys AY077621 AY077619
Candidatus Anaplasma camelii KJ814956  KF843824
Candidatus Cryptoplasma KP276602  KP276587
californiense

Candidatus Ehrlichia KR063139 KR063138
khabarensis

Ehrlichia sp. BL157-4 JX402612  KJ410255
Ehrlichia canis CP000107

Ehrlichia chaffeensis CP000236

Ehrlichia ewingii AF195273  M73227
Ehrlichia mineirensis JX629806  JX629805
Ehrlichia muris CP006917

Ehrlichia ruminantium

NC_005295.2
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Spezies Genom GroEL 16S rRNA  MSP5
Ehrlichia sp. clone KJ930191  KM995818
Tajikistan-1

Neoehrlichia mikurensis KU865477 KU865475
Neorickettsia risticii CP001431

Neorickettsia sennetsu CP000237

Uncultured Anaplasma sp. JX898991  JX898992
ZXG-18

Wolbachia pipientis AJ558023 749261
Endosymbiont von D. immitis

Wolbachia pipientis von AJ609659  AJ628416
C. felis

Wolbachia pipientis von AJ609658  AJ548802
D. gracile

4.4 Fragebogenauswertung

Die meisten Herden befanden sich in einer Steppenregion (n = 46) und deutlich weniger in einer
Waldsteppe (n = 15). Die Nomaden gaben bei der Befragung an, dass ihre Tiere gesund seien.
Nur eine Kuh lag fest und wurde euthanasiert. Kein Tierhalter berichtete von Himoglobinurie,
einer erhohten Mortalitit oder von anderen Anzeichen einer Erkrankung einer bovinen
Babesiose, Theileriose oder Anaplasmose. Lediglich in einer Herde waren 20 Aborte
aufgetreten. In einer weiteren Herde berichtete ein Tierhalter von 2 Rindern, die "miide" seien.
7 Herden wurden laut der Besitzer mit Ivermectin behandelt. 17 Herden wurden gegen Maul-
und Klauenseuche (MKS) geimpft, 5 Herden gegen MKS und Bacillus anthracis (Milzbrand)
und der Besitzer einer Herde konnte keine Auskunft dariiber geben, wogegen seine Rinder

geimpft worden waren.
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5 Diskussion

5.1 Fragestellung

In dieser Studie sollte das Auftreten der eher in tropischen Regionen vorkommenden durch
Zecken tbertragbaren Erreger Babesia bovis, Babesia bigemina, Theileria orientalis sowie
Anaplasma marginale in der Mongolei nidher untersucht werden. Hierbei lag das Augenmerk
insbesondere auf der Frage, durch welche Vektoren B. bovis, B. bigemina und A. marginale in
der Mongolei iibertragen werden konnten, da die Prasenz der bekannten Vektorzeckenarten in
der Mongolei bisher nicht beschrieben wurde. Theileria orientalis war bereits in Zecken der
Art D. nuttalli nachgewiesen worden, die als moglicher Vektor fiir 7. orientalis in Frage

kommt.

Ein weiteres Ziel der Studie lag darin, zu untersuchen, wie weit der mongolische Rinderbestand
in dem Aimag Khentii, einer Region, in der die gesuchten Erreger erstmalig im Zeitraum 2010-
2013 beschrieben wurden (AbouLaila et al. 2010; Altangerel ef al. 2011; Sivakumar et al. 2012;
Ybanez et al. 2013), bereits infiziert ist. Dies erschien sinnvoll, da vor allem im Fall des
Auftretens der benannten Babesia spp. mit einer schnellen Durchseuchung des Rinderbestandes
zu rechnen war (de Vos und Potgieter 1994). Die gewonnenen Erkenntnisse sollten die Basis
fiir eine eventuelle Interventionsstrategie sein, um eine mdgliche weitere Ausbreitung der

Erreger und ihrer Vektoren zu verhindern.
Dariiber hinaus sollte die Studie einen Uberblick dariiber verschaffen, ob weitere bisher noch

nicht bekannte durch Zecken iibertragbare Krankheitserreger in der Rinder- und

Zeckenpopulation in Khentii vorhanden sind.

5.2 Besprechung der Methoden

5.2.1 Auswahl der Studienregion
Das Aimag Khentii als Untersuchungsregion auszuwéhlen, hatte zum einen den Vorteil, dass

die gesuchten Erreger in diesem Aimag und den untersuchten Somonen bereits nachgewiesen

wurden (Aboulaila et al. 2010; Altangerel et al. 2011; Sivakumar et al. 2012; Ybanez et al.
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2013) und so die Wahrscheinlichkeit dieselben und ihre Vektoren dort anzutreffen erhohte.
Zum anderen ist das Aimagzentrum Onddrchaan von Ulaanbaatar, welches das Zentrum der
Mongolei darstellt, in wenigen Stunden mit dem Auto iiber eine asphaltierte Strale zu
erreichen. Diese ist jedoch nur eine der wenigen asphaltierten StraB3en in Khentii. Der Rest des
"StraBennetzes" besteht aus Feldwegen. So lag ein weiterer Vorteil, Khentii als Studienregion
auszuwéhlen, darin, dass die Landschaft in den mittleren und siidlichen Regionen relativ flach
ist. Deshalb war kein Geldndewagen, wie es in anderen Regionen der Fall gewesen wire,
erforderlich. Die Somone Tsenkhermandal, Dschargaltchaan und Delgerchaan wurden
ausgewdhlt, da hier besonders die Steppe als Landschaftsform dominiert, was eine relativ
unproblematische Fortbewegung zwischen den ausgewihlten Tierherden versprach. Die
weiteren Zielregionen Binder, Dadal und Bajan-Adarga bieten eher das Landschaftsbild einer
Waldsteppe und weniger einer Gebirgstaiga oder eines Hochgebirges, wie es in anderen
nordlichen Somonen Khentii's der Fall gewesen wire, was wiederum die Fortbewegung hitte
erschweren konnen. Die Geographie der ausgewihlten Somone hat den weiteren Vorteil, dass
in den so abgedeckten 2-3 Vegetationszonen nach Dash (1986) mit dem Auftreten
verschiedener Zeckenarten zu rechnen war, die als potentielle Vektoren der gesuchten Erreger

hitten in Frage kommen konnen.

5.2.2 Wahl des Studienzeitraums

Fiir die Wahl des Studienzeitraums mussten verschiedene Faktoren bedacht werden. Hierbei
spielten vor allem das zeitliche Auftreten der Zecken in der Mongolei sowie der Zeitraum der

zu erwartenden Parasitdmie der gesuchten Pathogene eine Rolle.

Typisch fiir die Mongolei ist eine eingipflige Saisonaktivitit der Zecken, wobei sich die
Aktivitdtsperioden nach Zeckenart und Region unterscheiden. Allgemein kann man sagen, dass
das Auftreten der ersten adulten Zecken im Friihling ab Mirz beobachtet wird und bis Ende
Juni dauert. Nach diesem Zeitraum sind kaum noch adulte Zecken zu finden. Dafiir treten von
Mai bis September juvenile Zeckenstadien auf Nagern mit einem Hoéhepunkt im Juli und

August auf (Dash 1988).

Fiir den Untersuchungszeitraum wurden daher die Monate Mai bis Juli ausgewéhlt, da in dieser
Zeit mit dem Auftreten aller Zeckenstadien zu rechnen war. Ein weiterer Grund erst im Mai mit

der Studie zu beginnen, obwohl zu dieser Zeit der Zenit der Prisenz der adulten Zecken bereits
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tiberschritten war, lag an der Vermeidung der in den Monaten Mérz und April immer noch
frostigen Temperaturen, die eine Beprobung der Rinder und Beflaggung der Vegetation

deutlich hitten erschweren konnen.

Die Entwicklungsphysiologie der zu erwartenden Pathogene sprach ebenfall fiir den
ausgewdhlten Zeitraum.

Die gesuchten Babesia spp. besitzen je nach Art eine Prépatenzzeit von ca. 6-18 Tagen. 3-5
Tage spiter ist die Parasitimie in den infizierten Rindern am hdchsten, was die
Wabhrscheinlichkeit eines positiven Nachweises der Erreger erheblich erhoht (Bock et al. 2004).
Wenn man davon ausgeht, dass erst im April der Zeckenbefall bei Rindern besonders stark
ausgeprégt ist und die Babesien in dieser Zeit iibertragen werden, rechnet man demnach 9-23
Tage spiter, also Ende April bis Mitte Mai, mit dem Auftreten der stirksten Parasitdmie bei
neu infizierten Rindern.

A. marginale hat eine Inkubationszeit von 7 bis 60 Tagen (Kocan et al. 2003) und wiirde
demnach ebenfalls zu dieser Zeit nachweisbar sein wie auch 7. orientalis, welche 10 Tage nach
der Inokulation im Blut nachgewiesen werden kann (Watts ef al. 2016).

In den zugrundeliegenden Referenzen, die das Auftreten der gesuchten Erreger in der Mongolei
beschrieben, standen keine Angaben zum jeweilige Studienzeitraum, welche als weitere

Grundlage fiir die Auswahl des Zeitraumes dieser Studie hitte dienen konnen.

5.2.3 Zeckensammlung

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene Zeckenstadien aus der Vegetation und von
Rindern sowie Nagern gesammelt, um mdogliche bekannte Vektorzecken der gesuchten Erreger
(sieche Kapitel 2.5) zu finden. Zudem sollten die gesammelten Zecken auf Pathogene untersucht
werden, wodurch Riickschliisse auf mogliche Ubertragungswege derselben gezogen werden

sollten.

Um Zecken aus der Vegetation zu sammeln, gibt es verschiedene Methoden, die sich in
konventionelle und neue Methoden einteilen lassen. Zu den konventionellen Methoden gehdren
das Flaggen, das "dragging", das "dry ice trapping", das "sweep netting" und das Ablaufen mit
anschlieenden Absammeln der Zecken von den Kleidern. Zu den neueren Methoden zidhlen
das "CO; dragging" und "CO; flagging" (Ginsberg und Ewing 1989; Mays et al. 2016). Bei der

Suche nach unterschiedlichen Zeckenarten ist der Einsatz verschiedener Methoden effektiver,
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um ein reprisentatives Bild der vorhandenen Zeckenpopulation zu erhalten (Rynkiewicz und
Clay 2014). Im Grasland unterscheiden sich jedoch die Methoden von ihrer Effizienz her wenig
(Mays et al. 2016). Da in den Zielregionen vor allem Grasland zu erwarten war, wurde die
unkomplizierte und dennoch effektive Methode des Flaggens mit einem Flanelltuch zur
Sammlung der Zecken aus der Vegetation gewéhlt. Dadurch wurden eventuelle logistische
Probleme umgangen, die der Einsatz von Trockeneis oder anderen komplexen Methoden mit

sich gebracht hétte.

Die Sammlung von adulten Zecken direkt von Rindern ist ebenfalls eine Methode, die bereits

in vielen Studien eingesetzt wurde (Oliveira et al. 2008; Sarani et al. 2014).

Der Zeckenbefall von Rindern in der Mongolei ist wihrend deren Aktivititsperiode intensiv.
Dash (1988) fand bei seinen Untersuchungen in der Waldsteppe im Mittel 1492 D. nuttalli
Zecken auf Rindern und 1006 auf Pferden. Alle Zecken von einem Rind abzusammeln wire
aus zeitlichen Griinden nicht moglich gewesen. Deshalb wurden die beprobten Tiere nach
mindestens fiinf adulten Zecken abgesucht. Dass auf einigen Rindern keine Zecken gefunden
werden konnten, lag wahrscheinlich daran, dass es in einigen Gegenden generell wenige Zecken

gibt und dass die Zeckensaison bereits vorangeschritten war (Dash 1988).

Juvenile Zeckenstadien befinden sich in der Mongolei bevorzugt auf Nagern (Das et al. 1989).
Um Riickschliisse auf eine mdgliche vertikale Ubertragung von Erregern in den Zecken ziehen
zu konnen, wurden Nager gefangen und alle vorhandenen juvenilen Zeckenstadien
abgesammelt. Hierbei wurden nur die Somone Bajan-Adarga und Dschargaltchan, die jeweils
reprisentativ fiir eine Vegetationszone standen, als Zielregionen ausgewéhlt. Aus zeitlichen
Griinden war es nicht mdglich, Nager in weiteren Somonen zu beproben. Aus den gleichen
Griinden musste auch auf eine Ausgrabungen der Nagerbauten zur Sammlung von

Zeckenstadien, wie sie Logan et al. (1993) beschreibt, verzichtet werden.

Die Lagerung der Zecken in Alkohol (70 %) zur Konservierung der darin enthaltenen DNS ist
eine erprobte Methode, um anschlieBend eine PCR Reaktion durchzufiihren (Mtambo et al.
2006). Das voriibergehende Einlegen der Zecken in Vodka war dadurch zu erkldren, dass sich
nur sehr wenig 70 %- oder hoherprozentiger Alkohol in der Mongolei vor Beginn der Studie
beschaffen lie3. Eine Einfuhr von 70 %igem Alkohol mit dem Flugzeug aus Deutschland war

aus Flugsicherheitsgriinden nicht erlaubt. Daher wurde der in entlegenen Gebieten relativ
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giinstig zu erwerbende "Eruul" Vodka (38 %) als Ersatz verwendet, bis alle Zecken in
Deutschland in 70 %igen Alkohol eingelegt werden konnten. Die anschieBenden
molekularbiologischen Untersuchungen der in Vodka eingelegten Zecken verliefen im

Anschluss ohne Probleme.

5.2.4 Zeckenidentifikation

Die Morphologie der Zecken steht bei der Identifikation deren Art heute immer noch als
Grundlage im Vordergrund, auch wenn es immer mehr molekularbiologische Methoden zur

Einteilung der Zeckenarten gibt (Estrada-Pena ef al. 2013).

Die Identifikation der Zecken erfolgte bei den adulten Zecken allein durch morphologische
Merkmale auf Grundlage der Beschreibung von (Sondermann 1993).

Fir die morphologische Identifizierung der Zeckenlarven gab es in der Literatur nur
unzureichende Angaben. Die Zeckenlarven sollten deshalb nach einer morphologischen
Begutachtung in dhnlich aussehende Gruppen eingeteilt werden, die jedoch keine Unterschiede
erkennen lieB. Von 10 zufillig ausgewihlten Zeckenlarven wurde im Anschluss die ITS2
Region sequenziert, welche eine Identifikation der Zecken auf molekularbiologischer
Grundlage ermoglicht (Kulakova et al. 2014). Da alle Gensequenzen der 10 Zeckenlarven
vollstdndig mit bereits vorhandenen Gensequenzen von D. nuttalli ibereinstimmten, wurde
davon ausgegangen, dass die restlichen Zeckenlarven ebenfalls dieser Art angehdren, da keine

morphologischen Unterschiede zu den untersuchten Zeckenlarven erkennbar waren.

5.2.5 Auswahl der Herden und Rinder

Auf Basis der vorangegangenen Untersuchungen und den erhaltenen Tierzahlen von Prof.
Battsetseg Gonchigoo mussten nach Fosgate (2009) mindestens 58 Rinder untersucht werden,
um einen Erreger in der untersuchten Population nachweisen zu konnen, wenn man von einem
perfekten Test ausgeht. Da letzteres nicht der Fall ist, wurden 80 Rinder pro Somon in die
Untersuchung einbezogen. Eine direkte Privalenz der Erreger in der gesamten Population zu

ermitteln, hétte den zeitlichen und finanziellen Rahmen dieser Studie gesprengt.

Da die Tierherden in der Steppe teilweise schwer zu finden sind, wurden mit der Hilfe der

lokalen Veterindre in jedem Somon 10 Herden per Zufall ausgewéhlt, wobei einige Herden
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aufgrund zu groBer Distanz oder schwieriger Erreichbarkeit mit dem Auto von der mdglichen
Auswahl ausgeschlossen waren. Hatte eine ausgesuchte Nomandenherde keine Rinder wurden
stattdessen die Rinder der Nachbarherde in die Untersuchung einbezogen. Von den
ausgewdhlten Herden wurden jeweils 8 ein- bis dreijdhrige Rinder zufillig zur Beprobung
ausgesucht. Da die meisten Rinder tagsiiber in der Steppe grasten, war die Mithilfe der
Nomaden erforderlich, welche die Tiere in Pferche trieben, in denen sie leichter eingefangen
werden konnten. Waren keine Pferche vorhanden, wurden die Rinder von den Nomaden einzeln
eingefangen. Das Alter der Rinder war schwer zu iiberpriifen, da eine Zahnaltersbestimmung
sehr zeitaufwendig gewesen wire. Da die Tiere manuell fixiert werden mussten, wurde ein
groBBerer Wert auf die Blut- und Zeckenproben gelegt. Die Tiere sollten zudem so wenig wie
moglich gestresst werden, um sie zu schonen und deren Eigentiimer nicht zu verdrgern. Daher
wurde das Alter der untersuchten Rinder von den Herdenbesitzern erfragt. Einzelne Tiere

wichen vom Alter her ab, wurden aber trotzdem beprobt.

Die Wahrscheinlichkeit des Nachweises einer Babesieninfektion bei ein- bis dreijdhrigen
Rindern ist vermutlich héher als bei Rindern einer anderen Altersklasse. Die einjdhrigen Rinder
haben die Zeckensaison bereits mitgemacht und kdnnen daher bereits mit den Erregern infiziert
sein. Sie sind empfanglicher fiir eine Infektion mit Babesien als Kélber, die bis zum 9. Monat
nur eine milde Verlaufsform der bovinen Babesiose zeigen (Bock ef al. 2004). Rinder, die élter
sind als 3 Jahre haben héufig schon eine Infektion durchgemacht, weshalb sie zwar persistent
infiziert sein konnen, aber nur eine niedrige Parasitdmie aufweisen, die in der akuten
Krankheitsphase in der Regel viel stirker ausgeprigt ist (Bock et al. 2004). Die genannte
Altersgruppe wurde daher zur Beprobung ausgewdhlt. Alle Nomaden stellten ihre Rinder zur
Verfligung und unterstiitzten die Beprobung teilweise tatkriftig. Das lag unter anderem daran,
dass den Nomaden die lokalen mongolischen Veterinire, die uns begleiteten, bekannt waren.
Zudem wurde den Nomaden der Grund und die Art der Untersuchung im Voraus erklért, um

eventuelle Bedenken aus dem Weg zu rdumen.

5.2.6 Blutproben

Die zu beprobenden Rinder wurden eingefangen und fiir die Dauer der Blutentnahme und des

Absuchens auf Zecken manuell im Stehen fixiert. Gelang eine Ruhigstellung der Tiere im

Stehen nur ungeniigend, wurde versucht sie auf die Seite zu legen. Aufgrund des Fehlens von
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Fressgittern oder Zwangsstinden war dies die einzige Moglichkeit um an die Tiere

heranzukommen. Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena jugularis.

Eine sichere Stromversorgung gibt es auB3erhalb von Ulaanbaatar nur in den Zentren der Aimags
und Somone. Eine zentrale Frage zur Durchfithrung der Studie bestand in der Umsetzung der
Kiihlung der Blutproben, da sich die Herden weit ab von einer Stromversorgung befanden. Eine
Moglichkeit Blutproben ungekiihlt zu lagern und diese im Anschluss auf Pathogene zu
untersuchen besteht in der Verwendung von Whatman FTA® Filtercards (Ahmed et al. 2011).
Zudem werden mogliche Pathogene beim Aufbringen auf die Whatman FTA® Filtercards
inaktiviert, was einen sicheren Transport ermoglicht (Abdelwhab et al. 2011). Die gewonnen
Vollblutproben wurden daher zur Sicherheit moglichst zeitnah nach der Blutabnahme auf
Whatman FTA® Filtercards aufgebracht, um einem eventuellen Verlust der Brauchbarkeit der
Blutproben durch ungeniigende Kiihlung vorzubeugen. Ein weiterer Vorteil der Whatman
FTA® Filtercards besteht in der Tatsache, dass diese sehr klein sind und deshalb sehr gut

transportiert werden konnen.

Die Kiihlung der frischen EDTA Vollblutproben wurde durch eine mit der Autobatterie
betriebenen Kiihlbox bewerkstelligt bis sie in den Kiihlregalen von Supermaérkten

zwischengelagert werden konnten.

Die in dieser Arbeit eingesetzte DNS Extraktionsmethode von auf Whatman FTA® Filtercards
aufgebrachten Vollblutproben ist nach Hailemariam et al. (2017) eine gute Methode, um DNS
von Pathogenen aus Vollblutproben fiir spatere Untersuchungen mittels PCR und RLB zu
extrahieren. Jedoch ist die Nachweisempfindlichkeit fiir Pathogene im RLB bei Verwendung
einer DNS Extraktion aus Vollblut mit einer kommerziellen Spin Column Methode héher,

wodurch ein genaueres Bild der Infektionslage bei dieser Methode erzielt wird.
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5.2.7 Untersuchung der Zecken und Blutproben auf Pathogene

Fiir die weiteren molekularbiologischen Untersuchung wurden die adulten Zecken aus der
Vegetation (n=310), die gepoolten Zeckenlarven (n=28) und alle Blutproben (n=481)
verwendet. Die von den Rindern abgesammelten Zecken (n=2318) wurden nicht weiter
untersucht. Gesogene Zecken enthalten das Blut der Wirtstiere, welches moglicherweise bereits
infiziert ist. Deshalb kann man nicht ermitteln, ob die untersuchte Zecke bereits vor der
Blutmahlzeit an einem infizierten Rind Trager eines Pathogens war oder ob sie den Erreger erst
mit der Blutmahlzeit aufgenommen hat. Daher ist die Untersuchung von Zecken vor deren

Blutmahlzeit iiber deren Infektionsstatus aussagekréftiger (Estrada-Pena et al. 2013).

Um die wichtigsten durch Zecken {iibertragbaren Erregergruppen nachweisen zu koénnen,
wurden 3 unterschiedliche PCR Reaktionen durchgefiihrt. In der ersten PCR sollte ein
Abschnitt des 18S-rRNS Gen der Babesia spp. und Theileria spp., in der zweiten das 16S-rRNS
Gen der Rickettsiales und in der dritten die 5S-23S Genregion der Borrelia spp. amplifiziert
werden. Zur Uberpriifung einer erfolgreichen PCR Reaktion wurden die PCR-Produkte zuerst
mit einem Agarosegel und erst darauf mit dem RLB untersucht. Dieses ist ein hochsensibles
und spezifisches Verfahren, bei dem bis zu 43 Pathogene gleichzeitig nachgewiesen werden
konnen (Kong und Gilbert 2006). Zur Bestdtigung der RLB Ergebnisse wurden von einigen
ausgewdhlten im RLB positiven Proben die Zielgene sequenziert, da nach Estrada-Pena ef al.
(2013) auch diagnostische Verfahren durch Kreuzreaktionen und unzureichende Spezifitit zu
falsch positiven Ergebnissen fithren konnen. Daher sind Ergebnisse dieser Untersuchungen

immer kritisch zu beurteilen.

Bisher wurde in der Mongolei noch kein Screening der Zecken und Rinderpopulation auf so

viele unterschiedliche durch Zecken tibertragbare Erreger durchgefiihrt.

5.2.8 Herdenfragebogen

Ein zusitzlicher Teil der Studie bestand aus einem Herdenfragebogen (sieche Anhang 9.3). Die
Tierhalter wurden von mongolischen Helfern in ihrer Landessprache befragt, welche dann
wiederum die Antworten ins Englische iibersetzten. Die Fragen sollten ein Bild der
Herdengesundheit und regionalen Gegebenheiten vermitteln. Bei der Herdengesundheit wurde

besonders auf die Hauptsymptome der bovinen Babesiose (Inappetenz, Schwiche,
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Héamoglobinurie, Mortalitdt und Aborte) (Bock et al. 2004) geachtet. Dabei wurde vor allem
auf die Symptome Himoglubinurie und Mortalitdt Wert gelegt wurde, welche von Tierhaltern
bei einer extensiven Haltung gut zu erkennen sind. Erfragt wurden aber auch weitere
Krankheitsanzeichen der Tiere. Aulerdem wurde in Erfahrung gebracht, ob und mit welchen
Mitteln eine antiparasitire Behandlung der Rinder erfolgt war. Dies war von Relevanz, um die
Intensitdt des Zeckenbefalls und die Infektionsgefahr der Rinder durch diese einschitzen zu
konnen. Zudem sollten die Tierhalter eine Auskunft iiber weitere Auffalligkeiten oder
Besonderheiten geben, die als mdgliche Ursachen spéter zu erkldrender Ergebnisse hitten
dienen konnen.

Die Erfassung der regionalen Gegebenheiten beruhte vor allem auf der Vegetation, wobei hier
eine Einteilung in "Steppe" und "Waldsteppe" erfolgte. Dies sollte dazu dienen das Vorkommen
der zu erwartenden Zeckenarten beurteilen zu konnen, welches an die Gegebenheiten der

Vegetation gekoppelt ist (Dash 1988; Das et al. 1989).
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5.3 Besprechung der Ergebnisse

5.3.1 Zecken

5.3.1.1 Gefundene Zeckenarten

Es wurden 310 adulte Zecken aus der Vegetation geflaggt und von den Jurten abgesammelt.
Die relativ geringe Zahl der auf diese Weise erhaltenen Zecken konnte darauf zuriickzufiihren
sein, dass die Zeckensaison wihrend des untersuchten Zeitraumes (Mai bis Juni) ihren
Hohepunkt (April) (Dash 1988) bereits iiberschritten hatte. Es ist anzunehmen, dass ein
GroBteil der adulten Zecken zum Untersuchungszeitpunkt bereits einen Wirt aufgesucht hatte.
Die von den Rindern stichprobenméfig abgesammelte hohe Anzahl an Zecken (2318) spricht
fir diese These. Beim Absammeln der Zecken konnte zudem beobachtet werden, dass viele
Tiere massiv von diesen befallen waren. Fiir den Erfolg der Zeckensammlung durch Flaggen
der Vegetation spielen zudem witterungsbedingte Faktoren eine grof3e Rolle. So kann an heiflen
Tagen die Erfolgsquote beim Flaggen deutlich gemindert werden (Dantas-Torres ef al. 2013).
Die Temperaturen und Witterungsbedingungen wurden wihrend des Studienzeitraumes nicht
im Einzelnen erfasst. Die Temperaturen variierten jedoch stark zwischen Minustemperaturen

und iiber 30 °C, was die unterschiedliche Erfolgsrate beim Flaggen ebenfalls erkldren konnte.

Alle untersuchten Zecken konnten der Art Dermacentor nuttalli zugeordnet werden. Es wurden
keine bekannten Vektorzecken von Babesia bovis, Babesia bigemina, Theileria orientalis oder
Anaplasma marginale (Kapitel 2.2.1 Tab. 2; Kapitel 2.2.2; Kapitel 2.2.3) in dieser Studie

nachgewiesen.

Nach Dash (1986) war in den Studienregionen mit dem Auftreten der Zeckenarten D. nuttalli,
D. silvarum, I. persulcatus und I. crenulatus zu rechnen. Dass allein D. nuttalli gefunden
wurde, liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Dominanz der Zeckenart in der untersuchten
Region. Man kann Zecken zudem in nesthockende und nicht nesthockende Zecken einteilen,
wobei 1. crenulatus zu den nesthockenden Zecken zidhlt, die den Bau oder das Nest zur
Nahrungssuche nicht verlassen und daher kaum auflerhalb dieser anzutreffen sind (Sonenshine
und Roe 2014). Die Wahrscheinlichkeit, diese Zeckenart durch Flaggen zu finden, ist aus

diesem Grund daher eher gering. 1. persulcatus und D. silvarum haben moglicherweise auch
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andere Habitate, in denen sie eher vorkommen als in den untersuchten, weshalb beide in dieser

Studie nicht gefunden wurden.

In den letzten 30 Jahren wurde ein gesteigertes Vorkommen und eine vermehrte Verbreitung
von vielen wichtigen Zeckenarten in teilweise nordliche Gebiete beobachtet (Leger et al. 2013).
Die Einschleppung von Zecken des Genus Rhipicephalus in ein Land wire keine Neuheit
gewesen. So wurde Rhipicephalus microplus in der Vergangenheit in Westafrika eingeschleppt
und breitete sich dort aus (Madder et al. 2007; Madder et al. 2012). Im Zusammenhang mit
Tiertransporten aus Afrika wurden Dbereits zuvor Rhipicephalus microplus und
Rhipicephalus annulatus nach Nordamerika eingeschleppt und verbreiteten sich in Mexico und
den USA, wo sie jedoch erfolgreich getilgt werden konnten (Jongejan und Uilenberg 2004).
Die Frage nach den Vektorzecken ist in der Mongolei von groBer Bedeutung gewesen. Wiren
diese nachgewiesen worden, hitte eine schnelle und gezielte Intervention die Ausbreitung der

Zecken eventuell verhindern kdnnen, wie es in den USA der Fall gewesen war.

Mit Rhipicephalus pumilio gibt es in der Mongolei bisher nur eine beschriebene Art der Gattung
Rhipicephalus. Ursdachlich sind hierfiir wahrscheinlich die extremen klimatischen
Bedingungen. Temperaturen von minus 50 °C sind in den ndrdlichen Regionen der Mongolei
im Winter keine Seltenheit. In den siidlichen Regionen der Wiiste Gobi sinken die
Temperaturen nicht so tief, weshalb Rhipicephalus pumilio nach Dash (1986) vor allem dort zu
finden ist. Ein Auftreten der eher in tropischen Regionen vorkommenden Arten der Gattung
Rhipicephalus, die als Vektoren fiir B. bovis, B. bigemina und A. marginale beschrieben sind
(siehe Kapitel 2.2.1 Tab. 2 und Kapitel 2.2.3), wire in einer Region, in der ein kontinentales

Klima herrscht, eher unwahrscheinlich gewesen.

5.3.1.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung der adulten Zecken aus der

Vegetation

Mit der extrahierten DNS der adulten Zecken aus der Vegetation wurden 3 verschiedene PCR
Reaktionen durchgefiihrt und im Anschluss die erhaltenen PCR-Produkte mit dem RLB
untersucht. Zur Bestétigung der Ergebnisse des RLB wurden zuletzt ausgewdihlte Proben
untersucht, indem bestimmte Genabschnitte der im RLB gefundenen Erreger sequenziert
wurden. Die erhaltenen Sequenzen wurden fiir eine molekularbiologische Artbestimmung

verwendet.
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Die RLB Untersuchungen zeigten bei 252 von 310 Zecken positive Signale (81,3 %) fiir
Rickettsia raoultii. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da in einer vorherigen Studie in 97 % der
in Khentii gesammelten und untersuchten D. nuttalli Zecken R. raoultii gefunden wurde (Speck
etal. 2012).

Zudem konnte ermittelt werden, dass die RLB-Sonde "Anaplasma/Ehrlichia catch-all" immer
positiv reagierte, wenn die Probe positiv fiir R. raoultii war. Die Gensequenzen der RLB-Sonde
und das Gen von R. raoultii unterschieden sich nur an einer Position, weshalb eine
Kreuzreaktion wahrscheinlich erscheint. Dieses Phdnomen lief3 sich auch bei den untersuchten

juvenilen Zecken beobachten (siehe Kapitel 5.3.1.3).

Babesia caballi (5/310; 1,6 %) und Theileria equi (16/310; 5,2 %) wurden ebenfalls im RLB
nachgewiesen und das 18S Gen der ribosomalen RNS erfolgreich sequenziert. Die Ergebnisse
der Sequenzierung bestétigten das Vorkommen dieser Erreger. D. nuttalli ist bereits als Vektor
von B. caballi und T. equi bekannt (Scoles und Ueti 2015). Beide wurden in der Vergangenheit
mehrfach in dem mongolischen Pferdebestand nachgewiesen (Boldbaatar ef al. 2005; Ruegg et
al. 2007; Sloboda ef al. 2011). Auch wurden beide Erreger bereits in adulten D. nuttalli Zecken
sowie deren Eiern und Larven aus dem Aimag Tuv gefunden (Battsetseg et al. 2001; Battsetseg

et al. 2002).

Es gab zudem fiir Midichloria spp. positive Signale (18/310; 5,8 %) im RLB. Candidatus
Midichloria mitochondrii  (hiernach M. mitochondrii) gehért in die Klasse der a-
Proteobacterien und dort in die Gruppe der Rickettsiales. Es ist das erste Bakterium, welches
in Mitochondrien von Tieren nachgewiesen wurde (Beninati et al. 2004; Sassera et al. 2000).
Midichloria mitochondrii ist ein Symbiont der Zecken und kommt in 100 % der weiblichen und
44 % der mannlichen /. ricinus Zecken vor, ist inzwischen aber auch in anderen Zeckenarten
der Gattung Ixodes, Rhipicephalus, Amblyomma, Hyalomma und Dermacentor gefunden
worden (Lo et al. 2006; Sassera et al. 2006; Dergousoff und Chilton 2011; Bazzocchi et al.
2013; Montagna et al. 2013). Inzwischen weill man, dass M. mitochondrii auch in den
Speicheldriisen der Zecken prédsent sein kann und mit dem Zeckenspeichel auf den Wirt
iibertragen werden kann (Mariconti ef al. 2012). Das Auftreten von M. mitochondrii wurde in
Menschen, Hunden, Pferden und Schafen beschrieben. Auch wurde nachgewiesen, dass durch

das Bakterium eine Immunantwort induziert wird (Mariconti et al. 2012; Bazzocchi et al. 2013).
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Es zeigte sich ein positives Signal (0,3 %) fiir Candidatus Neoehrlichia mikurensis (hiernach
N. mikurensis) im RLB. N. mikurensis ist ein erst vor kurzer Zeit entdecktes a-Proteobakterium
aus der Familie der Anaplasmataceae, welches das erste Mal in Ixodes ricinus Zecken in den
Niederlanden nachgewiesen wurde (Schouls ef al. 1999). Es scheint, dass die Privalenz in
1 ricinus Zecken innerhalb Europas bei 6-8 % und in I. persulcatus bei ca. 1 % liegt (Silaghi et
al. 2016). Bei mehreren immunsupprimierten Menschen, aber auch bei einem gesunden Mann
wurde N. mikurensis als Krankheitsursache diagnostiziert. Bei Haustieren gab es jedoch nur
zwei Verdachtsfille bei Hunden (Diniz ef al. 2011; Beck et al. 2014). In einer inzwischen
verdffentlichten Studie konnte N. mikurensis in I persulcatus Zecken aus der Mongolei
nachgewiesen werden (Karnath et al. 2016). Das Ergebnis dieser Studie bestétigt die Prasenz
von N. mikurensis in dem mongolischen Zeckenbestand und ist wohl nicht nur auf D. nuttalli

Zecken beschrinkt.

Es wurde nur eine Zecke (T128) (0,3 %) aus Bajan-Adarga im RLB positiv auf die zwei Signale
"Theileria/Babesia catch-all" und "Babesia catch-all 2" getestet, ohne, dass ein
speziesspezifisches Signal angezeigt wurde. Eine anschlieBende Sequenzierung des 18S Gens
der ribosomalen RNS zeigte das Vorhandensein von T. orientalis. In der Mongolei wurden
bereits 5 Genotypen (1,3,5,7 und N-3) von T. orientalis beschrieben, so konnten Altangerel et
al. (2011) in 30% der untersuchten Zecken aus den Somonen Tsenkhermandal,
Dschargaltchaan, Undurchaan und Dadal die Typen 1, 5 und N-3 nachweisen. Die Detektion
der Theileria spp. in der Studie beruhte damals auf dem Nachweis des 776-bp DNS Fragments
des MSPS Gens mit einer PCR, wogegen in der vorliegenden Studie das 18S Gen der
ribosomalen RNS mit dem PCR basierten RLB nachgewiesen wurde. Eine unterschiedliche
Sensivitit der beiden Methoden konnte eine Erklarung fiir den Unterschied in der vorhandenen
Priavalenz sein. Zudem scheint die in dieser Studie verwendete RLB-Sonde fiir 7. orientalis
(T. buffeli-Sonde) nicht alle Theileria spp. zu detektieren, da diese RLB-Sonde die positive
Probe nicht anzeigte, sondern nur durch ein "Catch-all" Signal detektiert wurde. Dartiber hinaus
sind nur Zecken der Gattung Haemaphysalis als Vektorzecken fiir 7. orientalis bekannt (Watts
et al. 2016). Dass der untersuchte Rinderbestand nicht von 7. orientalis durchseucht ist (sieche
Kapitel 5.3.2.1), liefe sich demnach auch dadurch erkldren, dass keine Zecken der Gattung
Haemaphysalis auf den Rindern und in der Nédhe der Pferche gefunden wurden. Inzwischen
wird noch Rhipicephalus microplus als moglicher weiterer Vektor fiir 7. orientalis vermutet
(Kakati et al. 2015). Diese Zecke ist ebenfalls ein Hauptvektor von B. bovis und B. bigemina,

weshalb das Auftreten dieser Zeckenart die Prdsenz der gesuchten Erreger hitte erkldren
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konnen. Jedoch sollte in Zukunft auch das Vektorpotential von D. nuttalli fir T. orientalis
weiter abgeklart werden, da in dieser Studie der Erreger in einer D. nuttalli Zecke nachgewiesen

wurde.

In den Zecken wurde, wie in den Blutproben (siche Kapitel 5.3.2.1), eine A4. ovis dhnliche
Anaplasma sp. gefunden. Auch wenn die Vermutung nahe liegt, dass D. nuttalli ein Vektor der
gefundenen Anaplasmenart ist, miisste dies in weiteren Untersuchungen erst noch
nachgewiesen werden, da der Nachweis von DNS eines bestimmten Erregers in einer Zeckenart
nach Estrada-Pena et al. (2013) noch keine Aussage iiber die Ubertragung des Erregers durch
diese Zecke auf einen Wirt zulésst. AuBerdem kommen fiir die Ubertragung von Anaplasmen

neben Zecken weitere Arthropoden in Frage (siehe Kapitel 2.2.3).

Borrelia afzelii wurde ebenfalls in einer D. nuttalli Zecke (T054) (0,3 %) aus Delgerchaan
nachgewiesen und die 5S-23S Region konnte fast vollstindig sequenziert werden. Das
Vorkommen von Bor. afzelii ist in aus der Mongolei stammenden /. persulcatus Zecken bereits
beschrieben worden (Masuzawa et al. 2014), jedoch noch nicht in Zecken der Art D. nuttalli.
Da bisher nur die Zeckenarten I. persulcatus und I ricinus als Vektoren flir Bor. afzelii
beschrieben sind (Rudenko ef al. 2011), sollte in Zukunft das Vektorpotential von D. nuttalli

fiir diesen Erreger ndher untersucht werden.

Die RLB Untersuchungen zeigten noch weitere positive Signale flir Bor. afzelii. Diese hatten
aber kein positives "Catch-all Signal". Durch weiterfithrende Untersuchungen kam heraus, dass
es sich um Kreuzreaktionen mit der gefundenen Anaplasma sp. handelte. Kreuzreaktionen
konnen bei RLB Untersuchungen vorkommen. Deshalb sollten auffillige Ergebnisse immer

mittels einer Sequenzierung bestétigt werden.

5.3.1.3 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung der juvenilen

Zeckenstadien

Rickettsia raoultii wurde in 27 (96,4 %) der gepoolten Proben nachgewiesen. Eine vertikale
Ubertragung von Rickettsia spp. in Zecken ist bereits bekannt und hilft diesen, sich schnell zu
verbreiten, wobei aber auch Nager als Reservoir dienen konnen (Parola ef al. 2013). Auch fiir

R. raoultii wurde bereits eine vertikale Ubertragung nachgewiesen (Alberdi et al. 2012). Da die
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untersuchten juvenilen Zeckenstadien bereits Nagerblut aufgenommen hatten, ist im
Nachhinein nicht zu kliren, ob die Zeckenlarven bereits durch eine vertikale Ubertragung mit
R. raoultii infiziert waren, wofiir der hohe Durchseuchungsgrad der Zeckenpopulation von
D. nuttalli mit dem Bakterium spricht, oder ob die Zeckenlarven erst spater das Bakterium mit
dem Nagerblut aufgenommen haben.

Wie auch bei den adulten Zecken (siehe Kapitel 5.3.1.2) war das Vorhandensein von R. raoultii
mit einem positiven "Anaplasmal/Ehrlichia catch-all" Signal verbunden, was durch eine

Kreuzreaktion zu erkléren ist.

AuBerdem waren 2 (7,1 %) juvenile Zeckenproben positiv fiir Midichloria spp.. Eine vertikale
Ubertragung des Erregers kommt bei der Zecke 1. ricinus vor (Mariconti et al. 2012) und wire

demnach auch bei D. nuttalli Zecken mdglich, was jedoch weiter untersucht werden miisste.

5.3.2 Blutproben

5.3.2.1 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen der Blutproben

Von den 481 Vollblutproben gingen 32 beim Transport verloren. Alle verlorenen Proben waren

jedoch vorher bereits auf Whatman FTA® Filtercards gesichert worden.

Nachdem ein "Catch-all" Signal fiir Anaplasmen ohne ein speziesspezifisches Signal angezeigt
wurde, konnte eine Sequenzierung der erhaltenen PCR-Produkte der Blutproben B220 und
B251 eine dem Bakterium A. ovis dhnliche Anaplasma sp. nachweisen. Da sich dieses
Bakterium nicht durch eine speziesspezifische RLB-Sonde detektieren lie3, wurde empirisch
versucht, eine geeignete RLB-Sonde fiir den speziesspezifischen Nachweis der gefundenen
Anaplasma sp. zu entwickeln. Das gelang jedoch nur bedingt, da die hypervariable Region, die
fiir den spezifischen Nachweis der Anaplasma spp. erforderlich ist, eine groBe Ahnlichkeit zu
anderen Anaplasmenarten aufwies. Hierdurch waren die Mdglichkeiten fiir die Entwicklung
von neuen RLB-Sonden stark einschgeschrinkt. Trotzdem konnten vier unterschiedlichen
RLB-Sonden (4. mongolia, A. mongolia 2, A. mongolia 3 und A. mongolia 4) designt und
getestet werden. Die empirische Untersuchung ergab, dass eine Sondenkombinationen mit
"A. mongolia 2", "A. mongolia 3" und "A. mongolia 4" als positiver Befund zu werten war.
Auch wenn nur die RLB-Sonden "A4. mongolia 2" und "A4. mongolia 3" anschlugen, konnte das

als positiver Befund gewertet werden. Wenn die RLB-Sonde "A. mongolia 3" jedoch alleine

97



Diskussion

positiv reagierte, konnte das Ergebnis nicht durch eine Sequenzierung bestétigt werden.
Deshalb wurden Proben, die allein fiir die RLB-Sonde "A. mongolia 3" positiv waren, nicht als
positiver Nachweis fiir die neu entdeckte Anaplasma sp. gewertet. Die RLB-Sonde
"A. mongolia" zeigte im RLB keine positiven Signale und war deshalb unbrauchbar. Die RLB-
Sonde "A4. mongolia 2" ist deswegen als zuverlédssigste RLB-Sonde fiir eine Anzeige der
gefundenen Anaplasmenart ermittelt worden.

Dass die gefundene Anaplasma sp. bisher noch nicht weiter beschrieben wurde, konnte daran
gelegen haben, dass die Pathogenitét dieses Bakteriums anscheinend sehr gering ist. Kaum
einer der befragten Nomaden hatte Krankheitsanzeichen bei seinen Tieren entdeckt (siche
Kapitel 5.3.4). Zudem scheinen die bisher verwendeten diagnostischen Tests zu unspezifisch
gewesen zu sein, um das gefundene Bakterium von anderen zu unterscheiden. Moglicherweise
waren die bisherigen Tests auch nicht sensibel genug, um die entdeckte Anaplasma sp.

nachzuweisen.

In den Rinderblutproben wurde weder B. bovis noch B. bigemina nachgewiesen. Die beiden
Pathogene konnten somit weder in den Zecken noch in den Blutproben nachgewiesen werden.
Auch wurden keine ihrer bekannten Vektorzeckenarten in dieser Studie gefunden (siche Kapitel
5.3.1.1), was ein Vorkommen der Erreger noch unwahrscheinlicher macht.

Da in den zugrundeliegenden Quellen, die das Vorkommen der Erreger in der Mongolei
beschreiben (Aboulaila et al. 2010; Sivakumar et al. 2012), keine weiteren Informationen {iber
die genaue Herkunft der untersuchten Rinderblutproben zu finden sind, wire es moglich, dass
die Babesia spp. nur in bestimmten begrenzten Regionen auftreten, welche in dieser Studie
jedoch nicht erfasst wurden.

Eine weitere Erkldrung fiir den von AbouLaila et al. (2010) und Sivakumar et al. (2012)
beschrieben Nachweis der beiden Babesia spp. in den mongolischen Rindern wire die
Maoglichkeit, dass die beprobten Rinder urspriinglich nicht aus der Mongolei stammten, sondern
aus einem anderen Land, in dem die bovine Babesiose endemisch vorkommt. Sie hétten so

moglicherweise persistent infiziert sein konnen.

Dass in keiner untersuchten Rinderblutprobe 7. orientalis nachgewiesen wurde, wirft ebenfalls
Fragen auf. Auch wenn die bekannten Vektorzecken in der Studie nicht gefunden wurden, liegt
die Vermutung nahe, dass D. nuttalli ein moglicher Vektor ist (siche Kapitel 5.3.1.2). Es ist
daher zu vermuten, dass das Vorkommen der Erreger auf eine bestimmte Region begrenzt ist,

die in dieser Studie nicht erfasst wurde.
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5.3.3 Phylogenetische Analyse

Bereits Ybanez et al. (2013) hatten neben A. marginale ein weiteres Bakterium gefunden,
welches nach einer phylogenetischen Analyse des GroEL Gens eine nahe verwandschaftliche
Beziehung zu A. ovis zeigte. Die in dieser Studie gefundene Anaplasmenart unterscheidet sich
in der Sequenz des 16S-rRNS Gens von den bisher bekannten Anaplasma spp.. Deshalb wurden
neben dem 16S-rRNS Gen zusitzlich die Sequenzen der Gene MSP5 und GroEL ermittelt. Die
erhaltenen Gensequenzen wurden fiir eine phylogenetische Analyse im Rahmen einer "multi
locus" Analyse der 3 Gene mit der "maximum-likelihood" Methode eingesetzt. Das Ergebnis
zeigte eine nahe verwandschaftliche Beziehung zu A. ovis.

Bisher gibt es keine anderen Berichte von A. ovis Infektionen bei Rindern. In einer
experimentellen Infektion eines splenektomierten amerikanischen Bisons mit A. ovis konnte
Zaugg (1986) keine Empféanglichkeit fiir den Erreger nachweisen.

Nach Haigh et al. (2008) ist 4. ovis in den mongolischen Rentierbestdnden der nordwestlichen

Mongolei verbreitet.

5.3.4 Fragebogen

Bei der Befragung der Tierhalter kam es zu einigen {ibersetzungsbedingten Problemen, die, so
gut es ging, gekliart wurden. Bestimmte Symptome, wie Fieber, Andmie, Himoglobinurie,
Ikterus, Unwohlsein, Lethargie und Anorexie bekommt der Tierhalter in der Regel nur mit,
wenn er die Tiere gut beobachtet oder nah an sie herankommt. Da die Rinder extensiv gehalten
werden und sich die meiste Zeit weit weg von den Nomaden aufhalten, besteht daher die
Moglichkeit, dass Krankheitssymptome von den Tierhaltern nicht erkannt wurden. Zudem ist
fraglich, was die Tierhalter an Informationen iiber ihre Tiere Preis gegeben haben, wenn man
bedenkt, dass sie Fragen iiber ihre Tiere einem Tierarzt aus einem anderen Land und einer
anderen Kultur beantworten sollten. Daher wiére es moglich, dass sie nicht als schlechte

Tierhalter dastehen wollten und so vielleicht nicht alle bestehenden Probleme erwédhnt haben.

Nur wenige Herden (n = 7) waren nach Angaben der Tierhalter mit Antiparasitika behandelt
worden. Ein Tierhalter berichtete in seiner Herde (H 60) von 20 Aborten. Aborte bei Rindern
konnen durch eine Infektion mit Babesien verursacht werden (Bock et al. 2004), jedoch kénnen
eine Vielzahl an Bakterien, Viren, Protozoen und Pilzen ebenfalls zu Aborten bei Rindern

fiihren (Holler 2012). Da keine weiteren Symptome der bovinen Babesiose von den Tierhaltern
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beobachtet wurden, ist in diesem Fall nicht davon auszugehen, dass die Ursache der Aborte in
einer Infektion mit Babesien lag. Die Aussage eines Tierhalters, der von 2 Rindern berichtete,
die "miide" seien, konnte durch weiteres Hinterfragen zusétzlicher klinischer Symptome den
Verdacht auf eine mogliche Infektion mit Babesien nicht erhérten. In einer anderen Herde lag
ein Rind fest und musste euthanasiert werden. Die restlichen Tierhalter meinten, dass ihre Tiere
gesund seien. Eine Vakzinierung gegen Maul- und Klauenseuche, Brucellose und Anthrax wird
anscheinend bei vielen Rindern vorgenommen und groBtenteils staatlich unterstiitzt

(Odontsetseg et al. 2005).

5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Es wurde keine bekannte Vektorzeckenart von B. bovis und B. bigemina in dieser Studie
gefunden. Auch konnten beide Erreger in keiner der untersuchten D. nuttalli Zecken
nachgewiesen werden, welche als mogliche Vektoren hitten dienen konnen. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass die gesuchten Babesia spp. in den untersuchten Herden der Somone
nicht préasent sind. Die These wird durch die Informationen der Tierhalter unterstiitzt, welche
keine klinischen Symptome einer bovinen Babesiose bei ihren Tieren beobachten konnten. Die
Ergebnisse dieser Studie widersprechen den Ergebnissen der vorangegangenen Studien von

AbouLaila et al. (2010) und Altangerel ef al. (2012) sowie Sivakumar ef al. (2012).

T. orientalis konnte in keinem Rind, aber in einer untersuchten D. nuttalli Zecke nachgewiesen

werden.

Es konnte bei beiden Erregergruppen vermutet werden, dass deren Vorkommen regional stark
begrenzt ist. Die Tatsache, dass die Tierherden teilweise sehr weit voneinander entfernt sind,
wire eine mogliche Erkldrung, warum sich die Erreger im mongolischen Rinder- und
Zeckenbestand nicht ausgebreitet haben. Dagegen sprechen jedoch die durch den Nomadimus
bedingten weiten Wanderungen der Tierherden, welche die Erreger und infizierte Zecken auf

diesem Wege verbreiten konnten.
Eine bisher nicht beschriebene Anaplasmasp., welche dem Bakterium A. ovis

verwandtschaftlich nahe steht, konnte in groen Teilen des untersuchten Rinderbestands und in

adulten Zecken der Art D. nuttalli nachgewiesen werden. Dass D. nuttalli fir die gefundene
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Anaplasma sp. ein Vektor ist, scheint zwar wahrscheinlich, sollte aber in weiteren
Untersuchungen abgeklért werden.

Das Auftreten von 4. marginale konnte in dieser Studie nicht bestétigt werden.

Die Prdsenz von Rickettsia raoultii, Babesia caballi und Theileria equi in der Zeckenart
D. nuttalli in der Mongolei konnte bestétigt werden.
Bor. afzelii konnte ebenfalls in einer D. nuttalli Zecke nachgewiesen werden. Bisher konnte der

Erreger jedoch nur in Zecken der Art 1. persulcatus in der Mongolei gefunden werden.

Zudem wurden Midichloria sp. und Neoerhlichia mikurensis in adulten D. nuttalli Zecken
nachgewiesen. Die Pathogenitét dieser beiden Bakterien ist bisher noch nicht ganz geklart und
ihre Bedeutung fiir die Gefdhrdung der Tiergesundheit eher gering einzuschétzen. Neoehrlichia
mikurensis konnte bereits in Zecken nachgewiesen werden, jedoch in dieser Studie das erste

Mal in Zecken der Art D. nuttalli.

Die Vektorfunktion von D. nuttalli fiir die gefundene Anaplasma sp., T. orientalis, Bor. afzelii
und Midichloria sp. sollte in weiterfiihrenden Studien untersucht werden, da ein Vorkommen
von Pathogenen in bestimmten Zeckenarten noch nicht bedeutet, dass diese die Erreger auch

iibertragen konnen (Estrada-Pena ef al. 2013).

Weitere Veroffentlichungen iiber das Auftreten von verschiedenen zeckenassoziierten
Pathogenen sind im Verlaufe der vorliegenden Studie erschienen. In Selenge, einem
benachbarten Aimag von Khentii, wurden in fast einem Viertel der untersuchten /. persulcatus
Zecken das Vorkommen von Borrelia burgdorferi s.1. mit genetisch unterschiedlichen Borrelia
bavariensis-dhnlichen Stammen nachgewiesen (Scholz et al. 2013). A. phagocytophilum und
A. platys wurden ebenfalls in Selenge in I persulcatus und D. nuttalli Zecken gefunden
(Javkhlan et al. 2014). In einer weiteren Studie wurden B. venatorum, A. phagocytophilum und
Candidatus Neoehrlichia mikurensis in 1. persulcatus Zecken detektiert, die aus den Aimags
Selenge, Arkhangai und Khentii, der Zielregion dieser Studie, stammten (Karnath ef al. 2016).
Die Ergebnisse dieser und anderer kiirzlich erschienenen Studien zeigen, dass bisher in der
Mongolei nicht beschriebene und teilweise neu entdeckte zeckenassoziierte Bakterien und

Héamoparasiten in unterschiedlichen Gegenden der Mongolei zu finden sind.
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Diskussion

Um den mongolischen Rinderbestand vor Gefahren, die durch neu auftretende Pathogene
entstehen konnten, zu schiitzen, ist ein kontinuierliches Monitoring auf zeckenassoziierte

Krankheitserreger in der Mongolei zu empfehlen.
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6 Zusammenfassung

Zecken und von diesen iibertragbare Krankheitserreger stellen weltweit ein Problem in der
Nutztierhaltung dar.

Vor wenigen Jahren berichteten verschiedene Autoren (AbouLaila et al. 2010; Altangerel et al.
2011; Sivakumar et al. 2012; Ybanez et al. 2013) erstmalig liber den molekularbiologischen
Nachweis von den durch Zecken iibertragbaren Erregern (Babesia bovis, Babesia bigemina,
Anaplasma marginale und Theileria orientalis) in Vollblutproben von Rindern aus den
Regionen Khentii, Uvs und Uvurkhangai der Mongolei. Im Falle von T. orientalis konnte dieser
Nachweis auch in Zecken der Art Dermacentor nuttalli gefithrt werden. Dieser Nachweis war
insofern iiberraschend, als dass das Vorkommen der fiir diese Erreger verantwortlichen
Vektoren in der Mongolei bisher nicht gefiihrt wurde.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es daher abzukldren, ob sich die eher in tropischen
Regionen vorkommenden Hauptvektoren der Gattung Rhipicephalus oder andere Vektorzecken
inzwischen auch in die Mongolei ausgebreitet haben, oder ob in der Mongolei heimische
Zeckenarten mit den gesuchten Erregern infiziert sind und diese potentiell auf Rinder
iibertragen konnen. Es sollten daher Zecken und Rinder auf diese und weitere Erreger
untersucht werden.

Von Mai bis Juli 2013 wurde eine epidemiologische Studie in dem Aimag Khentii der Mongolei
in den 6 Somonen Tsenkhermandal, Dschargaltchaan, Delgerchaan, Binder, Dadal und Bajan-
Adarga durchgefiihrt. Diese Somone wurden als Untersuchungsort ausgewdhlt, da hier die
gesuchten Erreger bereits nachgewiesen wurden. Es wurden adulte Zecken aus der Vegetation,
juvenile Zeckenstadien von Nagern sowie EDTA-Blutproben von Rindern gesammelt.
Auflerdem wurden Zecken von den beprobten Rindern in die Untersuchung mit einbezogen.
Die Zeckenarten wurden mittels eines geeigneten Identifikationsschliissels und im Falle der
juvenilen Zecken molekularbiologisch bestimmt. Die Zecken aus der Vegetation, die juvenilen
Zeckenstadien und die Rinderblutproben wurden mit dem PCR basierten Reverse Line Blot
Hybridization Assay (RLB) molekularbiologisch auf die Prisenz von Babesien-, Theilerien-,
Anaplasmen-, Ehrlichien-, Rickettsien-, Neoehrlichien-, Midichloria- und Borrelien- DNS
untersucht. Zur Bestitigung der RLB-Ergebnisse wurden Sequenzierungen bestimmter
Zielgene von einigen gefundenen Erregern durchgefiihrt.

Es konnten insgesamt 2318 (778 m/1540 w) adulte Zecken von Rindern, 310 (169 m/141 w)

adulte Zecken aus der Vegetation und 249 Zeckenlarven von 23 Nagern gesammelt werden.
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Alle adulten Zecken konnten der Art Dermacentor nuttalli zugeordnet werden.

Die RLB Untersuchung der Zecken aus der Vegetation zeigte das Vorkommen von DNS einer
bislang uncharakterisierten Anaplasma sp. (26/310; 8,4 %), Theileria orientalis (1/310; 0,3 %),
Theileria equi (16/310; 5,2 %), Babesia caballi (5/310; 1,6 %), Rickettsia raoultii (252/310;
81,3 %), Borrelia afzelii (1/310; 0,3 %), Midichloria sp. (18/310; 5,8 %) und Neoerhlichia
mikurensis (1/310; 0,3 %).

In den 28 Pools der Zeckenlarven konnte im RLB die DNS von Rickettsia raoultii (27/28;
96,4 %) und Midichloria sp. (2/28; 7,1 %) nachgewiesen werden.

Die DNS der uncharakterisierten Anaplasma sp. konnte im RLB in 153 (31,8 %) der 481
gesammelten Rinderblutproben detektiert werden. Eine phylogenetische Analyse dieser
Anaplasma sp. zeigte eine nahe verwandtschaftliche Beziehung zu Anaplasma ovis.

Babesia bovis, Babesia bigemina und Anaplasma marginale konnten mittels RLB weder in den
Vollblutproben der Rinder noch in den Zecken nachgewiesen werden.

Die nomadischen Tierhalter hatten bei ihren Rindern keine klinischen Zeichen einer bovinen
Babesiose, Theileriose oder Anaplasmose beobachten konnen, die hinweisgebend fiir eine
akute Erkrankung gewesen wiren.

Die Ergebnisse konnen das Auftreten der beschriebenen Erreger nur im Fall von
Theileria orientalis bestétigen.

Aufgrund der Vielzahl und Vielfalt der gefundenen Mikroorganismen und der Befunde aus
anderen kiirzlich erschienen Studien sollten in Zukunft weiterfiihrende Untersuchungen des
mongolischen Tierbestandes auf durch Zecken iibertragbare Krankheitserreger erfolgen, um
eventuell auftretende Risiken fiir die Gesundheit des mongolischen Tierbestandes schnell

erkennen zu konnen.
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7 Summary

»Ticks and tick-borne pathogens of cattle in Khentii District, Mongolia*

Ticks and tick-borne diseases affect the livestock industry worldwide. Recently, several studies
were published which described the molecular detection of the tick-borne pathogens Babesia
bovis, Babesia bigemina, Anaplasma marginale and Theileria orientalis in bovine blood
samples collected from the provines Khentii, Uvs and Uvurkhangai in Mongolia (AbouLaila et
al. 2010; Altangerel ef al. 2011; Sivakumar et al. 2012; Ybanez et al. 2013). Theileria orientalis
was also found in Dermacentor nuttalli ticks collected from the same regions. These findings
were unexpected, as the known tick vectors (mainly Rhipicephalus spp.) are not known to exist
in Mongolia. The aim of this study was therefore to screen Mongolian ticks and cattle for tick-
borne pathogens to investigate if known tick vectors now occur in Mongolia, or if local tick
species may act as vectors for these pathogenes.

An epidemiological study was conducted in the six Somons of Tsenkhermandal,
Dschargaltchaan, Delgerchaan, Binder, Dadal und Bajan-Adarga in the Khentii district of
Mongolia during May to July 2013. The selection of these Somons was based on previous
publications which reported the causal agents of bovine babesiosis, theileriosis and
anaplasmosis to occur in these regions. Ticks and blood samples were collected from 481 heads
of cattle. Ticks were also collected from the vegetation and trapped rodents. All blood samples
and ticks collected from the vegetation and rodents were screened by PCR followed by a
Reverse Line Blot Hybridization Assay (RLB) for the presence of DNA from tick-borne
pathogens. The results of selected RLB-positive samples were confirmed by sequencing.

In total 2,318 ticks (778 males/1,540 females) were collected from cattle, 310 adult ticks
(169 males/141 females) from the vegetation and 249 tick larvae were collected from 23
rodents. All ticks were identified as Dermacentor nuttalli. Known tick vectors of 4. marginale,
B. bovis and B. bigemina were not found in the study region. DNA from a previously
uncharacterized Anaplasma sp (26/310; 8,4 %), Theileria orientalis (1/310; 0,3 %),
Theileria equi (16/310; 5,2 %), Babesia caballi (5/310; 1,6 %), Rickettsia raoultii (252/310;
81,3 %), Borrelia afzelii (1/310; 0,3 %) Midichloria sp. (18/310; 5,8 %) and Neoerhlichia
mikurensis (1/310; 0,3 %) was detected by RLB in adult ticks collected from the vegetation.
Tick larvae were divided over 28 pools, in which DNA of Rickettsia raoultii (27/28; 96,4 %)
and Midichloria (2/28; 7,1 %) was detected. The uncharacterized Anaplasma sp. was also
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detected in 153 (31,8 %) of 481 collected bovine blood samples by RLB. A phylogenetical
analysis of this Anaplasma sp. showed a close relationship to Anaplasma ovis.

Babesia bovis, Babesia bigemina and Anaplasma marginale could not be detected in the blood
samples of cattle or ticks from Khentii district by RLB. None of the farmers reported the
occurrence of diseases with clinical signs of bovine babesiosis, theileriosis or anaplasmosis.
The variety of the found microorganisms and the results of recently published studies
concerning tick-borne diseases in Mongolia emphasize the need for further monitoring of the
Mongolian livestock and tick population for tick-borne pathogens to identify emerging diseases

that may threaten the health of Mongolian livestock.
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Anhang

9 Anhang

9.1 Liste der untersuchten Herden

Tab. 32: Untersuchte Herden

Nr. Somon Koordinaten Probenzahl Vegetationsart Tierzahl
H 001 Delgerchaan N 47°06.535' E 109°07.884' 8 Steppe 36
H 002 Delgerchaan N 47°05.452' E 109°06.240' 8 Steppe 70
H 003 Delgerchaan N 47°01.059' E 109°00.874' 8 Steppe 65
H 004 Delgerchaan N 47°02.475' E 109°01.564' 8 Steppe 57
H 005 Delgerchaan N 47°00.880' E 108°58.662' 8 Steppe 100
H 006 Delgerchaan N 47°03.150" E 108°52.620' 7 Steppe 15
H 007 Delgerchaan N 47°07.320' E 109°06.216' 9 Steppe 21
H 008 Delgerchaan N 47°06.012' E 109°11.232' 8 Steppe 35
H 009 Delgerchaan N 47°04.905' E 109°10.571" 8 Steppe 65
HO010 Delgerchaan N 47°06.431' E 109°13.369' 6 Steppe 32
HO11 Tsenchermandal N 47°36.133' E 109°08.622' 2 Steppe 37
HO012 Tsenchermandal N 47°38.879' E 108°57.128' 8 Steppe 83
H 013 Tsenchermandal Keine vorhanden 8 Steppe 43
HO014 Tsenchermandal N 47°39.931' E 108°54.639' 8 Waldsteppe 76
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Nr. Somon Koordinaten Probenzahl Vegetationsart Tierzahl
H 015 Tsenchermandal N 47°40.751' E 108°49.683' 8 Steppe ?
HO016 Tsenchermandal N 47°39.771' E 108°49.207 8 Steppe 55
H 017 Tsenchermandal N 47°37.699' E 108°41.901" 8 Steppe 36
HO018 Tsenchermandal N 47°45.541' E 109°16.214 8 Steppe 63
H 019 Tsenchermandal N 47°41.846' E 109°13.924" 8 Steppe 42
H 020 Tsenchermandal Keine vorhanden 8 Steppe 49
H 021 Tsenchermandal N 47°40.110' E 109°09.961' 8 Steppe 65
H 022 Dschargaltchaan N 47°38.700' E 109°28.427' 8 Steppe 11
H 023 Dschargaltchaan N 47°38.308' E 109°29.267' 8 Steppe 42
H 024 Dschargaltchaan N 47°42.733' E 109°31.351" 8 Steppe 75
H 025 Dschargaltchaan N 47°43.705' E 109°32.749' 8 Steppe 59
H 026 Dschargaltchaan N 47°41.260' E 109°38.233' 8 Steppe 83
H 027 Dschargaltchaan N 47°41.260' E 109°38.233' 8 Steppe 42
H 028 Dschargaltchaan N 47°25.209' E 109°44.383' 8 Steppe 28
H 029 Dschargaltchaan N 47°17.019' E 109°48.909' 8 Steppe 23
H 030 Dschargaltchaan N 47°17.084' E 109°44.230 8 Steppe 35
H 031 Dschargaltchaan N 47°26.434' E 109°44.100' 8 Steppe 20
H 032 Binder N 48°20.462' E 110°30.738' 8 Steppe 105
H 033 Binder N 48°20.272' E 110°35.992' 8 Steppe 108
H 034 Binder N 48°15.015' E 110°48.292' 8 Steppe 103
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Nr. Somon Koordinaten Probenzahl Vegetationsart Tierzahl
H 035 Binder N 48°38.998' E 110°34.011" 8 Waldsteppe 43
H 036 Binder N 48°39.371' E 110°35.314' 8 Waldsteppe 34
H 037 Binder N 48°40.669' E110°47.444' 8 Waldsteppe 56
H 038 Binder N 48°41.415'E 110°47.276' 8 Steppe 71
H 039 Binder N 48°40.580' E 110°45.525' 8 Steppe 45
H 040 Binder N 48°41.611' E 110°45.370' 8 Steppe 48
H 041 Binder N 48°43.369' E 110°44.054' 8 Steppe 26
H 042 Bajan-Adarga N 48°23.088' E 111°22.327' 8 Steppe 30
H 043 Dadal N 48°52.920' E 111°35.924' 8 Steppe 24
H 044 Dadal N 48°53.717'E 111°33.210' 8 Waldsteppe 54
H 045 Dadal N 48°55.927'E 111°28.481' 8 Waldsteppe 90
H 046 Dadal Keine vorhanden 8 Waldsteppe 66
H 047 Dadal Keine vorhanden 8 Waldsteppe ?
H 048 Dadal N 49°02.170'E 111°27.329' 8 Waldsteppe 25
H 049 Dadal N 49°03.637'E 111°37.793' 8 Waldsteppe 63
H 050 Dadal N 48°58.487'E 111°37.570' 8 Waldsteppe 66
H 051 Bajan-Adarga N 48°32.055'E 111°36.621' 8 Steppe 96
H 052 Bajan-Adarga N 48°32.400'E 111°35.065' 8 Steppe 37
H 053 Dadal N 48°41.260' E 111°20.332' 8 Steppe 74
H 054 Dadal N 48°41.122'E 111°17.064' 8 Waldsteppe 35
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Nr. Somon Koordinaten Probenzahl Vegetationsart Tierzahl
H 055 Bajan-Adarga N 48°40.480'E 111°14.684' 8 Waldsteppe 126

H 056 Bajan-Adarga N 48°38.480'E 111°09.528' 8 Waldsteppe 86

H 057 Bajan-Adarga N 48°38.480'E 111°09.528' 8 Waldsteppe 44

H 058 Bajan-Adarga N 48°26.358' E 110°52.059' 8 Steppe 70

H 059 Bajan-Adarga N 48°17.815'E 111°04.493' 8 Steppe 28

H 060 Bajan-Adarga in der Ndhe von HO61 8 Steppe 153

H 061 Bajan-Adarga N 48°14.563' E 110°59.925' 8 Steppe 80
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9.2 Liste der gefangenen Nager

Tab. 33: Liste der gefangenen Nager, die auf juvenile Zeckenstadien untersucht wurden mit Fundort und Anzahl abgesammelter
Zeckenlarven sowie deren Zustand

Nr.des Somon Koordinaten Anzahl abgesammelter davon Zeckenlarven davon Zeckenlarven
Nagers Zeckenlarven nicht beschidigt beschiidigt
I.1 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 8 8 0

1.2 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 11 2 9

L3 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 4 2 2

L4 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 11 9 2

L5 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 11 10 1

I.6 Bajan-Adarga N 48°15.973' E 111°04.068' 1 1 0

L7 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 0 0 0

1.8 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 1 0 1

1.9 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 4 3 1

1.10 Bajan-Adarga N 48°15.973'E 111°04.068' 5 2 3

II.1 Dschargaltchan N 47°28.361' E 109°27.352' 3 1 2

1.1 Dschargaltchan N 47°31.620' E 109°27.060' 22 16 6

1.2 Dschargaltchan N 47°31.620' E 109°27.060' 18 18 0

1.3 Dschargaltchan N 47°31.620' E 109°27.060' 8 8 0

1.4 Dschargaltchan N 47°31.620' E 109°27.060' 30 27 3
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Iv.1 Dschargaltchan N 47°27.466' E 109°26.043' 2 2 0
Iv.2 Dschargaltchan N 47°27.466' E 109°26.043' 4 4 0
Iv.3 Dschargaltchan N 47°27.466' E 109°26.043' 15 8 7
V.1 Dschargaltchan N 47°29.602' E 109°28.988' 19 16 3
V.2 Dschargaltchan N 47°29.602' E 109°28.988' 4 4 0
V.3 Dschargaltchan N 47°29.602' E 109°28.988' 1 1 0
VI.1 Dschargaltchan N 47°30.879' E 109°29.597' 20 18 2
VI.2 Dschargaltchan N 47°30.879' E 109°29.597' 29 26 3
VL3 Dschargaltchan N 47°30.879' E 109°29.597' 18 14 4
Summe der Zeckenlarven 249 200 49
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9.3 Herdenfragebogen

Herdenfragebogen

Herdennr.

Aimag

Somon

Koordinaten

Name des Viehzichters

Vorname des Viehzichters

Datum

Vegetationsgebiet
Anzahl der Rinder

Antiparasitire Behandlung

Nein Ja Wann? Was?

Ernahrungszustand der Herde

Schlecht MittelmaBig Gut

Himoglubinurie

Nein Ja

Krankheiten

Welche und wann?

Mortalitiiten

Wie viele und wann; Grund des Todes, wenn bekannt; Alter der verstorbenen Tiere?

Auffilligkeiten
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9.4 Fir die phylogenetische Analyse verwendete Gensequenzen der

gefundenen Anaplasma sp.

16S
CATGCAGTCGAACGGACCGTATATGCAGCTTGCTGCGTATACGGTTAGTGGCAGA
CGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTGCCTAGTAGTATAGGATAGCCACTAGAAAT
GGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGYTACTAGATGAG
CCTATGTCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGGTGATCTGT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGC
TATGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAG
ATAATGACGGTACCTACAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCATGTA
GGCGGTTTGGTAAGTTAAAGGTGAAATACCAGGGCTTAACCCTGGGGCTGCTTTT
AATACTGCAGGACTAGAGTCCGGAAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGT
GAAATTCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCCG
GTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTGCTGAATGTGGGGGCTTTTGCCTCTGTGTTGT
AGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTAAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGC
AACGCGAAAAACCTTACCACTTCTTGACATGGAGGCTAGATCCTTCTTAACGGAA
GGGCGCAGTTCGGCTGGGCCTCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGTAACCCTCATCCTTAGTTACC
AGCGGGTAATGCCGGGCACTTTAAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGG
TGGGGATGATGTCAAGTCAGCACGGCCCTTATGGGGTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGCGACTACAATAGGTTGCAACGTCGCAAGGCTGAGCCAATCCGTAAAAGT
CGTCTCAGTTCGGATTGTCCTCTGTAACTCGAGGGCATGAAGTCGGAATCGCTAG
TAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCTCGGGTCTTGTACACACTGC
CCGTCACGCCATGGGAATTGGCTTAACTCGAAGCTGGTGCGCCAACCGTAAGGAG
GCAGCCATTTAAGGTTGGGTCGGTGACTGGGGGAAGTCGTA
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GroEL
ATAATCGCTAAGGAGGCGTAGTCCGACGCGCAGGTTTGGTTCGTTAAGTTTGATT
TAGGAGGTTATAAATGGCAAATGTTGTTGTTACGGGCGAAGCATTAGATAAATCT
ATAAGGGAGGTGGTGCGCATCCTGGAGGACGCTGTTGGTTGCACCGCCGGCCCA
AAGGGGCTCACCGTCGCTATTAGCAAGCCTTACGGGTCCCCGGAGATCACCAAGG
ACGGGTATAAGGTCATGAAAAGCATAAAGCCTGAGGAGCCCTTGGCGGTTGCTA
TCGCGAACATAATTACTCAGAGTGCGTCTCAATGCAACGATAAGGTCGGTGACGG
AACCACCACGTGCTCCATACTGACTGCAAAAGTTATCGAGGAGGTGTCCAAGGCC
AAGGCAGCCGGCGCTGATATAATAAGCATAAAAAATGGGATCTTAAAAGCCAAG
GAGGCTGTGCTTACAGCTTTGCTGTCAATGAAGCGTGAAGTGGCATCTGAGGACG
AAATCGCACAGGTCGCTACTATATCTGCCAACGGGGACAAAAACATAGGCGGCA
AAATAGCACAGTGTGTCAGGGAAGTTGGCAAAGATGGGGTGATAACGGTAGAGG
AGAGCAAGGGGTTCAAGGACCTCGAGGTCGAAAGGACTGACGGTATGCAGTTTG
ACCGCGGATACCTGTCCCCTTACTTCGTAACTAACGCTGAGAAGATGTTGGTAGA
GTTCGAGAATCCGTACATATTCCTGACTGAAAAGAAAATCAATCTAGTACAAAAC
ATACTGCCAGTACTGGAGAATGTTGCTAGGTCAGGAAGGCCATTGCTGATCGTCG
CGGAGGACGTAGAGGGTGAGGCGCTAAGTACACTGGTGCTTAACAAGCTGCGCG
GGGGCCTGCAGGTTGCGGCTGTTAAAGCACCCGGTTTCGGCGACAGAAGAAAGG
ACATGCTCGGCGATATTGCTGTAATAGCTGGTGCAAAGTATGTGGTAAACGACGA
GCTTGCGGTAAAGGTTGAGGACATAACTCTGGAAGATCTCGGTACTGCCAAGACT
GTACGCATCACTAAGGACACAACCACAATCATAGGAAGCGTCGACAGCAACGCC
GATAGTATCACCAGCAGGATTAGCCAGATTAAGTCCCAGATTGAGGTTTCTTCTT
CTGATTACGACAAGGAAAAGTTGAAGGAGAGGCTAGCAAAGCTCTCAGGCGGGG
TTGCCGTACTTAAGGTTGGTGGCTCTAGTGAAGTTGAGGTCAAAGAGCGTAAGGA
TAGGGTCGAAGATGCTCTGCATGCGACTAGGGCCGCGGTCGAGGAAGGCGTGGT
ACCCGGCGGTGGGGCTGCCTTGCTGTATACGCTCGCATCTCTGGACGGCGTAAAA
GGGAAGAATGATGATGAGCAGCTGGGTGTCAATATAATAAAGCGCGCTGTTTGT
GCCCCAATAAAGAGGATCATCAAAAATTCCGGATCCGAAGAGGCTCCATGTGTTA
TCCAGCACTTGCTGAAGCAGAACGACAAAGAGCTTATCTTCAATGTTGACACCAT
GAACTACGCCAACGCGTTCGCTTCCGGGGTTATGGACCCTCTAAAGGTGGTGCGC
ATCGCGTTTGACTTGGCTGTGTCACTCGCGGCTGTATTCATGACTTTAAACGCAGT
GGTTGTGGACGTCCCCAACAAGGAAGATGCAACGGGCG
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MSPS
ATGAGAATTTTCAAGATTGTGTCTAACCTTCTGCTGTTCGTTGCTGCCGTGTTCCT
GGGGTATTCCTATGTGAACAAGAAGGGCATTTTCAGCAAAATCGGCGAGAGGTTC
ACCACCTCCGAAGTTGCGAGCGAGGGCATAGCCTCCGCATCTTTCAGCAATTTAA
TTAACCATGAGGGGGCCACCGTCAGTAGCAGCGATTTTGGCGGCAAGCATATGCT
GGTGATGTTCGGCTTTTCGGCCTGCAAGCGCACGTGCCCTGCCGAGTTGGGAATG
GCCTCTCAGCTCCTAAATAGGCTAGGCGACCATGCCGATAAGCTGCAAGTTGTGT
TCATAACTGTTGATCCGAAGAATGACACCGTAGCCAAGCTGAGGGAGTATCACA
GGGCTTTCGATGCAAGGATTCAGATGCTAACAGGTGAGGAGGCAGACATAAAGA
GCGCGGTCGAAAACTACAAGGTGTACGTGGGTGACAAAAAGGCAAGCGATGGTG
ATATCGATCACTCAACCTTCATGTACCTCATTAATGGAAAAGGCGAGTATGTTGG
GCATTTCGCACCAGATTTTAACGCGTCTGAGGGCCAAGGCGAGGAGCTACTCAAG
TTTGTTAGCGGTCACATGCTTAATTCTTAGTTTAGTTAAGCATGGTAGCGGTACAG
TTTCGCGTGTTGTCCTTGGTGAGGAGGCAGTAGGAAGTATGGTGGGGCTTTGGGG
GTTTTCTTTTGTGGCGCTTGTCGCGCTTGCGTTAGAGGCTGGAGCTGATCAGATTA
GGGTAGTCGGCTCTTCTACCGTGTTCCCCTTTATTTCTTCTGTCGCTGAGGAGTTC
GGTAGGTCTCCGCCTATAGAACCCCGTCATAGGATCGT
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