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A. Einleitung

A.1 Diein dieser Arbeit beriicksichtigten Zecken

A.1.1 Allgemeines zu Zecken

Urzdtrelikte

Der Ursprung der Zecken liegt in der friihen bis mittleren Kreide2mtwaren alsgchon
Zeitgenossen der Dinosauridhre ersten Wte warenwahrscheinlich Reptilien oder
Amphibien (Nava et al. 2009) Menschen wurden bereits prahistorisch véeacken

befallen, wie eine menschliche Mumie uKdprolithe beweisen (Baker 2009). Auch der

Gl etschermann A¥tzifA wurde von Zecken ges:
(Keller et al. 2012).In der Antike war die medizinische Bedeutung der kéecden

Agyptern bekanntund Zeckenfieber wurde 1500 v. Cr.@mer Papyrusrolle beschrieben.

Homer erwdhnte Zecken in der lljasnd Aristotelesschilderte Beobachtungen zum
Vorkommen von Zecken. Plinius der Altere stellte einen Bezug zur Medizi(Hhiard

1996, S. 14)

Ubertrager von Krankheiten

Von Zecken wird eine groRere BandbrgisghogeneMikroorganismen auf Menschen und
Tiere Ubertragen als von jedem anderen Vel®ae.zahlen zu den Vektoren, die fur die
groRRte Anzahl von Infektionen verantwortlisind Nach den durch Moskitos tUbertragenen
Pathogenen sind durch Zecken Ubertragene Krankheitserreger wahrscheinlich die
zweithaufigste Ursache von Krankheiten bei Menschen, die durch Vektoren Ubertragen
werden(Jongejan und Uilenberg 2008ei den Nutzieren sind Zecken wahrscheinlich

derwichtigste VektoriberhauptZu den tbertragenen Pathogenen zéhlen Viren, Bakterien
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und Protozoen. Es wird veutet, dass weltweitdurch Zecken Ubertragene Pathogene
jahrlich etwa 10@00 Erkrankungen bei Menscheeruisachen(de la Fuente J et al.
2008) Zecken stellen aufgrund der von ihnen Ubertragenen Pathogene eine Gefahr fur die
Gesundheit dar. Deswegen ist es wichtig, tUber die Verbreitung der unterschiedlichen
Zeckenarten und der von ihnen potenziell Gbertragéfrankheitserreger Informationen

zu besitzen. Zur Abschatzung des Infektionsrisikos mit durch Zecken ubertragenen
Krankheiten waéare es wuilnschenswert, GesetzmalRigkeiten zur Verbreitung der
verschiedenen Zecken und der Pravalenz der unterschiedlichen Patho@pesézen. Das
Wissen uber die durch Zecken Ubertragenen Krankheitserreger ist wichtig, um geeignete
MalRnahmen zu ergreifen, udme durch die Zecken verursachten Gefahe@mzuschéatzen

und ihnerentgegen zu wirken. Stehen Impfungen zur Verfigung, kodiese mit Wissen

Uber die Verbreitung von Zecken und Pathogenen gezielter eingesetzt werden. Das Wissen
um vorliegende Belastungen der Zecken mit Pathogenen erhdht das Bewusstsein fur
eventuell auftretende Krankheiten und erméglicht es, eine an die Gatale angepasste
Diagnostik durchzufihren. Die Informationen, die zur Verbreitung von Zecken und der

durch siglibertragenen Pathogene vorliegen, sind lickenhatt.

Zecken gehodren im Reich défetazoa(vielzellige Tiere) zum Stamm dekrthropoda
(Gliederful3e). Dort werden sie dem Unterstamm d&hnelicerataund nnerhalb dieses
Unterstammes der Klasse dérachnda (Spinnenartige) zugeordnetnnerhalb e@r
Arachnidagehoren die Zecken dekcari (Milbenartige) an. Zecken werden zur Ordnung
der Metastigmatagezihlt. Diese Ordnung teilt sich in drei Familien auf. Dxedidae
(Schildzeckep stehen derArgasidae (Lederzecken) gegentber. Eine Zwischenstellung
nimmt die Familie derNutallieddae ein. Diese Zeckenfamiliebesitzt ein teilweise
sklerotisiertes Ruckenkitd (PseudeSkutum)und scheint der Stammart am ahnlichsten zu
sein. Die Familie derixodidae beinhaltet weltweit ungefahr 650 Artetn Deutschland
kommen ca. 23 Aen vor. Schildzecken sind die vorherrschende und artenreichste Familie
der Zecken. In ihkommen die meisten medizinisch relevanteneArvor. Die Familie
wird in Langrusselige Rrostriata) und Kurzrisselige Nletastriatg eingeteilt. Die
langrusseligen Zecken, zu den@odes ricinusgehort besitzen keine Linsenaugen. Diese
sind ein wichtigedJnterscheidungsmerkméHillyard 1996, S. &1), (Lucius und Loos
Frank 2008)
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EM ™\

o)

a) nuchternes Wbchen; b) nuchternes Ménnchen; c) VentralsBisgmacentorsp.; d)
Mundwerkzeuge Dermacentor sp; e) TarsusDermacentor sp; AN = Anus; CH =
Cheliceren; CHS = Chelicerenscheide; CX = Coxa; EM = Empodium; GN = Capitulum
= Geschlechtséffnung; H = Hypash; KL = Klaue; O = Oesophagus; PP = Pedipalpus; S
Scutum; SP = Speichelgang; STI = Stigma; TA = Tarsus

Abb.A.1: Schematische Darstellung einer Schildzgdkehlhorn 1989, S. 27@77)
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A.1.2 Gemeiner Holzbock (Ixodes ricinus)

Phylogenie:Bei Ixodes ricinus(l. ricinus, deutsche Bezeichnungtolzbock) handelt es
sichum die in NordwesEuropa héaufigst&@eckenspees. |. ricinus gehort zu Familie der
Schildzecker{Ixodidag undzu den langrisseligen Zeckd?rstriata).

Morphologie: Ausgewachsene Weibchen sind 3,5 bismtb lang. Beine und Schild
(scutum) sind dunkelbraun. Der Koérp@loscutum)hat eine rétliche Farbunddit Blut
vollgesogenhat das Weibchen eine Lange von-12mm. Der Korper nimmt in diesem
Zustandeine graubraune Farbe anricinus besitzt keine Linsenaugen.

Wirtspektrum Ixodes ricinusbesitzt ein sehr groRes Wirtspektrubie Zeckeist 3-wirtig,

das heildtjedes Zeckenstadium saugt einmal auf einem jeweils anderen Wirtddimotz
konnen alle Sdien dieser &ckenart gleichzeitig &ueinem Wirt vorkommen.
Normalerweise parasitieren die Larven und Nymphenkbaihen Saugetieren, aber auch

auf Vogeln wie Amseln Turdus merul oder GrasmuckenS§lvia spp). Larven und
Nymphen werden sogar auf Réiph gefunden. Die adulten Stadien findet man haufiger
auf groBeren Tieren wie Schafen, Rindern, Rehen und Hunden. Selten und mehr zufallig
findet man Ixodes ricinusauch auf FledermauseNannchen findeman selten saugend

auf Wirtstieren

Verbreitungsgeiet Ixodes ricinuskommt in ganz Nordwesteuropa und gro3en Teilen der
westlichen Paldrktis (von Island bis Zentralasigmor. Stdliche Grenze der Ausbreitung
ist das Atlasgebirge in Nordafrika.

Okologische Anspriichdiese Zecke bendtigt eirdichtes Nkrohabitat, was z. Bdurch

eine dichte Bodenschicht gewahrleistet wird. Je dichterkaautschicht ausgepragt ist,
dego groRer ist der Zeckenbefall. Die Zeckenaktivitatsperiode wird aber auch maf3geblich
durch Trockenperiodeund Verfiigbarkeit von \sen beeinflusst.

Potenziell GUbertragene Krankheitserredrodes ricinudst die bestuntersuchte Zeckenart.
Dementsprechendt ein sehr breites Spektrum Ubegeser Pathogene in ihr beschrieben
worden Darunter Vertreter von Viren, Bakterien und Protozoe

Das wichtigste in Deutschland Ubertragene Virus ist das Frihsommermeningoenzephalitis
Virus (FSMEV) Aberin Deutschlandvurden auch Tetthargind EyachVirus in Ixodes
ricinus nachgewieserDie Liste der Ubertragenen bakteriellen Pathogene ist sehrDeaa
wichtigste und bekannteste durdkodes ricinusibertragene Bakterium igBorrelia
burgdorferi sensu latoAber auch die meisten Rickettsienartere Rickettsia conoti
Rickettsia helveticaind Rickettsia raoultiwurden inlxodes ricinusnachgewiesn. Auch
andere zur Familie deRickettsiaceaeggehdrende Bakterien wi€oxiella burnetiund
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Anaplasma phagocytophiliumerdendurchlixodes ricinugibertragen. Das phylogenetisch
weiter entfernt stehende BakteriuRrancisella tularensiswurde ebenfallsin Ixodes
ricinus nachgewiesen undlie Ubertragung beobachteDie Gruppe der einzelligen
Organismen wird durch die Familgabesiidaevertreten Babesia divergesnundBabesia
microti sind zwei Vertreter dieser Familie, von denen beschrieben wurde, dass sie in
Deutschland durch Ixodes ricinus Ubertragen werden (Hillyard 1996, S. 3132).
Mindestens ein weiterer Vertreter dieser GattuBapgesiavenatorum wurde in Europa als
humanpathogeheschrieben.

A.1.3 Auwaldzecke (Dermacentor reticulatus)

PhylogenieWie Ixodesricinus auchgehdrtDermacentor reticulatugu denSchildzecken
(Ixodidad. Innerhalb dieser Familjeaber im Gegensatz zu ricinus dort zu den
kurzrisseligen ZeckefMetastriatg und muss deswegen beim Saugakt unbedingt eine
leim- oder kittartige Subste ausscheiden, weil sonst eine effektive Verankerung in der
Stichstelle nicht moglich ware.

Morphologie: Derma@ntor reticubtus (D. reticulatus) ist eine eher grol3eZecke.
Weibchen besitzen eirlginge von 10nm, Mannchen eine Lange von 4£8mm. Das
eindeutge Unterscheidungsmerkmal gegber anderen Zeckerst das Emaille-artig
ornamentierte Schildim Gegensatzzu I. ricinus besitzt diese Zecke Augen, die am
aulBeren Ende der breitesten Stelle Selsildeslokalisiert sind.Die Palpen sind kurz und

dick. Auf der Rickseite der Zecken am unteren Rand des Korpers befinden sich 11
FestoneD. reticulatusund marginatuskdénnen durch einen nach hinten gerichteten Dorn
an den Palpen, der bBiermacentor marginatugehlt, und einen breiten zu den daneben
liegenden parallel verlaufenden Dornen an der Caxatérschiedemwerden.

Wirtspektrum: Die erwachseneZecke befalltwilde und domestizierte Saugetiere, aber
auch den Menscher(Hillyard 1996, S. 116120) Larven und Nymphen leben
ausschliel3lich in den Bautererdvon ihnen befalleneWirtstieren (Uber 30 kleine
Wirbeltierg z. B. Eichhoérnchen Sciurus vulgariy PferdespringerGattungAllactaga),
verschiedene Spitzmause (GattiBayicidag u.s.w. Siestellen somit keine Gefahr flir den
Menschen dafimmler 1973)

Verbreitungsgebiet:Dermacentor reticulatusist von Europa bis Zentralasien weit
verbreitet. Die Zeok kommt in Frankreich, Spanien, der Schweiz, England, Belgien,
Deutschland und Polen vor.

D. reticulatushat sich in den letzten Jahren verstarkt imtSehlandausgebreitet.
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Okologische AnspriicheDie Auwaldzecke bewohnt Grasland wie Wiesen, kommt aber
auch in Waldern vor.

Potenzell Gbertragene Krankheitserregdd: reticulatusist daftir bekanntverschiedene
BabesienarterB( divergens, Babesia micraind Babesia caniszu Ubertragen. Es ist auch
beschrieben, dass diese Art &&SMEV Ubertragen kann. Weitere durbh reticulatus
Ubertragene Krankheitserreger sRdconoriund Francisella tularensigHillyard 1996, S.
120).

A.1.4 Reliktzecke (Haemaphysalis concinna)

Phylogenie: Wielxodes ricinusund Dermacentor reticulatusgehdrt Haemaphysalis
concinna zwenlxodidaelnnerhalb dieser Familie gehdtaemaphysalis concinreu den
Metastriata

Morphologie:Die Palpen ragen oberhalb der Basis zur Seite Bass ist kurz und breit.

Das Scutum ist fast rund. Diese Zecke hat eine kurze partid und einen brah nach

hinten zeigenden Dorn afrochanter |I. Das Capitulum ist kurz und die Palpen bi#ite
MusterungoderAugen sind nicht vorhanden. Normalerseibesitzt die Zecke 11 Festone,

die auch schon bei den Nymphen vorliegen. Anders al$. biginus und D. reticulatus
scheinen die Nymphen verkleinerte Formen der Imagos zu sein. Nymphen und Larven sind
im Gegensatz zWD. reticulatusin der freien Naturauf Wirtssuche.Ausgewachsene,
ungesogene Weibchen haben eine Langebi®aud4 mm

Wirtspektrum Der wichtigste Wirt fur die Imagos sind Rehe. Sie werden aber auch auf
Rindern, PferdenHunden, Katzen und Hasen gefunden. Larven und Nymphen kommen
auf Reha, Igeln, Nagern, Reptilien und Vdgeln volymphen wurden auch von
Menschen entfernt.

VerbreitungsgebietDie Reliktzecke kommt in Frankreich, Deutschland und Polen vor.
Ostwarts wurden Vorkommen in China und Japan beobakhi@eutschland wurde sie
nake Hannover, in Lineburg und Siadisen beobacht@illyard 1996, S. 116120).

Okologische Ansprich®ie Reliktzecke bewohnt gemaRigte Laubnd Mischwalder

Potenzell tbertragene Krankheitserregétaemaphysalis concinnaird mit Francisella
tularensis und dem FrihsommermeningoenzephaWtisis assoziiert. Es wurde
beschrieben, dass die ZedR&kettsia sibiricalbertragen kanrir Borrelia spp scheint
Haemaphysalis concinngein guter Vektor zu seirKahl konnte 1996 keine unter96 H.
concinnaZecken finden, die Trager voB. burgdorferiwar (Kahl et al. 1992)
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A.2 In dieser Arbeit beriicksichtigte Pathogene

In dieser Arbeit wurden die in Berlin relevanten durch Zecken tbertragenen Krankheiten
bertcksichtigt. Berlin und seine Umgebugehdrtennoch niezu den Risikogebieten fur

die FruihsommeMeningoenzephaltis (FSMEParuber hinaus wde in Berlin noch nie

ein FSMEFall registriert, dessen Infektion im Berliner Gebiet erfolgt Belbst in
Risikogebieten, in denen die Wahrscheinlichkeith mit FSMEzu infizieren hoher ist,

fand man bei Untersuchungen von sehr grof3en Mengen Zecken aller Entwicklungsstufen
nur eine geringe Pravalenz des FSMiEus. Da Berlin nicht zu den Risikogebieten fur
FSME gehdrtist eine Pravalenz des Virus von unter einerozBnt zu erwarten. Eine
statistische Aussage Uber die Haufigkeit des FSMESs im Gebiet von Berlin kénnte
wahrscheinlich erst bei einer StichprobengréRe von mehreren Tausend Zecken gemacht
werden.Deswegen wurde sich auf die bakteriellen durch Zeckerirdlgenen Krankheiten
konzentriert deren Pravalenz in Zecken hoher(Btefanoff et al. 2012), (Bingsohn et al.
2013), (Suss et al. 1999Lommano et al. 2012)

A.2.1 Borrelia burgdorferi

Bei Borrelia burgdorferi sensu lato(B. burgdorferi sl) handelt esish um ein gram
negatives Bakterium.

TaxonomischeEinordnung:Borrelia burgdorferigehért zur Ordnung deBpirochaetales
Innerhalb dieser Ordnung wird es deamilie der Spirodaetaceaeund der Gattung
Borrelia zugeordnet

Morphologie: Das Bakterium besit eine inkonstante Anzahl von Windungen, ist
zwischen 10 und 3fim lang und hat einen Durchmesser zwischen 0,2 ungdrd,Die
einzelnen Windungen haben eine Lange von 1,5 bisu3,8Das Bakterium besitzt 7 bis
11 Endoflagellen. Das Erbgut des Bakteriustsauf einem Chromosom und mehreren

linearen und zirkularen Plasmiden lokalisiert. Das Bakterium gilt als mikroaerophil.

Innerhalb der Familie der Spirochaten wird die Gattung der Borrelien mit Hilfe der
Sequenzanalyse der 16S rRNA abgegrenzt. Die Ga#nothalt etwa 20 Arten und wird in
Borrelien, die das Ruckfallfieber verursachamd in die Borrelien, die die Lyme
Borreliose verursachemnterteilt. Letztere werden in dem KomplBerrelia burgdorferi

sensu lato zusammengefasst (Satz 2010,i1%3)2
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Tab. A.1: Ubersicht der verschiedenen BorreliengenotyfRudenko et al. 2011), (Satz 2010, Si 30

40),(Mayne 2012]Masuzawa et al. 1996{F6ldvari et al. 2005)

: Assoziierte Kompetenter
Genotyp Verbreitung Manifestationen Wirte Vektoren
noch nicht als Waldhasen
.. . |. dentatus,
B. andersonii lc\ltg\r,]vnzgtril::’ut humanpathogen (Sylvilagus | lari
beschrieben floridanug - Scapularis
. ricinus,
\(/)Vsetztdro . komplette |. persulcatus
B. afzelii Sibirien pa, Auspragungler Kleine Sauger I. pacificus,
Fernost’,]apan Borreliose [. minor,
|. dentatus,
Nordamerila o _
(Kalifornien, systemische H N I. spinipalpis,
B. bissetii New York) Meningitis, Erythena nl?rssglkenager’ I. pacificus,
: migrans En rdli i
’ . ricinus,
Sibirien)
Vogel (fir OspA ‘i
komplette . ricinus,
B. garinii iu_ropa und Auspragungler Serotyp 4 auch I. persulcatus,
sien Borreliose Nager . uri
(Apodemusp) | '-unae
Erythema migrans, . N
B. japonica Japan Lymphknoten Kleine Sduger I. ovatus
(Nager)
schwellung,
Nordamerika
(Nordost und K |
WestkUistg omp gtte . . -
B. burgdorferi West und Auspragung der Sauger, kleine | |. scapularis,
sénsu stricto Osteuropa, nicht Borre_liose Sauger wie I. pacificus,
o klassischer Erreger | Nager, Vogel . ricinus
in Sibirien L
Eernost ur’ld der LymeArthritis
Japan
udchin . .
g;gtcrallcﬁi’na noch nicht als kleine Sauger
B. sinica Taiwan Nep’al humanpathogen (Niventer I. ovatus
ThaHana " | beschrieben confucian)
Holland,
Belgien, . N
B. spielmanii Deutschland, Erythema migrans Sle.ben.schlafer . ricinus
Frankreich, (Glis glis)
Tschechien
B. Kii noch nicht als '
tanukil Japan humanpathogen Sauger (Nagér | I. tanuki

beschrieben
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: Assozierte Kompetenter
Genotyp Verbreitung Manifestationen V\?irte Vektoren
noch nicht als
B. turdi Japan humanpathogen Sauger (Nager) | I. turdus
beschrieben
. ricinus,
B. valaisiana \(/)Vsetztw:p?a Erythema migrans Vogel I. persulcatus,
I. columnae
West und
Osteuropa
(Portugal,
Spanien, Italien,
Frankreich,
Schweiz, Polen,
Tschechien, Chronische,
B. lusitaniae Slowenien, unspezifische Zugvogel . ricinus
Moldawien, Hauterkrankung
Weildrussland,
Ukraine),
Turkei,
Nordafrika
(Tunesien,
Marokko)

PahogeneseDringendie Bakteien in die Haut ein, proliferieren siand es erfolgtokal

eine Ausbreitung. Folgest die Ausbildung von typischen Entzindungsreaktionen. Die
lokale Durchblutung erhdhtund Entziindungszellen wandern ins Gewebe. Durch diese
Vorgange kommt es zur Rotunder Haut. Charakteristischerweise bildet sich eine
ringférmige Rotung aus, sobald sich die Haut im Zentrum erholt und die Proliferation der
Borrelien zentrifugal fortschreiteDie Hautrotung heil3t Erythyma migrans und ist die am
haufigsten beschriebene aifestationder LymeBorreliose. In Europa wird es nur bei
30% der BorreliosePatienten beobachtet. Im Gegensatz dazu wird es b% €er
BorreliosePatienten in den USA beschrieben (Satz 2010, Si. 218 Verantwortlich fur

die Entzindungsreaktion idie Immunantwort der befallenen Person. Zum einen werden
das Komplementsystem und die Maghagen aktiviert. Zum andererrd die spezifische
Antikorperbildung in Gang gesetdin weiteren Verlauf der Krankheit disseminierdie
Spirochatenuber den Blut und Lymphweg und besiedeln verschiedene Organe. Eine
Manifestdion der LymeBorreliose in den jeweiligen Orten geht in der Regel mit der
Anwesenheit lebender Erreger am Ort der Entzindung einher. Das dominierende

pathologischanatomische Korrelat der Edakung sind perivaskulare mononukleare
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(lympho-plasmazellulare) InfiltrateBeim Lymphadenom nehmen die lymphohistiozytaren
Infiltrate einen lymphknotenartam Aufbau arf{Suerbaum et al. 2012, S. 3B33).

A.2.2 Bakterien der Gattung Rickettsia

Taxonomische Eimalnung Die Bakterien deGattungRickettsiagehdrenzur Klasse der

U-Proteobacteria Dort werden sie in der Ordnung dRickettsialesangeordnet Diese
Ordnung enthalt digcamilie der Rickettsiaceaeln dieser Familie werden sie in der
GattungRickettsiazusammengefasst

Tab.A.2:

Ubersicht der verschiedenen Rickettsienar@®obler und Wolfel 20090515fMcDade et al.

1980),(Maina et al. 2012; Pére@sorio et al. 2008)(Fornadel et al. 2013)(Switaj et al. 2012)(Lin und
Decker 2012)BotelhaNevers et al. 2013 avalaCastro et al. 2009 Renvoisé et al. 2012)

Rickettsienart Verbreitung Erkrankung kon\w/sﬁ;[gnter Vektoren
Subsahara Amblyommzaspp
R.africae Afrika, Afrlkams_che_s unbekannt Hyalomma dromeaii
g Zeckenbissfieber Rh decoloratus, Rh
Karibik J
annulatus
Milben (Liponyssoides
' sanguineu
R. akari vermut!lch Rickettsienpockell Ratten, Mause| .. g. b .
weltweit moglicherweise
Rh sanguineus
R.aeschlimannii Afrika, Zeckenbissfieber | Zecken Hyalommg marginatum
Europa Rh appendculatus
R.australis Australien, | Queensland unbekannt I' holocyc.lus,
Tasmanien | Flecktyphis I. tasmani
R.heilongjjangensis| Ferner Osten| Zeckenbissfieber | unbekannt D. silvarum
l. ricinus,
R helvetica Europa, Aneruptives Zecken |. ovatus,
' Asien Zeckenbissfieber | (1. ricinus) I. persulcatus,
I. monospinus
potenzell
R.parkeri Sudamerlka, Makulires Eieber Hun_d_e _Canls Amblyomma maculatun
Nordamerika familiaris), Amblyomma trisre
Zecken
Mensch
Afrika,Asien, (Homo
R prowazekii Zentral und | Epidemsches sapien3 Kleiderlausg(Pediculus
-P Sudamerika | Fleckfieber Eichhdrnchen | humanus)
USA (Sciurus

carolinensiy




16 A Einleitung
Rickettsienart Verbreitung Erkrankung korr\}\p;ﬁ;tgnter Vektoren
potenzell
Mittelmeer | Boutonneuse Hunde Canis
R. conorii region, Fieber familiaris), Braune Hundezecke
' Mittlerer (Mittelmeerfleck | Zecken (Rh sanguineus)
Osten, Afrika| fieber) (Rhipicephalus
sanguineups
potenzell
E;:Z?hns?ém Hunde Canis
. . ' i iliari Rh [
R. conorii caspia KOSOVO, A_stgachlsches fam;llans), sangglneus
Tschad, Fieber Zecken Rh pumilio
Frankreich (Rhlpl(_:ephalus
sanguineups
R. conori indica Indien Indischer unbekannt Rh sanguineus
Zeckentyphus
Israel,
Portugal, Israelisches
R. conori israelensis| Sizilien, o unbekannt Rh sanguireus
. Zeckenbissfieber
Tunesien,
Lybien
Typische Katzenfloh Katzenfloh _
Afrika, Rickettsiose (Ctenocephta- | (Ctenocephlides felis),
R, felis Siidamerika, | zeichen mit des feli3, Zecken
' Europa, Einbeziehung deg Zecken Haemaphysalis flava,
Asien zentralen (Haemaphysa | Rh sanguineus,
Nervensystems | lis flava?) |. ovatus
|. granulatus
R honei Ausf[rallen, Flinders _Isla_nd unbekannt Haemap_hysalls
Thailand Zeckenbissfieber novaeguineae,
Rh haemaphysaloides
Queensland, Haemayhysalis
R. honei marmionii | Tasmanien, | Zeckenbissfieber | unbekannt novaeguineae,
Sidaustralier] I. holocyclus
Haemaphysalis flava,
5 Haemaphysalis
: . Japa, Ostliches . :
R.Japonica Sudkorea Zeckenbissfieber unbekannt Ionglfzornls, .
D. taiwanensis,
|. ovatus
R.monacensis Europa,. Zeckenbissfieber | unbekannt . ricinus
Nordafrika
Rh sanguineus,
Europa, potenzell Rh turanicus,
R. masiliae USA, Zeckenbissfieber | Hunde Canis | Rh. muhsamae,
Sudamerika familiaris) Rh lunulatus,

Rh.sulcatus
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Rickettsienart Verbreitung Erkrankung korr\}\p;ﬁ;tgnter Vektoren
D. variabilis,
. D. andersoni,
poterziel Amblyomma
R. rickettsii Amerika Rocky Mpuntam Hun'd_e Qanls cajennense,
Zeckenbissfieber | familiaris),
Amblyomma
Zecken
arueolatum
Rh sanguineus
Europa, D. mqrglnatus,
Zentrat D. reticulatus,
R. raoultii Ostsibirien, | TIBOLA, nur in Zecken . ricinus,
' Zentral und | ZeckenbisBeber D. nuttalli,
Ostasien, Rh. Pumilio,
China D. silvarium
Hyalomma asiaticum,
Russland, Nordasiatisches Hyalomma truncatum,
R. sibirica China, Lo unbekannt Hyalommaanatolicum,
: Zeckenbissfieber
Mongolei Hyalomma excavatum,
Hyalommatruncatum
Hyalomma asiaticum,
R. sibirica Eurona Hyalomma truncatum,
m.on olitimonae Afrikg Asien Lymphangitis unbekannt Hyalomma anatolicun,
9 ' Hyalomma excavatum,
Hyalomma truncatum
D. reticul
R. slovaca Europa, TIBOLA unbekannt retlcu_ atus,
Asien D. marginatus
Ratten Rattus
. . Endemisches norvegicus .
R. typhi weltweit Fleckfieber und Rattus Xenopsylla cheopis
rattus)

Morphologie: Bakterien der Gattungrickettsiasind gramnegativeobligat intrazellular
lebende BakterierSie sind plemorph und bilden keine Sporelleist sind sie rund bis
oval mit einem Durchmesser von Q. Selten werden Ketten gebildet. Regelméafig
treten sie einzeln oder in Paaren gadierbaum et al. 2012, S. 3&392).

In Deutschland sind mindestens seRiskettsenarteraus Zecken isoliert wordg®chicht
et al. 2012)Diesesind:

- Rickettsia helvetica

- Rickettsia raoultii

-Rickettsia monacensis
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- Rickettsia slovaca
- Rickettsia felis
- Rickettsia massilae

Pathogenesdie primaren Zielzellen der hier beltwiten Rickettsien sind Endothelzellen

der kleinen bis mittleren Gefal3e. Die Aufnahme in die Endothelzellen erfolgt durch
induzierte Phagozytose. Danach brechen die Rickettsien aus dem Phagosom ins Zytosol
aus. Ein Eindringen in den Zlern ist moglich. De Rickettsien der
Zeckenbissfiebergruppeeigeneine zytoplasmatische Beweglichkeit. Bei ihnen l6st das
RickA-Oberflachenprotein eine Aktinpolymerisation aus, wodurch die Rickettsien sich im
Zytoplasma be&egen konnen. Uber die Bildurmgllularer Ausstiilpngen gelangen sie
Nachbarzellen. Die Endothelzellen werden durch die Bildung von Radikalen,
Phospholipasen und Proteasen geschadigt. Durch die erhdhte GefaRpermeabieit
Odeme verursacht, das zirkulierende Blutvolumen verringert sich und ddrugkifallt.

Wichtige SymptomeRickettsiosen verursachen Fieber (Zeckenbissfieligay fir das
MittelmeerFleckfiebertypische Tache noire ist ein mit blaulischwarzer Kruste belegtes

Geschwur, das sich an der Stichstelle der Zecke aus dem papuldsgminfitrat
entwickelt. Es kann auch bei anderen Ritdtesen auftreten. Die Patienten leiden unter
starken Kopf und Muskelschmerzen. Es kann ein Exanthem auftreten. Die
Krankheitsbilder mancher Rickettsiosen gehen mit Lymphadenopathien einher. Bei
fulminanten bzw. letal verlaufenden Féallen treten Enzephalitiden, Myokarditis, Nephritis
und Hamorrhagien afSuerbaum et al. 2012, S. 38%2).

A.2.3 Das Bakterium Anaplasma phagocytophilum

Taxonomische EinordnunglVie die Rickettsien auch, geh@haplasma phagrytophilum

zur Klasse det}Proteobacteriaund zurOrdnung derRickettsialedn dieserOrdnung ist
die Familie Anaplasmatacea@ngesiedeltin dieser Familie befinden sich die Gattung
Anaplasmainddie Art Anaplasma phagocytophilum.

Morphologie: Anaplasmaphagocytophilumist ebenfallsein gramnegatives Bakterium,
dasintrazellular in Granulozyten lebEs ist Verursacher der humanen granulozytaren
Anaplasmose. Fruher hiel3 die Erkrankung humane granulozytare Ehrlichiose, wurde aber
nach der Zuordnung desrEgers zu den Anaplasmen aufgrund von molekidérgischen

Daten umbenannt.

PathogeneseDurch einen Zeckenstich Ubertragene Erregglangen Uber Lymphund
Blutbahn in Leber, Milz, Lymphknoten und Knochenmark. Die Anaplasmen werden durch
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rezeptorvermielte Endozytose in die Granulozyten aufgenommen. Dort verhindedresie
Endolysosomenverschmelzung in der EndosoeNkuole. Die Bakterien teilen sich und
bilden eine so genannte Morula. Die Morula kann entweder exozytiert werden, oder sie
wird beim Tod der Granulozyten freigesetzDie freigesetzten Anaplasmen befallen
daraufhin weitere gesunde Granulozyten.

Wichtige S/mptome: Die Leitsymptome umfassen Fieber, Krankheitsgeflnhl,
MuskelschmerzerKopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und Husten. Mehr al®aitel
der Patienten weist eimakulopapléses Exanthem auf. Haufig zeigich ein Rigor
(Suerbaum et al. 2012, S. 38BP1)

In den USA gilt die durchAnaplasmosis phagocytophiluraerursachte Humane
granulozytare HAepapgl agmas a dia hadanA ed 2000dbés r
2007 von 1,4 auf 3 Fallglillion Einwohner und Jahr angestiegen ist (St Clair und Decker
2012).

A.2.4 Parasiten der Gattung Babesia

Taxonomische EinordnungBabesien gehdren zuKlasse der Sporozoa die die

UnterklassePiroplasmiaenhalt Dort werden die Babesien z@rdnungPiroplasmida
gezahl, in der dieFamilie Babesiidaeenthaltenist. Die Gattung:Babesiaenthaltmehrere
Babesienarten, die teilweise spezifisch flur ihr Wirtstier sind und entsprechend benannt
werden

Morphologie: In der GattungBabesiaist eine Reihe von Babesien zusammengefasst, die
man nach der GroRRe in kleine und groRe Babasiterteilt Kleine Babesien sind kleiner
als 3em, grof3e Babesien sind grof3er aknd

LebenszyklusSporozoiten der Babesien befallen die Erythrozyten der Wirbeltiere. Diese
vermehren sich dann durch Zweiteilung, wodulsmenférmige Merozoiten mit einer
GrolRe von2em x 1 em entstehenDieseneu etstandenerSporozoitenkdnnen weitere
Erythrozyten infizieren. Daneben entstehen rundliche Gametozyten. Im Fall eines
Zeckenstiches nimmt die Zecke mit denfizierten Blut auch diese Gametozyten auf.
Diese differenzieren sich innerhalb der Erythrozytensogamen Gameten, diervihrem
Entdecker HRdbearhtl ehk&kéhh p&rfi genannt auwdenden .
Erythrozyten verschmelzen sie zu einer Zygote. Die Zygote wandert in eine
Darmepithelzelle der Zeck&s entwickelt sich ein wurmférmigeriket, der die Fahigkeit
besitzt GUber das Hamozol verschiedene Organe der Zecken, bevorzugt die QOrarien
befallen. In den befallenen Organen laufen Vielfachteilungen ab, was zur Entstehung vieler
neuer Kineten fuhrt. Diese durchlaufen erneetrehrungayklen. Sobald die Zecke mit
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einer Blutmahlzeit beginptinvadieren die Kineten die Speicheldriise, vermehren sich
erneut, so dass schlielBlich mehrere Tausend Sporozoiten vorhanden sind. Eine
Ubertragung der Sporozoiten ist bergigeh einenmTag mit dem Zekenspeichel moglich.

Der Befall des Ovars und damit der Eier der Zecke stért die Entwicklung der Zeckenlarven
nicht. Das bedeutet, dass Zecken das Reservoir fur Babesien bilden, in dem die Babesien
auch ohné&/orhandensein von Blutwirten mehrere Generatioaxistiererkonnen (Lucius

und LoosFrank 2008).

Pathogenesd®ie Entstehung einer symptomatischen Babesiose wird mal3geblich durch die
Immunantwort des Wirtes hervorgerufem mild verlaufenden Babesiosen wirded
Bildung von Cytokinen (z. B.Tumornekosefaktor U (TNF U oder Interleukin 6)
hochreguliert. Dasselbe gqilt fur die AdhasionsmolekiuleSetektin, Intrazellular
Adhasionsmolekil 1 (CAM) und dem VasculaZell-Adhasionsmolekil.Es wird
vermutet, dassime UberschieRende Produktion dieser Stafieeiner Reumonie fuhrt.
Intravaskilare Sequestration von Leukozyten und infizierten Erythrozyten kann zur
Verstopfung der kleinen Gefal3e fihren, was eine kigdes Gewebes hervorruEinige
Babesienarten schleusen Proteine auf die Oberflacheeitdiz Erythrozyten, was eine
Anheftung dieser Erythrozyten an das Endottezl Gefalle und damit zu einer verzdgerten
Aussortierung in der Milzihrt.

Der Befall der Erythrozyten I6st dartber hinaus eine Hareadyss, was direkt zu Anamie
undlkterus fuhren &nn

In Deutschlandpielen die beiden BabesiensigsBabesia divergensnd Babesia microti

eine Rolle. Veterinarmedizinisdkt Babesia bovisvichtig. Babesia venatorurkann nur
molekularbiologisch von den anderen Babesienarten unterschieden werdeeg&esst
unklar, ob und wie viele der vor der Entwicklung dieser Methoden beschriebenen humanen
Babesiosefélle auf diese Babesienart zurtickzufiihren sind.

In den USA qilt die Babesiosgenau wie die oben erwahnte humane granulocyare
Anaplasmosea | s Aemgerdjg seasefi, da einerseits die
letzten 20 Jahrélramatischzugenommerhat undandererseits sich die Verbreitung des
Erregers vergrof3ehat(Vannier und Krause 2009).

Verbreitung: Der erste Fall von humaner Babesioserdeuin Kroatien beschrieben
(Gritsun und Deanovid957). Dieser Fall trat bei einer immungumierten Person auf.
Der erste Fall humaner Babesiose bei einer immunkompetenten Person trat auf der
Nantucket Island vor der Kiste von Massasig auf (Spielma 1976) Seitdem traten
Falle im Nordosten und irh6heren mittleren Westen dgSA auf. In Japan und Taiwan
verursachtemBabesia microtéahnlicheOrganismen Erkrankungeand in Stidkorea wurde
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ein neuer Babesienstamm (KO1) identifiziert. Sporadische #&étlBabesiose traten aber
auch inAfrike (Agypten (El-Bahnasawy et al. 201,1Australien(Senanayake et al. 2012)
und Sudamerik@Kolumbien) (Rios et al.auf. 2007 wurde der erste autochtone Fall von
Babesiose iWesteuropaleutschlaniibeschriebeiiHildebrandt et al. 2007)

A.2.5 Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSMEV)

Taxonomische Einordnundas FSMEVirus ist ein durch Gliederfu3ler (Arthropoden)
Ubertragenes Viru®eswegen wird es zu den Arboviren gezahltgelsort zur Familie der
Flaviviridae Von den in diesefFamilie zusammengefassten drei Genérdlavivirus,
Herpacivirus und Pestivirus zahltesmit Viren wie dem Gelbfieber Dengue, oderdem
Japanisché&nzephalitisVirus zu den Flavivirenwird aber im Gegensatz zu den beiden
vorher genanein Viren nicht durch Miickenpadern durch Zecken Ubertragdss ist ein

Virus mit einzelstrangigem RNA&Senom in PlusorientierungSatz 2006, S. 136),
(Modrow et al. 2010, S. 198218) Von den FSMEViren sind drei Subtypen beschrieben
worden.Die Speziewird in europaischen, ferndstlichen und sibirischen Subtyp eingeteilt
(Satz 2006, S. 13.8), Gritsun et al. 2003)Gritsun unterteilt die Flaviviren dartber hinaus

in durch Mucken uUbertragene, durch Zecken uUbertragene und durch einen unbekannten
Vektor Ubetragene Flaviviren. Bei den durch Zecken bertragenen Flaviviren
unterscheidet Gritsun noch die Gruppen der Seevogelviren und der Saugetierviren, zu der
das FSMEVirus gehoért (Gritsun et al. 2003).

Morphologie Bei dem FSMEVirus handelt es sich um eineapharischerPartikel mit
einem Durchmeser von 4D nm. Der kugelférmige Minte| der aus den Strukturproteinen
M und E bestehtymschlie3teinenzehnflachigenkosaedrischefern. Das Virus besteht
aus drei StrukturproteinenDas Kernprotein C(Capsid), ds Membranprotein M
(membrae) bzw. prM fur das Vorlauferprotein (prenembrane) und dem Mantelprotein E
(envelope). Bei letzterem hartdes sich um ein Glykoprotein, das bei allen Flaviviren
vorkommt und immer ahnlich aufgebaut ist.

PathogenesdéNacheinem Zeckenstich durch eine infizierte @ee gelangt das Virus in die
Lederschichder Haut (Corium)Ein Blutsaugen der Zecke ist dazu nicht nétig. Deswegen
kbénnen auch Mannchen, die nur interstitielle Flussigkeit aufnehmen, das-VBME
Ubertragen (Sat2006, S. 145)An der Stichstelle wird es von Makrophagen, Langerhans
Zellen, Granulozyten und Epithelzellen aufgenommen und vermehrt Eiob. erste
Verbreitung findet Uber die Lymphgeféal3e zu dekolegiondren Lymphknoten statt
Zuerst erreicht das Viau Leber, Milz und Knochenmark und nicht das zentrale
Nervensystem. Primér kann das Virus in Herz, Nieren, Muskulatur und Bindegewebe
gefunden werderBei anderen Flavivireninfektionen wieei dem hamorrhagischen Omsk
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Fieber ist dieser Organbefall der Sddél zum pathologischen Geschehen und der
Ausloser des hamorrhagischen Fieb&899 wurdenauchacht FSME-Erkrankungen mit
hamorrhagischen Verlaufen und fatalem Ausgang in der Region von Novosibirsk in
Russland beschrieben, die durch eine mit dem feroldsth Virustyp verwandte
Virusform ausgelést wurde (Tick-Borne Enephalitis with Hemorrhagic Syndrome,
Novosibirsk Region, Russia, 1999n den priméar befallen Organen findet eine starke
Vermehrung des Virus stattjobei es zu jeder Zeitom Immunsystendurch Phagpytose

und Bildung von Antikdrpermekampftwird. Aufgrund der Immunreaktion kommt esir

in 10% der Infektionenzur vollen Auspragung der Meningoerphalitis (Satz 2006, S.
145) Bei der Ausschittung der Viren aus destikuloendothelialerBydem entsteht eine
Viramie, die zu den Symptomen der ersten klinischen Krankheitsphasen Hiet.
weitere Verbreitung erfolgt durch den Blutstrom entwedszllassoziiert oder
plasmaassoziie(Hahn et al. 2001, S. 46a@¥ine Uberwindung der Bleiirn-Schianke ist

nur maglich, wenn die Virdmie ausreichend hoch ausféllt. Der genaue Mechanismus der
Uberwindung der BluHirn-Schranke ist nicht geklartDer Befall des zentralen
Nervensystems geht mit dem zweiten Fieberschub einher. Im Gehirn werden die
pradilekiven Zellenbefallen.Diese werden durch die Vermehrung des Virus nachhaltig
geschadigt. Die Lyse der befallenen ZelledaNeurolyse genannDanach verandern sich

die GefalRe aufgrund von entzindlichen Vorgangen. Es kommt zu perivaskularen,
knotchenartign Infiltraten innerhalb des Parenchymsl umachfolgend in den Meningen.

Die Infiltrate bestehen aus Granulocyten und Makrophagen. Es ¢éntsiak
knotchenformigen Polioeephalitis. Zuletzt werden die geschadigten Zellen durch
Phagocytose beseitigt (Nemophagie) und das untergegangene Rasen durch
mesenchymales glios@ewebe erset{Batz 2006, S. 148).

Wichtige Symptome:Bei der Erkrankung an einer FSME muss man unterscheiden,
welcher Subtyp die Infektion hervorgerufen hat. Der ferndstliche Suldygrsacht im
Allgemeinen einen einphasigen Krankheitsverlauf. Der européische Subtyp verursacht
meist einen zweiphasigen Krankheitsaefl Die Besonderheit des sibirischen Subtyps ist
ein chronischer Verlauf der FSMBEfektion. Nach einer Inkubationszeiton vier bis 14

Tagen kommt es in der ersten Krankheitsphase zu hohem Fieber, Unwohlsein, Mudigkeit,
Kopf- und Nackenschmerzen bzw. Rickenschmerzen. Die Symptome persisierérs

funf Tage. Bei einem biphasischen Verlauf kommt es nun zu einer syinptemPhase

von etwasieben Tagen. Bei ca. 2% der Falle kommt es dann zu einer zweiten
Erkrankungsphase unter Beteiligung des zentrdlemvensystems (ZNS)Bei einer
chronischen Verlaufsform, die durch den sibirischen Subtyp verursacht wird, kommnt es z
einer Kozshevnikow&pilepsie, die vonParkinsordhnlichen Symptomen wie Rigor,
Tremor und Akinese begleitet wird.
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Verbreitung: FSME ist die wichtigste durch Zecken Ubertragevieusinfektion in
Eurasien.Das Verbreitungsgpiet reicht von Japan im Ostdas nach Frankreich im
aulRersten Westen. In den letzten Jahren wurde eine Ausweitung des Verbreitungsgebietes
zumeinen nach Norden (Notldussland, Schweden und Finnlafidobler et al. 2012) und

zum anderen in hohere Gebiete beobad¢Btahielova et al2008).

A.2.6 Zirkulation der Pathogene in den Zecken

Systemische Ubertragungiir die Pathogene sind unterschiedliche WegeUbertragung
von einer Zecke auf die andere Zecke bekannt. In der klassischen Vorsidilzieg sich
die Zecke, @ als Vektor zwisken dem als Ressir dienenderTier (z. B. einemkleinen
Nager) unddem nachfolgendewirt (z. B. Mensch)ungiert, bei einem Individuum aus
dem Reservoir wahrend einer systemischen Verbreitung (Viramie, Bakteriéese)
PathogenDie Zecke kanmlasPatha@ennachfolgend beeinem weiteren Saugakuf ein
weiteres Wirts oder Reservoirtieriibertragen. Dieser Ubertragungsweg setzt eine
ausreichend hohe Pathogenlast wéahrend der Viramie bzw. Bakteridmie voraus. Dieser
Ubertragunsweg ist fir alle hier betradkte Pathogene und demSME-Virus
nachgewiesen. Es bestebn jedoch Unterschiede in der fféktivitat dieses
Ubertragungsweges fiir die einzelnen Pathegen

Transovarielle UbertragundBei der transovariellen Ubertragung widas Pathogen von

dem Muttertier af die Nachkommengeneration tbertragen. Das ist nur mdglich, dasn
Pathogen die Ovan der Zecken besiedeln kann. Fir diesen Ubertragungsweg gilt
dasselbe wie fir den systemischen Ubertragungsweg. Er ist fir alle hier beschriebenen
Pathogene in untersiedlicher Effektivitat nachgewiesen (Satz 2010, S. 1{1&icius und
LoosFrank 2008, S. 235)Baldridge et al. 2009)(Arbobakterien:liber Arhropoden
Ubertragbare BakterieBD07)

Ubertragung durch CofeedingNicht systemische Ubertragungpie Ubertagung der
Pathogene durch das Cofeeding wird auch als nichtsystemische Erregeriibertragung
bezeichnet. Bei diesem Vorgang wildsPathogen beim gemeinschatftlichen Blutsaugen
auf andere Zecken uUbertragédnfizierte und uninfizierteZecken saugen dabei imnem
maximalen Abstand von dm am selben WirtstierBei dem Saugvorgang werden die
Erreger Uber das lokale Gewebe direkt an eine nicht inkziesaugende Zecke
weitergegebeGern und Rais 1996)

A.2.7 Diagnose durch Zecken ubertragener Krankheiten

Die Diagnogmethoden sind ifiab.A.1 zusammengefasst.
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Generelles:

Jeder Patient mieiner unerklarlicheriiebrigen Erkrankung, der sich mhen letzterzwei
Monaten n Endemiegebieten fur durch Zecken Ubertragene Krankhaitiggehalten oder
der in derletzten sechs Monaten eine Bluttransfussomalten hatkann eine dutt Zecken
Ubertragene Erkrankurentwickeln

Insbesondere bei Patienten, bei denen schon eine durch Zecken ubertragene Krankheit
diagnostiziert wurde, besteht grundsatzldgdr Verdacht, dassr sich auch mit anderen

durch Zecken ubertragenen Krankheitserreger infiziertdessiondersyenn die Krankheit

einen besonderschweren Krankheitsverlauf zeigtler auf die Standardtherapien st

oder gar nicht anspricht

Die Kultur einesPathogens gehort zu d&lassischa Methode des NachweiseBBei den

in dieser Arbeit behandelten Krankheitserregern ist diese Methode aber wenig praktikabel.
Jeder der hier behandelten Krankheitserregegt Besonderheiten bei der Kultur, sodass
diese Methode als RoutinemalRnahme, selbst in Forschbogglaien nur in
Ausnahmefallen mdglich ist.

A.2.7.1 Diagnose Humane granulocytare Anaplasmose

Kultur: Die Kultur von Anaplasma phagocytophilum vitro ist méglich, aber durch die
erforderliche Kultur wn Zeckenzellen sehr aufwendflylassung et al. 2007)Passos

2012). Daruberhinaus ist die Methode wegen des hohen Zeitaufwandes zur Diagnose einer
akuten Anaplasmose nicht geeignet

Direkter mikroskopischer NachweisDa Anaplasma phagocytophilumbevorzudg
Granulozyten befélltind sich dort in zytoplasmatischen Vakuolen vermehrt, kann man bei
einem Verdachtsfall auf humane granulozytare Anaplasmose versutibeBrreger in

einen nach Giemsa angefarbten Blutausstrich nachzuweisen. Die etwa j®ol3en
Einschlisse haben Ahnlichkeit mit Maulbeeren und werden deswegen Morulae genannt.
Eine solche Diagnose ist nur durch erfahrene Mikroskopiker mdglich. Die Sensitivitat ist
gering. Zudem muss die Diagnose immer durch molekularbiologische und serologische
Methaden abgesichert werdéGhapman 2006).

Molekularbiologische Methoderts sind verschiedenAssays beschriebeworden. Das
verwendete Material ist im allgemeinen BIUES muss bedacht werden, dass eine
antibiotische Behandlung die Sensitivitat der molethitdogischen Methoden senkder
molekularbiologische Nachweis ist fur die Fdidgnostik die Methode der Wabhl
(Chapman 2006)

Serologische MethodelkEs sind serologische Teste vorhanden (Chapman 2006), aber die
Immunreaktion setzt erst-2 Wochen nach ikrankungsbeginn ein, sodagsn zur
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Behandlung der Patienten zu groR3er Zeitverlust entstehen wiEsdeverden Indirekte
Immunfluoreszenzteste (IFT) undnzme linked immunabsorbent assays (ELISA)
verwendet Immunfluoreszenstest (Es missen zwei Probestand von 2 Wochen
genommen werden, die einen vierfachen Anstieg der Antikorper aufweisen, um eine Probe
positiv zu befinden

A.2.7.2 Diagnose Babesiose

Kultur: Die Kultur von Babesien ist mdglich, aber extremvaeridig (Galuppi et al. 2012)
weil Babesien int@izellulare Parasitesind. Deswgen ist die Kultur von Babesian der
Humanmedizin algiagnostische Methode nicht anwendbar.

Direkter mikroskopischer NachweiBei Verdacht auf eine akute Babebiaseder direkte
mikroskopische Nachweisler erste Schtitbei der Differentialdiagnose. Es wird ein
Giemsaoder Wrightgefarbter Blutausstrich untersucl@ogenanntévalteserkreuze, die
durch das Zusammenlagern zweier Merozoitenpaare (gnistehensind typisch fur eine
Babesieninfektiormit B. microti und B. duncani B. divergensund B. venatorunzeigen
eine birnenartige Form. Diese typischen Formen biefenzusammen mit der
Reiseanamnesi eine Madoglichkeif eine Babesien von einer Malariainfektion zu
unterscheiden Die Untersuchungist aber nur erfahreneMikroskopiaern maoglich.
Zusammen mit degeringen Sensitivitat stellt diese Tatsaadlie Limitierung dieser
Methode dar. Deswegen muss auch bei negativem Blutausstrich eine weitere Diagnostik
durchgefiihrt werden. Andererseits gibt einem ein positiveurRetlie Moglichkeit einer
sehr schnellen Behandlung.

Molekularbiologische MethodefKonntenkeine Babesien nachgewiesen werden, wird als
nachster Diagnoseschritt eine P@&chgefihrt. Das am besten geeignete Probenmaterial
ist Blut. Optimalerweise wird ee PCR im reatime Format durchgefuhrt.

Serologische MethoderDie standardmafig angewendete serologische Mettsbdein
indirekter Immunfluoreszer&ssay. Der IgMAntikorperTiter steigtzwei Wochen nach
Beginn der Krankheit. Ig€&ntikorper steigen irder akuten Phase der Erkrankung bis zu
einem Titer von 1:1024 an unillen danach wieder auf einen Titer von 1:64. Ein
Immunoblot istfir B. microti verfligbar, detektiert abds. duncani B. divergensund B.
venatorumnicht. Zu Forschungszwecken wird d&ut Erkrankter selten in Hamster
injiziert, in deren Bit die Babesien nach-£2 Wochen erscheinen (Vannier und Krause
2012).
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A.2.7.3 Diagnose Borreliose

Die Diagnose einer aken Borreliose ist kompliziertGrundvoraussetzung einer guten
Diagnose ist eine inteive Inspektion des Patienten und eine gut durchgefihrte Anamnese.
Bei dieser Vorgehensweise sollten sich die Bedingungen der geltenden Falldefinitionen
weitestgehend bestatigen (Tugwell et al. 199Bs ist zu beachten, dass die
Falldefinitionen nur als Amaltspunkte gesehen werden konnen, da spezielle (seltene)
Manifestationen der Borreliose (Auge, Herz) nicht erfasst werden. Labordiagnostische
Tests konnen die Diagnose nur unterstitzen und geben mit Ausnahme des
Direktnachweses des Erregers keineNain-Diagnose.

Kultur: Die Kultur von Borrelienist am besten aus Hautbiobsieproben mdoglggiingt

aber auch aus Gelenkpunktaten, und Liquor. Die Anzucht der Bakiegigdtigt aber
spezielle Bedingungen und Nahrbodé&ne heute meist verwendetéMedien sinddas
BarbourStoenneiKelly-11-Medium (BSK 1) und das KelWMedium modifiziert nach
PreaeMursic. Aufgrund der langen Generationsdauer von Borrelien kann diese Methode
nicht fur die Diagnostik in einem akuten Fall benutzt werden (Wilske et al. 2007).

Direkter mikroskopischer Nachwei®ie Bakterienkdnnen im Gelenkpunktat.iquor,
Blut oder in Gewebeprobenit Fluorezenzmikroskap, im Dunkelfeld oder nach Giemsa
Fuchsin oder Silberfarbungrachgewiesen werden. Ein Problem diggkethode ist die
geringeSensitivitat(Satz 2006, S. 191)

Molekularbiologische Methode@hnlich wie die Kultur ist der Nachweis der Borrelien

mit einer PCRbasierten Methode em ehesten aus einer Biopsieprobe mglitdke et

al. 2007) Eine grofRe Anzahl voAssays wurde verdhtlicht, aber das Fehlen eines
Standards erschwert die Diagnose mit molekularbiologischen Methoden (Brouqui et al.
2004).

Serologische Methoderie serologischédiagnose einer Borreliose folgt einem Prinzip

des zweistufigen Vorgehens. Zunachst wird e@imymgekoppelter Immunadsorptionstest
(ELISA) durchgefuhrt, der im Falle eines positiven Ergebnisses mit einem Immunoblot
(Westernblot) bestatigt wirdDer benutzte ELISATest sollte wenigstens ein ELISPest

der zweiten Generation sein. Der verwendete Imoblot sollte eine Spezifitat von 95
besitzen(Wilske et al. 2007)Es muss immer bedacht werden, dass positive serologische
Befunde auch auf eine symptomlos verlaufende Infektion oder einer Seronarbe hinweisen
kénnen In Amerika entwickelte Richtliniezur Diagnose von Borreliose sind in Europa
wegen der Situation der unterschiedlichrn Genotypen nicht verwendbar. Stattdessen
missen eropaische Standards verwendet werden (Brouqui et al. 2004).
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A.2.7.4 Diagnose Erkrankungen durch Bakterien der Gattung Rickettsia

Direkter mikroskopischer NachweiBakterien der GattunRickettsiabesiedeln vor allem
Epithelzellen der kleinen bis mittleren Butgefal3e. Deswegen flotieren sie nichttinmél

sind nicht in den Blutzellen zu finden. Ein direktercNaeis im Blut oderLiquoraussich

ist deswegen nicht mogliclin postmortal gewonnen Gewebeproben kdnnen die Erreger
mit immunhistochmischen Methoden nahezu zu @0 als Krankheitsverursacher
identifiziert werden

Kultur: Die Isolierungund Kulturvon Rickettsien besitztrg3e Wichtigkeitals endgultige
Nachweiseiner durch Rickettsien verursachte Krankheit. Kudtivierung von Rickettsien

als obligat intrazellularer Parasiten erfolgt in Zellkultur. Grof3er Nachteil dieser Methode
ist, dass unter Biosafety Leve3 (BSL-3) Bedingungen gearbeitet werden muss.
Geeignetes Probenmaterial sind Zecken, Blut und Gewebe.

Molekularbiologische MethoderDie Diagnosemethode der Wahl. Rickettsien kénnen in

Blut und Gewebeproben detektiert und identifiziert werden. Als Ggweben habe sich
besonders Bigpi en des Adllas hreg¢ tnzoliirce her ausgest el |
eine charakteristische Verkrustung an der Zeckenstichstelle, die aber nicht immer auftritt
(Hahn et al. 2001)

Serologische MethoderMikroimmunfluoreszenz tsals Methode zum Nachweis einer
Rickettsiose an&annt und standardesit. IgG Titer Gber 128 und IgMiter gréf3er als 64
gelten als ein Indikator fur eine Infektionit R. conoriilgG-Titer hoher als 64 (IghTiter
hoher als 32) gelten als Indikator fur arel®ickettsieninfektionedgG und IgM kénnen
im Allgemeinen 715 Tage nach Beginn d&rkrankung detektiert werden. BRI africae
verzogert sich die AntikorperbildungBrouqui et al. 2004)Grundsétzlich wird die
Diagnose durch starke Crossreaktivitathrgert.

A.2.7.5 Diagnose einer Frihsommer-Meningoenzephalitis
Kultur: Zu Beginn der Erkrankung kann das Virus Blut und Liquor nachgewiesen
werden. Dazu muss das Virus in Zellkultur vermehrt und dann mit geeigneten Methoden

(s. u.) nachgewiesen werden.

ErsterHinweis auf eine Virusinfektionist das Auftreten eines cytathischen Effekts im
Zellrasen. Danach kann ed Verdacht auf eine FSMEWfektion kann mit
Immunfluoreszenzmikroskopie bestarkt werdRobert Kochinstitut 2008)

Direkter mikroskopischer Nachuge Postmortal kann das Virus inGGehirn mittels

elektronenmikroskopischer Methoden nachgewiesen werden (Mazlé und Szant6 1978)
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Molekularbiologische Methoden Beim FSMEV muss wegen der Struktur des

Virusgenoms ei@Reverse Transcription Polymerase Chaiaden (RFPCR verwendet
werden. Wegen der Aufwendigkeit und des Zeitaufwandes der Kultur und des direkten
mikroskopischen Nachweises des Virus gewinnt diese Methode in der Fridiagnostik an
Bedeutung Untersuchungsmaterial soltteBlut oder Serum sein. guor ist in der
Frihphase nur selten positiv (Satz 2006, S. 2ZB)mingo et al. 2011)Da die Serologie

in der ersten Phase der Erkrankung noch negativ ist, ist ein molekularbiologischer
Nachwes die Methode der Wahl bei deriiRdiagnostik

Serologische Methoden Im Normalfall werden Patienten erst mit dem Auftreten

schwererer (neurologische§ymptome beim Arzt vorstellig. In diesem Stadium der
Erkrankung verliert die molekularbiologische Diagnose an Bedeutung, da die Viren in Blut
und Liguor kaum noch athzuweisen sindm Gegensatz dazu steigen Antikérper (IgG
und IgM) an und kénnen als Marker fir eine FSME benutzt werden. Nachteil der
Benutzung von kommerziell erhdaltlichen ELISA oder {Fd@sts ist das Auftreten von
Kreuzreaktionen zu anderen FlavivirefNiedrig et al. 1994) Weitere wichtige
serologische Tests sind der NeutralisationstegNT) wie zum Beispiel der
Plaquereduktionstest (PRNT). Der Vorteil dieser Methoden ist die hdochste Spezifitat aller
Methoden. Demgegeniiber steht die komplizierte Biitorung der Teste (Satz 2006, S.
209 210)
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Tab.A.3: Ubersicht méglicher Labordiagnostikmethoden bei durch Zecken uibertragenen Krankheiten: Die zu bevorzugende Metheitiefett gedruckt.
Pathogen | Probenmaterial Untersuchungsmethode Problematik
Ein Anstieg der LebertransaminaseepkozytopenieThrombozytopenie | 5 jiakte Nachweis ist moglich, aber
deuten auf eine Humane granulocytare Anaplasmose (HGA) hin . "
, . . . N nicht sehr sensitiv
C-reaktives Protein (CR) und die Blutsenkung sind erhdht Abwesenheit von Antikérpern in der
Kreatinkinase kann erhoht sein P
Der direkte mikroskopischidachweis im Giemsabder Wrightgefarbten aku@en Phase .
Blut/Serum . ) o o Antikorper werden zweiWochen nach
Blutausstrich bzw.m Leukozytenfilm ist méglich .
. o : : der Erkrankung gebildet
Indirekter Immunfluoreszenstedig§ misen zwei Proben im Abstand von : . .
. o : ; .| kein Standard fur Erkrankung bei
zwei Wochen genommen werden, die einen vierfachen Anstieg der Antik
: . e : Immunfluoreszenstest
aufweisen, uneine Probe positiv zu befinden
PCR
Direkter Nachweis des Erregers durch Mikroskopieren eines Ausstricheq Ein positiver direkter Nachweis muss if
Anaplasma| Liquor Giemsa oder Wrightfarbung jedem Falldurch molekulare und
PCR serologische Methoden bestétigt werdg
Eschar/Hautbiogie | PCR
Positive oder negative Zecke entschei
Zecke PCR nicht Giber Therapiebeginn
Direkter Nachweis des Erregers durch Mikroskopieren eines Blutausstrig
nachGiemsa oder Wrightfarbung
Blut/Serum Bei negativem Befund, aber fortdauernden Symptomen (Reglt®fR aus | Kits flr Babesia microtdetektieren die
Blut, Indirektelmmunfluoreszenz (IgM zwei Wochen nach Beginn der anderen Babesienarten nicht
Krankheit, IgG ist 8.0 Monate mit Titer 1:64 nachweisbar), Immunoblot i
verfligbar, Westeblot
Liquor entfallt
Eschar/Hautbiogie |PCR Keine Standardisierung vorhanden
Babesien 5 i i [
Zecke PCR Der Befund verandert nicht die viere

Vorgehensweise bei der Behandlung

Urin

hatkeine Relevanz
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Pathogen | Probenmaterial Untersuchungsmethode Problematik
Kultur, Mikroskopischer Nachweis in Dunkelfeld oder nach Gientsachsin| Direkter mikroskopischer Nachweis
Babesien |Blut/Serum/Plasma) oder Silberfarbung Ausstrich, Kultur, Komplementbindungsreaktion (KBF schwer und serologische Test bei einig
ELISA, Immunfluoreszenz (IF), PCR Babesienarten nicht zuverlassig
Liquor Kultur, Mikroskopischer Nachweis in Dunkelfeld oder nach Giemsa Kultur bendtigt spezielle Nahrmedien
q Fuchsin oder Silberfarbung, ELISApimunfluoreszenz (IFRCR und dauert langevenig sensitiv
Eschar/Hautbipsie |Kultur, PCR Wenig sensitiv, Probe schwer zu nehm
o . : Eine positve Zecke indiziert keine
Zecke PCR, indirekte Immunfluoreszenz, Dunkelfeldmikroskopie oder Kultur Antibiotikabehandlung
_ Urin hat keine Relevanz
Borrelien . - .
Es muss eine Stufendiagnostik
: , L , , durchgefuhrt werden: Stufe ELISA
Mikroskopischer Nachweis in Dunkelfeld oder nach GiefnrBachsin oder . ’
Blut/Serum Silberfarbung Ausstrich, KultuPCR Immunfluoreszenz , Stufe 2: Immunobl
Der direkte Nachweis ist wegen gering
Erregermenge schwierig
Gelenkpunktat Kultur Geringe SenS|t|V|ta}t, d_a die
Erregermenge gering ist
Liquor PCR
Eschar/Hautbipsie |PCR Probe schwer zu nehmen
Rickettsien| Urin hat keine Relevanz
(Gattung Ein positiver oder negativ&@efund
Rickettsid |Zzecke PCR verandert nicht die wedte
Vorgehensweise bei der Behandlung
Blut/Serum Kultur, DirektermikroskopischeNachweis nicht mégliclPCR Kultur langwierig
Liquor In Frihphase selten positiv
Eschar/Hautbipsie |Hat keine Relevanz
FSMEV Ein positiver oder negativé&efund
Zecke PCR verandert nicht die waite

Vorgehensweise bei der Behandlung
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A.3 Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit soll dazu beitragen, waitihrende Informationen Uber das Vorkommen
verschiedener Zeckenarten und der durch sie Ubertragenen Pathogeaem Berlinzu
sammelnDazu solén

I) die Anzahlder Zecken in mdglichst reprasentativ ausgewéhlten Sammelgebieten im
Raum Berlinbeobachtetind deren jahreszeitlich®erlauf bestimmt werden.

i) das Artenspektrum der vorkommenden und eine Gefahr darstellenden Zecken in den
unterschiedlichen Sammelgebieten bestivetden

iii) die Daten der Zeckendichte und der gefundenen Arten mit den gebgchen,
saisonalen und 6kologischen Faktomgi® Jahreszeit,Temperatur,Luftfeuchtigkeit und
Bewuchsn Beziehung gebracht werden.

iv) Unterschiede der Infekti@rate bezuglich Entwicklungsstadien, Geschlecht und
Jaheeituntersucht werden.

v) die Pré&alenzen vonBorrelia spp., Rickettsiaspp., Babesiaspp, und Anaplasma
phagocytophilumin Zecken festgestellt und mdgliche Coktienen charakterisiert
werden.Dazu sollen die gefundenen Zeckemt molekularbiologschen Methoden auf
diese Pathogee untesucht werden. FiUr diese Untersuchungen solleuartige
kommerzielle Kts benutzt werden.

vi) Mit dem im Rahmen dieser Untersuchungen erhaltenen Ergebsdkm die
neuartigen Kits mit konventionellen PENRethoden validiert und verglichen werden.

vii) Die Proben sollen aufenetischevarianten vonBorrelia. spp.(16SrRNA Gen und
Rickettsiaspp. (Omp A Genjintersucht werde
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B Material und Methoden

B.

B.1 Material

Material und Methoden

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab.B.1: In dieser Arbeit verwendete Gerate

Gerat Typbezeichnung Hersteller
Autoklav WebecoEST mit Sauter Steuerung \éﬁﬁiﬁmaéaﬂ?gﬁ sr:gw’
Fotokamera Digital Ixus 85 IS ﬁ?eré%r:gﬁgge’ Amstelveen,
Gddokumentation BKICSF())r(IJT)t Vc\;lillcli_%kumentationssystem Zﬁw%héir?;ﬂgeggngfﬂfchIand
Gefrierschrank80°C VIP Series86°C Sanyo, Moriguchi, Japan
Gefrierschrank20°C Liebherr Comfort g:g{gﬁlaenrgb& Biberach,
Pinzetten Pinzette, gebogen, spitz Carl Roth GmbH + CO. KG
Spannungsgerat PowerPack 300 I\Bﬂigﬁiﬁg n':"’lljbgur?;gg;igmb'_"
Homogenisator SpeedMill Plus Analytik Jena AG, Jena,

Deutschland

Analytik Jena AG, Jena,

PCRThermocycler Biometra Tgradien, Biometra Tpersén Deutschland

Analytik Jena AG, Jena,
PCRThermaocycler SpeedCycler Deutschland
Kiihischrank £C SuperV-520 Philipp Kirsch Gmibd,

Offenburg, Deutschland

Mini-Thermohygrometer

ThermaeHygro Button

Baacklab, Schwin,
Deutschland

Pipetten
(20, 100, 200, 100Ql)

Gilson Pipetman

Gilson, Middleton, USA

Stereomikroskop

Leica S8 APO Stereozoom 1-:8x0x

Leica, Solms, Deutschland

TROTEC® GmbH&Co. KG,

Thermohygrometer BC/T2 Thermohygrometer Heinsberg, Deutschland

GPSHandnavigationsgrat| GPSMAP 60CSX Garmin Ltd, Olathe, USA
Scientific Industries Inc,

Vortexer Neolab2020 Bohemia, USA

Waage Mettler PL 1200 Mettler Toledo, Schweiz

Zentrifuge

Typ 113 und 115

Sigma, Osterode,Deutschland
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Tab.B.2: In dieser Arbeit verwendete Materialien

Bezeichnung Hersteller
1,5 ml + 2 ml EppendorfgefalRe Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
50 ml Falcontubes BD Bioscience, Franklin Lakes, USA

Aufbewahrungsboxen, 81 Platzig Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Frostsichere Etiketten Herma GmbH, Filderstadt, Deutschland
Chemikalien

Agarose (NuSiev® Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland
Aqua dest Robert Kochinstitut

Ethanol (96%) Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Magnesiumchlorid Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Enzyme

PlatinunfTag-Polymerase [5U/pl] InvitrogenGmbH, Karlsruhe Deutschland

B.1.1 Verwendete Software

Fur die Analyse der durch die Sequenzigy erhaltenen Daten wurde dBsogrammpaket
DNASTAR Lasergene 10 Core SuitBNAStar Inc., Madison, USA) verwendet. Erganzend
wurde MEGA 5.0 (Centers for Evolutionary Functionar®mics,Tempe, USA)enutzt. Fur
die Anfertigung von Grafiken wurde MacVector 12.6 (MacVector inc., Cary, UsRutzt.
Die Karte wurde mit denProgramm RegioGraphAnalyse IBeloch & Franzbach BDbR,
Gronau, Deutschland¥stellt.

B.2 Methoden

B.2.1 Sammeln von Zecken

Die in dieser Arbeit untersuchten Zecken stammten aus verschiedenen Sammeldeigisten.
Sammelgebiete wurden vor Beginn der Studie anhand von topografischen Karten- (Berlin
Buchholz 1999), (Berlin-Marzahn 1996) (Landesvermessung und Geobasisinfornmatio
Brandenburg 2007), (Potsdam Nord 2001), (Rudersdorf bei Berlin 2007), (Staat Brandenburg
1993), (Topographische Karte 2001), (Topographische Stadtkarte 1@@®rsichtskarte

Berlin 2008),(Wandlitz 1998)ausgewahltDabei wurde unter einem Sammelgelaet Gebiet
verstanden, das auf das Vorkommen von Zecken untersucht werden sollte. Dabei stellte jedes
Sammelgebiet ein nach aul3en 6kologisch und geografisch gegenuber der Umwelt abgrenzbare
Gebiet dar. Das Vorkommen von Zecken wird stark durch Bewuclas Mikroklima
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beeinflusst (Hillyard1996, S. 3b41). Um Uber ein Sammelgebiet eine allgemeine Aussage
treffen zu kénnen, wurden pro Sammelgebiet drei unterschiedliche Sammelstellen untersucht,
die jeweils unterschiedlichen Bewuchs und Mikroklimata aufwieBén diese Studie wurden
Zecken von August 2008 bis Dezember 2010 gesammelt. Die Sammlung wurde alle 35 bis 40
Tage in funf verschiedenen Sammelgebieten durchgefihrt. Die Sammelgebiete unterschieden
sich in Vegetation, Klima und Bebauung. Im Norden Bsrivurden Zecken in Frohnau und
Buch gesammelt. Die Michendorfer Heide stand fir den Stiden. Die Gegeddn Wannsee
reprasentierte die westliche Region Berlins, wahrend der Teufelssee, ein Kleiner
Endmoranensee in der Nahe des Miggelsees, als reprassn@Gébiet fur den dstlichen Tell
Berlins ausgewahlt wurde. Um das Vorkommen von Zecken im innerstadtischen Bereich
Berlins zu untersuchen, wurden zwei Parkanlagen ausgewahlt. Die Rehberge und die
Hasenheide sind zwei oft besuchte, 6ffentliche Parks wmédials Naherholungsgebi@ér die
Berliner Bevolkerung Die Zecken wurden bei vergleichbaren Wetterbedingungen zeitnah
gesammelt. Vor der Sammlung wurden Temperatur und Luftfeuchtigkeit mit einem
Thermohygrometer gemessen. Die geltemeWetterbedingunge wie Wind und Bewdlkung
wurden standardisiert festgestellt und in einem Sammelprotokoll festgehalten (Liljequist und
Cehak 1974, S. 6468). Die Zecken wurden mit den zwei unterschiedlichen Methoden
ADraggingin wund AFl aggingid genssnmitae lint nahenB e i ¢
vergleichbaren Abschnitten durchgefiihrt. Um die Temperatur und Luftfeuchtigkeit an den
Sammelstellen permanent zu kontrollieren, wurden in jedem Sammelgebiet THggne
Buttons in einer Hohe von 3Mn mit sudlicher Orientierung anem Baum angebracht.

B.21l1Sammeln von Zecken Aidurch ADragging

Das Draggingfanggeréat bestand aus zwei aneinander geschraubten Latten, an degem ein 1
gro3es weilles Baumwolltuch befestigt war. Das Baumwolltuch wurde vor der Benutzung
gesaumt. An der den Lattegegenuberliegenden Seiten wurden kleine Gardinengewichte
aufgenaht, sodass das Tuch mdglichst am Boden gehalten wurde. An den Latten wurden Leiner
befestigt, die zusammengeknotet und mit einem Griff versehen wurden. An diesem Griff
konnte das Tuch Uberali Veget ati on gezogen werden Unt ¢
Ziehen dieses Schlittens Uber den Boden des zu untersuchenden Gebietes. Zecken, die i
Warteposition auf einen Wirt lauern, klammern sich an das Leinentuch des Schlittens fest und
konnen abgesamelt werden. Das Absammaedier Zecken vom Schlittegeschah all&0 m.

Um die Populationsdichte an unterschiedlichen Sammelorten vergleichen zu kénnen, wurden
regelmaRig 2060’ Flache abgesucht. Dazu wurde mit dem Drag@agqmelgerat ein 200

langer Steifen untersucht, wobei nach jeweilO® die am Tuch haftenden Zecken
abgesammelt und in ein vorbereitetes Falcontube Uberfihrt wurden. Der Ort des Draggings
wurde am Anfang der 200 mit dem GPS Gerat bestimmt, damit bei der Auswertung der
Daten am Comper den Zecken geografische Langen und Breiten zugeordnet werden konnten.
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B.21l2Sammeln von Zecken durch AFl aggingi

Das Flaggingfanggerat besteht aus einer aus weil3em, gesaumtem Baumwollstoff hergestellter
Fahne und einem Teleskopstab. Die Fahne wurde mit dteisBhellen an der Teleskopstange
befestigt. Paral l el zu der Strecke, die mit
ein 200m | anger Bereich mit dem AFIl aggi ngif
Schritt einmal nach links und einmal ha@chts durch die Vegetation geschwenkt. Nach jedem
Schwenken wurde die Flagge nach Zecken abgesucht. Bei einem Fund wurden die Zecken in
ein vorbereitetes Falcontube Uberfilidte GPSPosition des Zeckenfundes wurde wie beim
ADraggi ngh b emsnt Die iVerlbereitung dee Balcontubes bestand in einer
eindeutigen Beschriftungn der das @tum, das Sammelgebiet und den8nelstelle enthalten
waren. Weiterhin war wichtig, dass sich im Falcontube ein mit Wasser getranktes
Haushaltspapier befand, ummeéhustrocknen der Zecken in dem Zeitraum bis zum Einfrieren

zu verhindern. F¢r das ADraggingid wurden di

B.2.2 Makroskopische Untersuchung der Zecken

Zeckenart, Entwicklungsstadium und Geschlecht der Zecken wurden emim
Stereomikroskop bestimmt. Dazu wurden Standardbestimmungsschlissel befillyatd(

1996, S. 5B72). Charakterisierte Zecken wurden in ein mit einer eindeutigen
Identifizierungshnummer versehenes Iri-Eppendorfgefal Gberfihrt und bisrzweiteren
Untersuchung bet80 °C eingefroren. Die Daten der Zecke wurden unter der eindeutigen
Nummer in eine Datenbank (Microsdftccess 2003) eingepflegt. Dabei wurden das
Sammelgebiet, die Sammelstelle, das Entwicklungsstadium, das Geschlecht, das
Sammeldatum, di Temperatur, die Luftfeuchtigkeit, die Bewdlkung wahrend der Sammlung,
die Windgeschwindigkeit, der Niederschlag, die genauen Sammelkoordinaten und die Hohe
erfasst. Fir jede Zecke wurde eine komplette Entitdt mit den zur Zecke gehdrenden
Okologischen Da&n und den gefundenen Pathogenen erzeugt und in einem fir ein
geografisches Informationssyst€@ilS) lesbaren Format gespeichert.

B.3 Pflanzensoziologische Einordnung der
Sammelgebiete

Die Sammelgebiete in Berlin wurden nach dem im Internet zur Verfigungnsi@h
Umweltatlas Berlin in verschiedene Biotoptypen eingeteilt (Biotopkartierung Berlin 2005).
Dieses ermoglicht eine 0©kologische Bewertung der Zeckenfundstellen, aus denen
gegebenenfalls vorliegende Gesetzmaliigkeiten hergeleitet werden koénnen. Bei vom
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Umweltatlas nicht erfassten Gebieten oder offensichtlichen Ungenauigkeiten des
Umweltatlasses und zur genaueren Feststellung der Zusammensetzung der ©kologischer
Gruppe der Waldbodenpflanzen wurden in jedem Gebiet mindestens zwei
Vegetationsaufnahmen im Aprund Juni 2009/2010 durchgefihrt. Als 6kologische Gruppe
werden Pflanzenarten zusammengefasst, die in ihrem soziologischen und 6kologischen
Verhalten weitgehend Ubereinstimmen (Hofmeister 1997, S. 40). Wichtigster Bestandteil dieser
Vegetationsaufnahmen av eine Artenliste. Die Pflanzenarten in den einzelnen Gebieten
wurden anhand der folgenden Bestimmungsschlissel identifiziert: (Schmeil et al. 2011),
(Aichele und GolteBechtle 1997), (Aichele und Schwegler 199@)jchele et al. 201}
(Bachofer und Maye2008), (Blamey und GreWilson 2008), (Christiansen et al. 1988; Darke
2010), (Kremer op. 1998), (Stinglwagner et al. 200@Virth und Ddull 2000).In der
Beurteilung der Vegetation wurden der Deckungsgrad und die Haufigkeit der Pflanzen als
Artmachtigket zusammengefasst und auf der Basis der Skala nach-Btanquet abgeschéatzt
(Hofmeister 1997, S. 134). Die Vegetationsaufnahme wurde fur jede Zeckensammelstelle auf
einer Probeflache von 208° durchgefiihrt. Die Pflanzengesellschaften wurden schlieRlich
nach Schubert (Schubert et al. 2010) und nach Hofmeister bestimmt (HofmeisterAL#97).

der Basis dieser Vegetationsaufnahme wurden in den Sammelgebieten jeweils drei
Sammelstellen ausgewahlt, deren Okologie das jeweilige Sammelgebiet reprasentierte.
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Tab.B.3: Pflanzensoziologische Einordnung der Sammelgebiete und der Sammelpunkte

Sammelgebiet

Sammelstelle

Pflanzensoziologische Einordnung

Frohnau

(SSt.)

Eichenforstgesellschaft mit mehr als@0Buche, mittel bis ziendh arm nahrstoffversorgte Boddes kommen

SSt.1 wdd Quercus roburundQuercus petraesor. Strauchschicht bestand aus¥%®&orbus aucupariand 40% Carbinus
betulus Krautschicht:Anemone nemorasGruppe

Bucher Forst SSt.2 Wiese Nahrstoffreiche Feuchtwiese verarmter Ausprag@tgauchschichtilipendula ulmariaGruppe

Kiefernforst mit mehreren Laubholzarten in etwa gleichen Anteilen

SSt.3 Waldweg | Baum und Strauchschicht: Spattraubiéiefernforst
Krautschicht: nicht ausgepragt
Baumschicht: Eichenforst mQuercus robuund Quercus petraea

SSt.1 Wald StrauchschichtPruncus padus

Krautschicht: Vaccinum myrtillusGruppe

SSt.2 Mauerweg

Baumschicht: Eichenforst
Strauchschicht
Krautschcht: Corynephorion canescentis

SSt.3 Waldweg

Baumschicht: Kiefernforst mit Eiche (43D%)
Strauch und KrautschichtYaccinummyrtillus-Gruppe

Rehberge

SSt.l
Kastanienbdume

BaumschichtAesculus hippocastanymuercus petragaCarpinus betulus

Strauclschicht; jungeCarpinus betulus

KrautschichtMilium effusumAgrostis stalonifera, Taraxacum officinaltlantago lancelotalysimachia
nummularia

SSt.2 Weg

Carpinus betulus
Strauchschicht: nicht vorhanden
Krautschicht: wie Sammelstelle 1, zusatzigdrbandOnopordion acanthimit Cynoglosum officinale

SSt.3 Liegewiese

BaumschichtQuercus petraedraxinus excelsigrFagus sylvaticalarix decidua
Strauchschicht: nicht vorhanden
Krautschicht: nicht vorhanden
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Sammelgebiet

Sammelstelle
(SSt)

Pflanzensoziologische Einordnung

SSt.l
Hundeauslaufplat;

BaumschichtQuercus roburAcer pseudoplatanyfagus sylvatica

StrauchschichtSambus nigraSymphoricarpos alby€ornus alba

KrautschichtPoa annuaPlantago majoy Polygonum aviculareUrtica dioica und majorLamium purpureumim
zentralen Bereichiritt-Gesellschaft®lantagineta majoris

Hasenheide

BaumschichtQuercus roburAlnus glutinosaFraxinus excelsior

S_St.2 : StrauchschichtSambucus nigreBymphoricarpos albusorbus aaparia, Cornus alba
Liegewiese 1 S o

KrautschichtUrtica dioica
SSt.3

Liegewiese 2

wie Liegewiese 1

SSt.1 Wald

Heidekraut Kiefernforst mit bodensauren, nahrstoffarmen Boden

BaumschichtPinus sylvestrisBetulapendula

Strauchschicht: junginussylvestris jungeQuercus robuyvereinzeltvaccinium myrtillus
Krautschicht:Calluna vulgaris Festuca ovinaRumex acetosell&lieracium aurantiacumlLeukobryum glaucum
(Calluna vulgarisGruppe)Cladonia

Michendorfer Heidq

SSt2
Feuerschneise

Baumschicht:
Strauchschiat: -
Krautschicht:Calluna vulgaris, Juncus effusus festuca ovina agg

SSt.3 Weg Identisch mit Sammelstelle Wald
Kiefernforst mit Eiche und Birke
SSt.1 Wald BaumschichtPinus sylvestrisQuercus roburBetula pendula

StrauchschichtSorbus auparia Deschampsia flexuosa

Wannsee

SSt.2 Gaststatte

HainrispenWinterlinden-Hainbuchenwald

BaumschichtCarpinus betulusTilia cordata

StrauchschichtRubus fruticosus

Krautschicht;Poa nemoralisAnemone nemoros&onvallaria majalis Hepatica nobilis Corydalis intermedia

SSt.3 Weg

Baumschicht: Eichenforst mit Kiefer
Strauch und Krautschicht fehlen
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Sammelgebiet

Sammelstelle
(SSt)

Pflanzensoziologische Einordnung

SSt.1 Wald

Kiefernforst mit mehreren Laubholzarten
BaumschichtQuercus robuyFagus sylvaticugPinus sylvestris

Baumschicht: vereinzelPinus sylvestris
Strauchschicht: nicht vorhanden

Spandau SSt.2 Mauerweg
Krautschicht:Corynephorion canescentis
junge Aufforstungen von Nadelholz
SSt.3 Weg BaumschichtPinus sylvestris
Strauch und Krautschicht nicht vorhanden
Kiefernforst mit Nebenbaumarten Eichen, Robinien und Birke
Sst.1 Wald BaumschichtQuercus roburRobina pseudoacacidBetula pendula
' StrauchschichtPrunus padusPrunus serotinaSorbus aucuparia
Krautschicht Anemone nemorosa
Baum und Krautschicht wie Sammelstelle Wald
Marzahn SSt.2 Weg KrautschichtAnemone nemorogaruppe
RuderalgesellschaltanaceteArtemisietum
Baumschicht: nicht vorhanden
SSt.3 Bauschutt Strauchschicht: nicht vorhanden
KrautschichtTanaetum vulgareArtemisia vulgareArrhenatherum elatiuglytrigia repens Conyza canadensis
Mesophiles Schlehe@ebiisch Carpino betulj Prunus spinosa
SSt.1 Larvennest | StrauchschichtPrunus spinosgCorylus avellanaCarpinus betlus
Krautschicht:Carex caryophyllea, Bromus erectisisetum flavecens
Brieskow SSt.2 Sandberg | Pioniergesellschaft mit einer Strauchschicht aus Prunus spinosa, Hippophae rhamnoides

Finkenheerd

SSt.3 Pappelwald

Populo tremulagQuercetum petraea@esellschaft
Baum und KrautschichtPopulus tremulaQuercus petraea
KrautschichtTrientalis europaea
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Sammelgebiet

Sammelstelle

Pflanzensoziologische Einordnung

(SSt.)
Kiefernforst mit Nebenbaumarten Stiahd Traubeneichen
SSt.1 Wald BaumschichtQuercus roburQuercus petraea
' Strauchschicht: jungBetula pendula, Sorbus aucuparia, Prunus serotina
KrautschichtLeucobryum glaucum, Pleurozium schreberi, Hypnum jutlandicum
Kiefernforst mit Nebenbaumarten Stiahd Traubeneichen
Teufelssee SSt.2 Weg BaumschichtQuercus obur, Quercus petraea

Strauchschicht: jungBetula pendula, Sorbus aucuparia, Prunus serotina
Krautschicht Leucobryum glaucum, Pleurozium schreberi, Hypnum jutlandicum

SSt.3 Spielplatz

Eichenforst mit Kiefer (>306)
Strauchschicht: nicht vorhanden
Krautschicht: nicht vorhanden
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B.4 Molekularbiologische Methoden

B.4.1 Isolierung von Nukleinsauren

Die Isolierung der DNA und RNA aus Zecken wurde mit dem rapidStripe Tick DNA/RNA
Extraction Kit der Firma analytikiena gemal der Gebrauchsanleitung durchgefihrt.

B.4.2 Quantifizierung der extrahierten Nukleinséuren

Um die Konzentration fur die Sequenzierungsreaktion richtig einzustellen, wurde die
Konzentration der amplifizierten DNA nach Reinigung geméafR Anleitung unter
Verwendung desviSB® Spin PCRapacKit der Firma Invitekmit einem NanoDrop"
ND-1000 spektrophotometrisch gemessen und auf eine Konzentration nprDBIA/ul
eingestellt.

B.4.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-
Gelelektrophorese

Zur Trennung und Identifizierung von DNRragmenten wurde die Agarese
Gelelektrophorese benutzt. Dazu wurden-diis zweprozentige Agarosegele aus Biozym
Sieve 3:1 Agarose und TBEBuffer hergestellt. (TBEPuffer = TRISBoratEDTA-Puffer;
EDTA = Ethylendiamintetr@ssigsaure). Dazu wurde die dBrazentzahl des Gels
entsprechend&rammzahl Agarose in einem 2% ErlenmeyerKolben abgewogen und
mit 100 ml TBE-Puffer aufgefillt. Die Mischung wurde in der Mikrowelle bis zur
vollstandigen Auflésung defgarose erhitzt. Nach Abkuhlen des Gemisches wurde die
Agarosein die vorbereiteté&selkammer gegeben. Dort wathidiumbromid vorgelegt, so
dass Gele mit einer Ethidiumbromidkonzentration von etwau@®l entstanden. Die zu
untersuchenden Probevurden mit einem secfech konzentrierten Ladepuffer verdinnt.
Die Gele wurdenmit 10pl der zu untersuchenderProben zusammen mit einem
GrolRenstandarbeladen. Je nach Grof3e der zu erwaenDNAFragmente wurde ein
100bp-Standard oder ein Kb-Standard verwendet. Die Peab wurden bei 8%
aufgetrennt.

B.4.4 Nachweis der Pathogene mittels PCR-Methoden

Aus jedem Sammelgebiet wurden 100 Zecken zur Analyse auf die unterschiedlichen
Pathogene so ausgewahlt, dass die Stadienverteilung der in diesem Sammelgebiet
gefundenen entsprach. Ansonsten war die Auswahl zuféllig. Die G&dAbzw. -RNA

wurde indviduell aus jeder isoliert. Dabei wurde darauf geachtet, dass immer nur Zecken
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aus einen Sammelgebiet zusammen isoliert wurden. Zuséatzlich wurden immer nur Zecken
der gleichen Spezies gleichzeitig zusammen extrahiert, um Kontaminationen zu
vermeiden. Zutsolierung der Ribonukleinsduren wurden die Zecken mechanisch mit der
SpeedMill zerkleinertNachfolgend wurden die DNA und RNA mit dem RapidStripe Tick
DNA/RNA extraction kit gemaR3 der Anleitung des Herstellers isoliert. Die extrahierte
DNA wurde bis zumweiteren Analyse beR0 °C eingefroren.

Die Gattungerderunterschiedlichen Pathogene wurden mit kommerziellen Kits der Firma
analytikjena naofpewiesen. Dabei wurden folgende Kits fur den Nachweis der jeweiligen
Gattungenwie in de Anleitung beschrieberbenutzt: Der Nachweis von Anaplasma
phagocytophilimwurde mitdemrapidSTRIPE Anaplasma StripeAssarpracht, Babesien
wurden mit demrapidSTRIPE Babesia StripeAssapchgewiesen,um Nachweis von
Borrelien DNA wurde das Kit rapidStripe Borrelia StripesAsbenutztund Rickettsien
wurden mit dem rapidSTRIPRickettsia StripeAssay hachgewiesen

B.4.4.1 Funktionsweise der Lateral flow Streifen

In den PCR Nachweisreaktionen, die in den Kits der Firma Innuscreen benutzt werden,
reagieren Biotin markierte Primer naer ProberDNA. Durch die PCRReaktion wird der

durch die Primer bestimmte Bereich der DNA amplifiziert. Die zusatzlich benutzte Sonde
ist mit 6-Carboxyfluorescein KAM) makiert. Sie bindet bei Bildung des Amplifikats
innerhalb dieses Amplifikats. Dadureterden die Spezifitat und die Sensitivitat erhoht.
Bei einer positiven Reaktion (Vorhandensein der path@ggenen DNA) enthielt das
nach der Amplikation erhaltene Reaktionsgemisch bioinal fam markiertes Amplifikat

Zum Nachweis einer positiven Pelvurden 1Qul des Amplifikats auf das Probenfeld der
Lateral flow Streifen gegeben. Nach einer Minute Inkubation wurden die Streifen in ein
mit 150ul Laufpuffer gefilltes Gefal3 gestellt. Wewler Lateralflow Streifen mit dem
Laufpuffer in Beriihrung kamywurde das PCHrodukt durch Kapillarkréafte auf den
Streifen transportiert. Dort reagierte das Fam und Biotin makierte Amplifikat zuerst mit
einem StreptavidiGold-Konjugat (Detektionssonde). Die Wechselwirkung dieser
Reaktion fand zwischen dem Streptanidind dem Biotin statt. Der Streptavidold
Komplex wurde geldst unibildete eine Losung, in der ein in Flussigkeit geloster Komplex
Biotin-StreptavidinGold-Amplifikat-FAM enthalten war. Wenn dieser Komplegie
Nachweislinieerreichte, wurde evon ant-Fluorescinlsothiocyanat (FITC) Antikdrpern
(Nachweisende) detektiert, die auch mit Fam reagiert&as Vorhandensein des
Amplifikats wurde durch eine violette Linie angezeigt, da sich der Komplex Biotin
StreptavidinGold-Amplifikat-FAM in dem Bereich &nzentriert, in dem die FITC
Antikorper aufgebracht waren. Der Uberschuss der Dispersion des Goldkonjugats wurde in
einer zweiten Kontrolllinie angezeigt, die mit dem GoldVechselwirkung trittWeil sich

der StreptavidirGold Komplex bereits durch ungetdene Primer |6st, kann durch das
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Auftauchen der zweiten Kontrollinie nur der Prozess des Aufsteigens des Laufpuffers
durch Kapillarkrafte kontrdiert und protokolliert werdenUm die erfolgreiche Isolierung

der GesamDNA aus den Zecken nachzuweisenreaizusatzlich zu den oben genannten

Kits das KitArapidSTRIPE Tick AmplificatioimT e st i der sel ben Firma be

B.4.5 PCR-Reaktionen zur ndheren Untersuchung der positiven
Proben

Bei einem positiven Befund der gattungsspezifischen Kits der Firma analytikjedarwu
weitergehende Untersuchungen zur mdglichst genauen Bestimmung der Pathogenart
durchgefuhrt. Die weitergehenden Untersuchungen wurden mit Polymerase Kettenreaktion
(engl. Polymerase chain reaction, PCR) durchgefilBimerseits wurde das positive
Ergemnis der Kits von analytikjena bestatigt und andererseits wurde durch Amplifizierung
von spezifischen Amplikons die Mdglichkeit erdffnet, die Pathogenart bis zur Spezies bei
den Rickettsien bzw. bis zum Genotyp bei den Borrelien zu bestimbedrei wurden
Protokolle verdffentlichter PCHReaktionen benutzt. Bei positiven Ergebnissen des
Rickettsienschnelltests wurde eine PCR zur Amplifizierung eines Teilstickencids

Gens durchgefiihrt, das anschlieBend sequenziert wurde (Roux und Raoult 2000). Das
ompB Gen codiert fir das Outermembranprotein B. Zur naheren Untersuchung im
Schnelltest borrelienpositiver DNRroben wurde eine nested PCR zur Amplifizierung
eines Fragments der die 16S rRNA encodierenden DNA bgiRitttter et al. 2003)Zur
naheren Untersuchundabesierpositiv getestete Zecken wurde eine von Casati
entwickelte Methode verwendet, die das Gen fiur die 18S rRNA analysiert (Casati et al.
2006). Anaplasmerpositive Proben wurden mit einer PCR bestatigt, die als Zielgen das
Gen benutzte, das die 188NA codiert (Massung et al. 1998).

Tab.B.4: Verwendete Primer zum Nachweis der unterschiedlichen Pathogene

Erreger Primername Primersequenz Referenz
. . 2788For AAA CAATAATCA AGG TACTGT Roux und
Rickettsiaspp
3599 Rev TAC TTC CGG TTA CAG CAA AGT Raoult (2000)

16S1A CTAACG CTG GCAGTG CGT CTT AAG C
16S1B AGC GTC AGT CTT GAC CCA GAA GTT Richter et al.

Borrelia spp 16S2A  AGT CAA ACG GGA TGT AGC AATAC  (2003)
16S 2B GGT ATT CTT TCT GAT ATC AAC AG
Babesiaspp BJ1 GTC TTG TAA TTG GAA TGA TGG Casati et al.
BN2 TAG TTT ATG GTT AGG ACT ACG (2006)
ge3a CAC ATG CAA GTC GAA CGG ATTATTC
Anaplasma

gelOr TTC CGT TAA GAA GGA TCT AAT CTC C Massung et al
ge9f AAC GGATTATTCTTT ATAGCTTGC T (1998)

phagocytophilun
ge2 GGC AGT ATT AAA AGC TCC AGG
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Tab.B.5: Pipettierschema ErregePCR

\ Erreger
Komponente Anaplasma Babesien Borrelien Rickettsiae
10x Puffer Sul 5ul 5 ul 5 pl
dNTP [25 mM] 0,5 ul 1l 0,4 pl 0,4 pl
MgCI2 [50 mM] 0,5 ul 1,5 pl 1,5 pl 1,8 pl
Primer for 0,5 ul 0,5 ul 1,5 ul 2,5l
Pri mer rev 0,5 pl 0,5ul 1,5 pl 254
Taq Polymerase 0,25 ul 0,25 ul 0,25 ul 0,5 ul
Wasser 36,5 ul 37,75 ul 34,85 ul 32 ul
Probe 5 pl

Tab.B.6: CyclerprogramnErregerPCR.

Zeit (sec) [Temperature (°C)]
Schritt Anaplasma Babesien Borrelien Ricketsiae
Initiale Denaturierung 900 [95] 300[95] 600 [94] 120 [94]
Denaturierung 30 [94] 30 [94] 20 [94] 30 [94]
Annealing 30[55] 30[55] 20[63] 30[50] | |40 Zvklen
Elongation 60 [72] 40([72]  40[72] 90 [68] (Borrelien 30 Zyklen)
Finale Elongtion 300 [72] 300[72] 120 [72] 420 [68]
Tab.B.7: Pipettierschema Erregemested PCR
Erreger
Komponente Anaplasma Babesien
10x Puffer 5ul 5ul
dNTP 25 mM] 0,4 0,5
MgCI2 [50 mM] 2,5 ul 0,5 ul
Primer forw 2ul 0,5 ul
Pri mer reve 2 ul 0,5 ul
Taq Polymerase 0,25 pl 0,25 pl
Wasser 35,85 pl 40 ul
Probe 5ul 1l
Tab.B.8: CyclerprogramnErregernested PCR.
Zeit (sec) [Temperatur (°C)]
Schritt Anaplasma Borrelien
Initiale Denaturierung 900 [95] 600 [94]
Denaturierung 30 [94] 20 [94] 40 Zyklen
Annealing 30 [55] 20 [63] .
_ (Borrelien 35 Zyklen)
Elongation 60 [72] 30 [72]
Finale Elongation 300 [72] 120 [72]
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B.4.6 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Amplifizierte DNA-Fragmente wurden in beide Richtungen mit dem ABI PRiSM
BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit sequenziert. Das Verfahren
basiert auf der Methode nach Sanger (Sanger 1977). In speziell diesemrdiénweer
verschiedene fluoreszierende Farbstoffe benutzt, die anvigie unterschiedlichen
DidesoxynukleotiderfddNTPs) gebunden sind. Diese werden analog der in vivo durch die
DNA Polymerase wahrend der Ription eingebauten Nukleotidein den
neusyntletisierten Strang eingebaut. Die Synthese des Stranges wird selektiv an den
Stellen beendet, an denen die Nukleotide mit den Basen Adenin, Cytosin, Guanin oder
Thymin eingefigt werden missten, @éa denanstatt der Nukleotiden verwendeten
Didesoxynukleotien eine 3"Hydroxylgruppe fehlt. Dadurch entstehen Stréange
unterschiedlicher Lange, die mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert sind. In der
Summe werden also Molekiile erhalten, die sich in der Lange in einem Nukleotid
unterscheiden und farblich markisind. Diese konnen in einer hochauflosenden Kapillar
GelElektrophorese getrennt und mit einem Laser analysiert werden. Durch
bioinformatische Analyse wird ein Elektropherogramm erstellt, aus dem die gesuchte
Seajuenz abgelesen werden kann. Die Sequammajevon DNA wurdevon derSequenzier
Abteilung des RKlausgefuhrtDazu wurden die Probevorherwie folgt pipettiert und
amplifiziert.

Tab.B.9: Sequenzierungsansatz.

Tab.B.10: Cyclerprogramme der Sequenzierungsreaktion

Reagenz Mengue [u] Schritt Zeit (sec) [Temperature (°C)]
Big Dye-Puffer 5X 15 Initiale Denaturierung 240 [96]
Primer 10uM 0,5 Denaturierung 10 [96]
Big-Dye 3.1 1 Annealing 5 [50-60*]
DNA-Probe 4 Elongation 240 [5660%]
Wasser 3 Standby 4 1D

*Je nach Primer zwischen 50 und 60 °C
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C. Ergebnisse

C.1 Quantitat der Zecken in reprasentativ
ausgewahlten Sammelgebieten im Raum Berlin

C.1.1 Ixodesricinus

In den Gebietemrm Umkreis vonBerlin wurdenwéhrend der Zejtin denen Sammlungen
stattgefunden habern691 Individuen der Speies I. ricinus gesammeltDie Gesamtheit
dieserZecken sete sich aus 546 Larven, 975 Nymphen und 170 Imagos zusammen. Von
den 170 adulten Zecken waren 163 %) weiblich und 67 (396) méannlich.

Bei der Betrachtung der Anzalder gesammelten Zecken ist heachten, dass die
Sammelgebiete2010 geandert wurderDa von 2008 bis 2009 keine Zecken in den
Rehbergen und der Hasenleigefunden werden konntewurden diese Gebiete in der
nachfolgenden Saisatdurch andere Gebiete ersetzt. In dem Zeitraum von 2008 bis 2009
wurden mit 524Exemplaren der Spe&ss |. ricinus weniger Zecken dieser Art gesammelt

als 2010. 2010 wurden insgesamt 1168icinus-Zecken gesammelt. Sowohl 2008 bis
2009 als auch 2010 war die Gesamtzahl der gesamniettdesricinus-Zecken in Buch

am hdchsten. In beiden Sammelzeitrdumen wurde diglgkwaste Anzahvon Zecken am
Wannsee gefunder2010 lag die Anzaljesammelter Zecken in Marzahn zwar héher als
die Anzahl deram Wannsee gesammelten; aber an diesem Standort wurde nur 2010
gesammelt. Hier sollen zuerst nur die Sammelgebiete betradtr@eny an denen sowohl
20082009 als auch 2010 Zeckensgenmelt wurdenDas am drittstarksten mit Zecken der

Art |. ricinus belastete Gebiet war die Michendorfer Heide, das zwar im Vergleich zu
Frohnau fast die gleiche Gesamtzahl gesammeltecinus, aker zusatzlich noch das
starke Vorkommen vo. reticulatusaufwies. Das Gebieanit der geringsten Zeckenlast

war der Teufelssednnerhalb des Zeitraums 20@809 war der Anteil der Larven an der
Gesamtzahl der gesammelten Zecken leicht h6her als 20di@skm Jahr stieg der Anteil

der gesammelten Nymph um 10% von 50,8% auf 60,8%. Gleichzeitig fiel der Anteil

der gesammelten Imagos ebenfalls leicht von 12,2 a#9])h allenSammelgebieten mit
Ausnahme der Michendorfer Heide waricinus die vorterrschende Zeckenaifon der
Spezes Ixodesricinus wurden alle Entwicklungsstufen in nennenswerter Anzahl
gesammelt. Im Gegensatz dazu wurden nur adulteticulatusZecken gefunden. Mit der
Met hode de svurdefrHagptpaphlich ¢nfagos (58/0aller gesammelter Imagps

und Nymphen (51% aller gesammelter Nymphemgesammelt. Der Anteil mit dem
AFl aggenfi gesammel ter [262%allengesammelted laaydmgen g«
Die Methode des ADraggingf war f788%alemas Samr
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gesammelter LarvgnBemerkenswert war, dass 82paller gesammelteD. reticulatus

dur ch AFl aggeni gef angen wur den. Di e i n
beobachtete Zeckenpopulation zeigten charakteristische Verteilungen im Hisllidie
jeweiligen Anteile der Larven, Nymphen und Imagos. In den Uber den gesamten Zeitraum
beobachteten Gebieten zeigte der Wannsee den grof3ten Anteil an Ldieemaren

62,1 % der gesammelten Zecken Larvdden grof3ten Teil der gesammelt@ecken
machten ebenfalls die Laem im Sammelgebiet Frohnau aiort bildeten die Larven

einen Anteil an der Gesamtzeckenzahl vo®&4Ansonsten bildeten immer die Nymphen

den grofRten Anteil von allen gesammelten Zecken. In den drei anderen lber den gesamten
Zeitraum beobachteten Sammelgebieten, Bucher Forst, Teufelssee und Michendorfer
Heide, bildeten die Nymphen mit 6%, 71,4% und 757 % den Grol3teil der gesammelten
Zecken. Dasselbe gilt auch, wenn man die Zeckenzahlen fir den gesamten
Beobachtungzeitraum furdie Sammelgebietaufaddiert, die die gesamte Zbiobachtet
wurden(Tab. C.3). In der Summe aller dieser gesammeltecken bilden die Nymphen

mit 538 % die groRte Gruppe. Der Anteil der gesammelten adultekeBecariiertevon

5,2% im Bucher Forst bis 286% in der Michemlorfer Heide. Der Wannsee mit78,
Frohnau mit 9,26 und der Teufelsseenit 206 % liegen dazwischen. Bei den
Sammelgebieten, die nur eine Fangsaison beobachtet wurden, fallen die Hasentieide

die Rehberge als Extreme auf. In beiden innerstadtischen Sammelgebieten wurde keine
Zecke gesammelt, obwohl diese Sammelgebiete mit der gleichen Intensitdt abgesucht
wurden, wie alle anderen Sammelgebiete. Auf der anderen Seitextteme steht das
Sammelgebietin Marzahn. Dort wurden mehr Zecken gefunden als in allen anderen
Sammelgebieten mit der Ausnahme vom Bucher Forst. Das 2010 dazugekommene
Sammelgebiet Spaau zeigte sich mit insgesamt dgefundenerZecken wenig ergiebig.

Die geringe Anzahvon gesammelten Zeek lasst keine allgemeidaissage zu. Nicht nur

die unterschiedlichen Sammelgebiete zeigten ein sich unterscheidendes Muster im
Hinblick auf dieStadienzusammensetzung. Auch innerhalb der Sammelgebiete unterschied
sich die Stadienzusamansetzung. Wie oben beschriepemurde versuchtin jedem
Sammelgebiet einen feuchten, einen mittelfeuchten und einen trockenen Sammelpunkt zu
definieren. Generell wurde als feuchtester Sammelpunkt ein in der Mitte des Waldes
liegendes Waldstlck, ausgebucBei dem mittelfeuchten Sammelpunkt handelte es sich
um einen Waldweg und bei dem trockensten Sammelpunkt um freiliegende Grasflachen,
die ungehindert von der Sonne beschienen werden konnten. Der grof3tel. Amtaius

wurde in den Sammelgebieten, diwdhrend des gesamten Untersuchungszeitraums
beobachtet wurde, am Sammelpunkt gefunden, der im Wald lag. Hier wurden insgesamt
895 Zecken gesammelt. Nicht so zahlreich wurden die Zecken am zweiten Sammelpunkt,
namlich dem Waldweg, gesammelt. Die geringstisbeute an Zecken wwrdauf der von

der Sonne bescmeren Grasflache mit 136 Zecken erreicht. Die Zusammensetzung der
Zeckenstadien unterschied sich deutlich an den einzelnen Sammelpunkten. Wahrend am
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Sammelpunkt im Wald die Larven dominierten, nahm Aeteil der Nymphen am
Sammelpunkt Waldweg und schlie® auch auf der sonnenbesohien Grasflache zu.
Gleiches gilt auch fur den Anteil der adulten Zecken. Aber an den Sammelpunkten
Waldweg und Grasflacha&varen Nymphen mit jeweils mehr als 36 Anteil an der
Gesamtzeckenzahl das vorherrschende Zeckensta@diengleiche Tab. C.5.). Generell
waren Nymphen von allen gesammeliemicinus-Zecken mit 56 das vorherrschende
Stadium unabhangig von Sammelgebiet oder rBalpunkt. Die Larven waren mit 29

der gesammelten Zecken das zweitwichtigste Stadium. Die Imagos bildeten einen Anteil
von 21% (VergleicheTab.C.2undTab.C.3.).

C.2 Nachgewiesene Zecken

C.2.1 Dermacentor reticulatus

Neben der Zeckenaltricinus wurde im Raum BerliD. reticulatusin einem erheblichen
Umfang nachgewiesenlm gesamten Zeitraum wurden 25D.-reticulatusZecken
gefangen, von denen 118 (% mannlichund 139 (54%) weiblich waren.Von diesen
DermacentoireticulatusZecken wurden 2008 143 adulecken in der Michendorfer
Heide gesammelt. Afivannsee wurde das Vorkommen vDnreticulatusZecken durch

fiinf gesammelteExemplare nachgewiesen. Auch in dem Sammelgebigte uf el ssee
konnte das Vorkommen der Auwaldzecke durch ein gefundenes Mé&nnchen belegt werden
(Tab. C.5). 2010 wurden in der Michendorfer Heideit 104 ExemplarerwenigerD.i
reticulatusZecken gefangen. In dgem Jahr wurdenam Wannsee nocldrei und am
Teufelssee eineD.-reticulatusZecke gefunden. Zusatzlich wurdén dem neu
hinzugenommenen Sammelgebiet Marzalas Vorkommen dieser Zeckenart durch das
Sammeln eines mannlichen Exemplars bel&jne (bersicht (ibedie gefangenen D.
reticulatusZeckengebenTab.C.5 undTab.C.7.

Deutschlandweit ist die vorherrschende Zeckemaricinus. Das galt auch fur dse
Untersuchung, aber in eine@ebiet war das nicht der Fall. Dan stdlichsten gelegene
Michendorfe Heide bildete eine Ausnahme.diresem Sammelgebiet waren insgesamt fast
53 % aller gefundenen Zeckd. reticulatus

Eine dritte Zeckenart. concinnawurde in grofiem Umfang etwa 1Rt vom Berliner
Stadtzentrumentfent in BrieskowFinkenheerdgesammelt. Insgesamt wurden 1015
Zecken dieser Art gefunderkin grofRer Anteil davon waren Larvem=896). Das
zweithaufigste gefundene Stadium waren mit 102 Exemplaren Nymphen. Von der Gruppe
der adulten Tiere konnten 17 gesaetimverden. Das entspricht einem Verhaltnis von 1: 6:
60. Von den gefundenen adulten Tierewaren 12 mannlich und 5 weiblich.
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Abb.C.1: Ubersicht der firr diese Arbeit tarsuchten Gebiete. Die Gebiete sind in Relation zu der Gesamtzahl der in ihnen gefundeinas Zecken eingefarbt.
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Tab.C.1: Anzahl gesammelter Zecken mit den prozentualenilémtder Zeckenstadien fir H.
concinna 20101 = Larven, n = Nymphen,% imago

Anzahl gesammelter Zecken

Sammelgebiet Entwicklungsstadium (%)
Total= 953 (100)
| =874 (91,7)
n=61(6,4)
i=18(1,9)
Total= 12 (100)
=2 (16,7)

n =9 (75)
i=1(8,3)
Total= 43 (100)

| =21 (488)

n =20(46,5)
i=2(4,7)

Larvennest

Sandberg

Pappelwald

Tab. C.1: Anzahl gesammelteZecken mit den prozentualen Alge der Zeckenstadien fUr
ricinusin den Jahren 2068009I = Larven, n= Nymphen, E imago.

Anzahl gesammelter Zecken
Entwicklungsstadium (%)

Total= 161 (100)
| =39 (24,2)
n=112(69,6)
i =10 (6,2)
Total= 109 (100)
| =74 (67,9)
n=31(28,9
i=4(3,7)
Total= 127 (100)
=75 (59,1)
n=42(33,0)
i=10(7,9)
Total= 15 (100)
=5 (33,3)
n = 6(40)
i=4(26,7)
Total= 112 (100)
I=1(0,9)
n=74(66,1)
i =37 (33,0)
Total= 524 (100)
| =194 (37,0)
n =265(50,6)
i =65 (12,4)

Sammelgebiet

Bucher Forst

Frohnau

Wannsee

Teufelssee

Michendorfer Heide

Total
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Tab.C.2: Anzahl gesammeltetecken mit den prozentualen Anteilen der Zeckenstadiatidi#eckenart.

ricinus 2010; | = Larven, n = Nympheni = imago.

Sammelgebiet

Anzahl gesammelter Zecken
Entwicklungsstadium (%)

Bucher Forst

Total= 519 (100)
| =198 (38,2)

n =296 (57,
i=25(4,8)

Frohnau

Total= 121 (100)
| =34 (28,1)
n =70 (57,9)
i =17 (14,0)

Spandau

Total= 3 (100)
[=0(0,0
n=2(66,7)
i=1(33,3)

Marzahn

Total= 196 (100)
=4 (2)

n =172 (87,8)

i =20 (10,2)

Wannsee

Total= 171 (100)
=110 (64,3)

n =45 (26,3)
i=16(9,4)

Teufelssee

Total= 48 (100)
=0 (0)
n=39(81,3
i=9(18,7

Michendorfer Heide

Total= 110 (100)
1=7(6,3)

n =84 (76,4)

i =19 (173)

Total

Total= 1168 (100)
| = 353 (30,2)

n = 708 (60,6)

i =107(9,2)
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Tab.C.3: Anzahl gesammelter Zecken mit den prozentualen Anteilen der Zeckenstadien fir 1. ricinus in der
Summe der von 2008 bis Ende 2010 gesammelten Zécké&arven, n = Nymphen, i = imago.sEwurden
nur die Sammelgebieberiicksichtigt, in denen tUber dgasamten Zeitraum Zecken gesammelt wurden.

Anzahl gesammelter Zecken

Sammelgebiet Entwicklungsstadium (%)

Total= 680 (100)
| = 237 (349)

n =408 (60))
i=35(52)
Total= 230 (100
| = 108 (470)

n =101 (44)
i=21(91)
Total= 63 (100)
1=5(79)

n =45 (714)

i =13 (206)
Total= 298 (100)
| =185 (621)

n =387 (29R)

i =26 (87)
Total= 232 (100)
I =8(36)

n =168 (757)

i =56 (252)
Total= 1503 (100)
| =543 (361)

n =809 (53)

i= 151 (100)

Bucher Forst

Frohnau

Teufelssee

Wannsee

Michendorfer Heide

Total

Verglichen mit anderen Untersuchungen zur Zeckenbelastungen von abgegrenzten
Gebieten kann man die von uns untersuchten Gebiete WiahirC.4 gezeigteinordnen

Die Baechnung basre auf der Anzahl von gesammelt&lymphen und adulten Zecken

pro Fangsaison bzw. pro Jahr hochgerechnet aufnfO@vie bei Schwarz (Schwarz et al.
2009) beschrieben wurde diese Klassifizierung fir ein wochentliches Fangintervall
aufgestellt.
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Tab.C.4: Klassifizierungder untersuchten Sammelgebigtdategorien der Zeckenhaufigkeit nach Schwarz
(Schwarz et al. 2009uf der Basis von fricinus-Nymphen und adten Tieren/10Gv¢/Jahr, hochgerechnet
auf ein woéchentliches Fangintervall

Sammelgebiet Kategorie

Bucher Forst Sehr hohe Zeckenhaufigkeit
Michendorf Hohe Zeckenhé&ufigkeit
Frohnau Mittlere Zeckenhaufigkeit
Wannsee Mittlere Zeckenhaufigkeit
Teufelsse Mittlere Zeckenhaufigkeit
Marzahn Hohe Zeckenhaufigkeit
Rehberge Sehr geringe Zeckenhaufigkeit
Hasenheide Sehr geringe Zeckenhaufigkeit
Spandau Sehr geringe Zeckenhaufigkeit

Abb.C.2: Anzahl e&r gesammelten I. ricinus naclar8melgebiet und Sammelpunkt. In diese Grafik wurden
alle I. ricinus einbezogerdie von 2008 bis 2010 gesammelt wurden. Es wurden nur die Sammelgebiete
berucksichtigt, die wahrend dganzen Zeit untersucht wurden.

Gesamtzahl gesammelter Zecken nach
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Tab.C.5: Anzahl gesamelterZecken nach Sammelgebiet Birreticulatus20082009

Sammelgebiet Anzahl .der gesammelten
D.-reticulatus-Zecken
Bucher Forst 0
Frohnau 0
Wannsee 5
Teufelssee 1
Michendorfer Heide 143

Tab.C.6: Anzahl gesamelter Zecken nach SammelgeffigtD. reticulatus2010

Sl Anzahl .der gesammelten
D.-reticulatus-Zecken
Bucher Forst 0
Frohnau 0
Wannsee 3
Teufelssee 0
Michendorfer Heide 104
Spandau 0
Marzahn 1

C.3 Einfluss der Umweltfaktoren

Das Vorkommen und die Aktivitat der Zecken werden in groRem Mald von abiaotische
Bedingungen wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Bewuchs beeinflusst. Im Folgenden
werden einige dieser Faktoren im Zusammaeghait der Anzahl der gesammeltgacken
gesehen. Um einen Uberblick dartiber zu bekommen, wie klimatische Bedingungen das
Vorkommen oder das Vorherrschen verschiedener Zeckenspezies beeinfiwsstendie
Anzahl der gefundenenl.-ricinus- und DermacentoiZecken im Verhdaltnis zur
Lufttemperatur und der Luftfeuchtigkeit in der Michendorfer Heide naher betrgéluiet

C.3). Wenn man die Daten zur Temperatur und Luftfeuchtigkeit miteinbezieht, kdnnen
Unterschiede bei der Anzahl der gesammelten Zecken und der jeweils vorherrschenden
Zeckenart im Jahresvlauf ausgemacht werden. Die systematische Analyse zum
Vorkommenvon D. reticulatusund . ricinus zeigtdie unterschiedlichen Temperatund
Feuchtigkeitsanspriiche der beiden Zeckenarten. Wabrereticulatusbe Temperaturen
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nahe am Bodenm 10°C urd sogar hinunterib 0 °C gesammelt werden konnt&urde

eine Aktivitdt von I. ricinus erst oberhalb einer Temperatur von 1Z °beobachtet.
Temperaturen von annéhernd Z und geringe Luftfeuchtigkeit von unté8 % wahrend

der Sommermonate hatten einenlen Einfluss auf die Zeckenaktivitat. Das gakvohl

fur Ixodesricinus- als auch furDermacentoireticulatusZecken.Dieser Einfuss zeigte
sich in einer drastischen Abnahme der Zaldagemelter Zecken. DiErgebnisse zeigten
auch, dass trotz des Vehsandens vonD. reticulatusvon April bis August, die Zeckenart
sofort wieder erscheint, wenn sich die Tmraturen im Oktobesenktenund die
Luftfeuchtigkeit anstiegFur I. ricinus war der Monat der starksten Aktivitat jeweils der
Mai, wahrend im Oktoér die Anzahl der gesammelten Zecken im Vergleich zu den
Sommermonaten anstieg, aber nicht das Niveau vom Mai erreichte. Die héchste Anzahl
D.-reticulatusZecken wurde jeweils im Oktober gefangen, wobei ein zweiter Peak im
Marz/April lag. Dieser Fruhjahrgak lag aber friher als der Peak Voricinus. In einem
Gebiet,dasnur vonZecken der Speazs |. ricinus besiedelt warzeigte sichfur Ixodes
ricinus-Zeckenzumindes fur 2010 ein ahnliches Bil@

Abb. C.4). Im Maiwurde die fur 2010 héchsAnzahl von Zecken im Sammelgebiet Buch
gefangen. Danach fiel die Anzahl der gesammelten Zecken, ema Sieptember wieder
anstieg. Die Verteilun2009 passt nicht in dieses Muster. 2009 wurden die meisten
Ixodesricinus-Zeckenim August und Oktober gesammehuffallig ist dabei, dass fir Mai
2009 nur eine Drchschnittstemperatur von 9,183 gemessen wurde, wahrend im Mai
2010 schon eine Durchschnittstemperatur von 2C lerreicht wurde. Generell wurde
wahrend des Untersbiungszeitraums fiir beide untersuchte Zeckenarten das fir Zecken
beschrieben bimodale Aktivitditsmuster gefunden.
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Abb.C.5: Anzahl gefundener Larven und Nymphen von I. ricinus in Ah&ngigkeit des SammelBienats
aufgetragene Zahl der Zecken entspricht der Gesamtzahl der Gber den ganzen Zeitraum der Stedie
Sammelgebieten gesammelten Larven und Nymphen.
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Abb.C.6: Prozentualer Anteil der unterschiedlichen Entwicngsstadien an den jeweiligen
Sammelpunktenin der Abbildung wurden alle Sammelgebiete berticksichdigt2008/2009 und
2010 untersucht wurden
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C.4 Pravalenz von Pathogenen

C.4.1 Pravalenz der Pathogene in Ixodes-ricinus-Zecken
2008/2009

Die fur die Untersuchung mit molekularbiologischen Methoden ausgewé&bitaren,
Nymphen und adulten Zecken entsprachemrer Zusammensetzung nach Stadien der
Grundgesamtheit der in den jeweiligen Sammelgebieten gefundenen Zecken. Die fur jedes
Sammelgebiet untersuchten 100 Zecken wurden mdoglichst so ausgewahlt, dass der
jeweilige prozentuale Anteil der jeweiligen Zeckenstadien dem prozentualen deriam
Sammelgebiet gefundenemtsprach. Das Vorkommen déecken und die Pravalenz der
unterschiedlichen Krankheitserreger wurden fir diese Arbeit zwei Jahre lang beobachtet.
Die dabei gemachten Bealtdungen werden ifiab.C.7 zusammengefasst.

B. burgdorferi

B. burgdorferiwurdein allen Sammelgebieten gefunden, wobei das Vorkommen zwischen
den einzelnen Sammelgebieten in bemerkenswerter Weise s¢bwbnkrohnau wurden
2008/2009 lediglich in 26 der untersuchten Zecken BorrelBNA gefunden,
wohingegen im Bucher Forst 22 der untersuchten Zecken im selben Zeitraum positiv auf
Borrelien getestet wurden. Damit stellten diese zwei Sammelgebietdzglitig die
beiden Extreme des beobachteten Vorkommens von Borrelien in den Zecken dar. Die
Sammelgebiete Wannsee und Teufelssee liegen mit ihrer Pravalenz hoher aldedas Mi
allen untersuchtelxodesricinus-Zecken (13, ®6), wobei die Michendorfer Hee mit 8%
positiven Zecken im Vergleich der Sammelgebiete eine relativ niedrige Pravalenz von
Borrelien zeigt.

Das am starksten von Borrelien befallene Zeckenstadium waren mi%28i8 adulte
Zecken. Nymphen zeigten mit 2044 den zweitstarksten Bdfaund Larven waren ih
1,9% am geringsten belasteDie adulten Zecken zeigten zwar einen geringen
geschlechtsspezifischen Unterschied bei der PravalenB Mourgdorferi Dieser war aber
nicht signifikantAbb. C.9). Im Jahresgrlauf entwickelte sich die Pravalenz vdéh
burgdorferi in Nymphenvon 1. ricinusin etwa parrallel zu den insgesamt gesammelten
Zecken Abb.C.8). Ein Unterschied der durch verschiedene Sammelmethoden
gesammelten . ricinus all&tadien zeigte sich nur geringfugibap.C.11)

Rickettsiaspp

Rickettsienpositive Ixodesricinus-Zecken wurden ebenfalls in allen Sammelgebieten
gefunden. Interessanterweise waren Rickettsien mit annahetdda@ Pathogenitrder
hochsten Préavalenz. Auflerdem waren Rickettsien die einzigen von den untersuchten
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Krankheitserregern, die in einem hohen Prozentsatz in Larven vorkame¥b).(38
Tatsachlich stellten die Larven das Zeckenstadium mit der hochsten Pravalenz von
Rickettsen dar, wobei die Imagos das am niedrigsten belastete Zeckenstadium
reprasentierten. Der hochste Anteil Rickettgiesitiver Zecken wurde mit 5% am
Wannsee gefunden. Der niedrigste Anteil wurde in Frohnau #fiti#obachtet. In der
Michendorfer Heide, Bch, und im Sammelgebiet Teufelssee schwankte der Anteil der
positiv auf RickettsieiDNA getesteten Zecken zwischen 25 und%5Die beiden
Geschlechter der erwachsenen Zecken zeigten eine leicht hohere Préeafeibchen

von |. ricinus. BeiD. reticulatus zeigten die Mannchen eine leicht hdhere Pravalenz
(Abb.C.9 und Abb.C.10. Im Jahresverlauf zeigte die Pravalenz von Rickettsien in
Nymphen von |. ricinus im Mai einen absoluten Gipteid im Juli einen zweiten
niedrigeren GipfelAbb.C.8) Der Unterschied in derrBvalenz beil. ricinus, die mit
unterschidlichen Sammelmethoden gesammelt wurden ist nicht so gering wig bei
burgdorferi aber immer noch nicht signifikant. Ahnlich wie @i burgdorferizeigten
Zecken eine hohere P2 val enz, wenn si e mi t der Samn
gesammelt wurden.

Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilumurdein der Saison 2008/2009 in Buch und am Wannsee
gefunden. In Frohnau, am Teufelssee und in Mehendorfer Heide konnte dies
Pathogen nicht nachgewiesen werden. Wahrend bei Larven und Nymphen eine geringe
Pravalenz von 1,3 bzw. % beobachtet wurde, konnte 2008/200haplasma
phagocytophilumin adulten Zecken nicht nachgewiesen werden. Insgesamt war
Anaplasma phagocytophiluder Krankheitserregemit der niedrigsten Préavalenz in den
gefundenen Zecken (198). Es wurden keine mannlichdnricinus gefunden, die positiv

fur A. phagocytophilumvaren BeiD. reticulatuszeigten die mannlichen Zecken hingegen
die hohere Pravaler{fAbb.C9 und Abb.C.10). Im Jahresverlauf zeigte sich Uber das ganze
Jahr eine niedrige Préavalenz bei den Nymphenlvaninus. Auffallig ist aber der Gipfel

im Juli (Abb.C.8).

Babesiaspp.

Babesien konnten mit Ausnahme des Sammelgebietes Teufelssea iBattmelgebieten,

in denen Zecken gefunden wurden, nachgewiesen werden. Der hdchste Anteil positiver
Zecken wurde im Bucher Forst mit%% gefunden. Der niedrigste Anteil mit Babesien
infizierter Zecken wurde in Frohnau mi€d gefunden. Wannsee und Micldenfer Heide

lagen mit 3 und 46 infizierter Zecken dazwischen. Am starksten Butbesiabelastet

waren die Nymphen mit 7%. 3,7% der adulta Zecken warerBabesiapositiv. Larven

waren mit 1,9 das am geringsten belastete Zeckenstadium. Nacaplasma



62 C Ergebnisse

phagocytophilumwaren Babesien die am wenigsten vorkommenden Pathogen in den
gefundenenxodesricinus-Zecken.Die Préavalenz von Babesien zeigte weitel. ricinus

nochin D. reticulatuserhebliche Unterschiede (Abb.C.9 und Abb.C.10). Im jahreszeitliche
Verlauf zeigte sich im August ein Gipfel im August (Abb.C.8). Die Pravalenz in Zecken,
die mit den beiden unterschiedlichen Sammelmethoden gesammelt wurden ist fast
identisch TeC.12)
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Tab.C.7: Ubersicht der PathogenbelastuB§082009: Die Pathogenbelastung wurde durch RCR
Untersuchungen voixodesricinus-Zecken ermittelt, die an den verschiedenen Sammelstellen in

Berlin und Brandenburg gesammelt wurden.

pathogen | FostoRl | postr | pestotal | Tt peertage
Bucher Forst
Anaplasma 0/24 1/70 0/6 1
Borrelia 0/24 21/70 1/6 22
Rickettsia 11/24 22/70 2/6 35
Babesia 1/24 6/70 0/6 7
Frohnau
Anaplasma 0/68 0/28 0/4 0
Borrelia 0/68 1/28 1/4 2
Rickettsia 0/68 8/28 1/4 9
Babesia 0/68 1/28 0/4 1
Wannsee
Anaplasma 2/59 4/33 0/8 6
Borrelia 3/59 9/33 5/8 17
Rickettsia 46/59 8/33 1/8 55
Babesia 2/59 1/33 0/8 3
Teufelssee
Anaplasma 0/5 0/6 0/4 0
Borrelia 0/5 0/6 3/4 20
Rickettsia 2/5 1/6 1/4 27
Babesia 0/5 0/6 0/4 0
Michendorfer Heide
Anaplasma 0/1 0/66 0/32 0
Borrelia 0/1 4/66 4/32 8
Rickettsia 0/1 15/66 10/32 25
Babesia 0/1 3/66 1/32 4
Gesamt
Anaplasma 2/157 (1,3%) 5/169 (3%) 0/54 (0%) 7/380 (1,8%)
Borrelia 3/157 (1,9%) | 35/169 (20,7%) | 14/54(25,9%) | 52/380 (13,7%)
Rickettsia | 59/157 (37,6%)| 49/169 (29%) 5/54 (9,3%) |113/380 (29,7%)
Babesia 3/157 (1,9%) | 12/169 (7,1%) | 2/54 (3,7%) 17/380 (4,5%)
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C.4.2 Préavalenz der Pathogene in Ixodes ricinus 2010

Fur das Jahr 2010 wurden die Sammelgebiete gdariiestatt der beiden stadtischen
Sammelgebiete Rehberge und Hasenheide wurden die beiden Sammelgebiete Spandau und
Marzahn in dieListe derSammelgebiete aufgenommen. Dieses gesehah einen, weil
keineZecken in der Hasenheide bzw. in den Rehbengelen Jahren 2008/2009 gefunden
wurden und zum andererum die Abdeckung des Gebietes von Berlin im Westen und im
Osten zu verbessern. Dariiber hinaus musste die Anzahl der untersuchten Zecken aus Zeit
und Kostengrinden reduziert werden. Es wurde sichiaufisher am regelmafigsten und
langsten untersuchten Gebiete konzentriert, bei denen man sicher sein konnte, dass die
angestrebte StichprobengréfRe von 100 zu untersuchenden Zecken erreicht wurde. Zur
weitergehenden Untersuchung wurden deswegen die Sasbiety Bucher Forst,
Michendorfer Heide und Marzahn ausgewahlt. Frohnau, der Teufelssee und Spandau
wurden 2010 nicht auf die Pravalenz von Pathogenen untersucht. In Spandau und am
Teufelssee wurden ohnehin weniger als 100 Zecken gesammelt, so dasgyksichVerit

den andeen Sammelgebieten schwierig wdn Marzahn dagegen konnten sehr viele
Zecken gesammelt werdeAulRerdem kam in diesem Sammelgebiet aDcheticulatus

vor.

B. burgdorferi

Die DNA von B. burgdorferiwurde in allen analysierteBammegjebieten nachgewiesen.

Die hochste Pravalenz konnte 2010 im Sammelgebiet Marzahn #fit@@itiverixodes
ricinus-Zecken nachgewiesen werden. Michendorf lag im mittleren Bereich n# 20
positiver ZeckenDas Schlusslicht bildetder Bucher Forst mit 1%. Je dlter die Zecke

war, destchoher war die Pravalenz der Borrelien. Larven zeigten die geringste Pravalenz,
die bei den Nymphen gesteigert war und schlieB3lich bei den adulten Zecken ihren
Hoheputkt erreichte. Im Vergleich der zw&8ammelzeitrdume wurde 20 bei Borrelien

eine klare Steigerung von 134 positiver Zecken 2009 auf 224 2010beobachtetDas

galt aber nur fur die Gesamtpravalenz in den untersuchten Gebieten. Dabei muss beachtet
werden, dass 2010 Marzahn mit in die untelden Gebiete einbegen wurde, er
Teufelssee, Frohnau und der Wannsee aber herausgefallen sind. Vergleicht man die
einzelnen Sammelgebiete, stellt man fest, dass die Pravalenz in Buch von 2009 auf 2010
gefallen und gleichzeitig in der Michendorfer Heide gestiegen ist. 2@6n Borrelien

die Krankheitserreger, die am zweithaufigsten in den Zecken gefunden wurden.

Rickettsiaspp.

Genauwie Borrelien wurden Rickettsien in allen ursiechten Gebieten nachgewiesen.
Wie bei den Borrelien ar der Bucher For2010das amgeringsen belastete Gebiet. Fir
Rickettsien war die Michendorfer Heide das Sammelgebiet mit der héchsten Pravalenz
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(40%), gefolgt von Marzahn mit einer Pravalenz vorf2postiver Zecken. In Buch fand
sichmit 15% de niedrigsteéPravalenz. We bei den Borrelie steigerte sich die Pravalenz

der Rickettsien mit zunehmendem Alter der Zecken. Rickettsien waren das Pathogen, das
von den untersuchten Pathogenen die hochste Pravalenz in allen untersuchten Gebieten
zeigte.

Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocypdilum konnte im Bucher Forst und in der Michendorfer Heide
nachgewiesen werden. In dem 2010 zum ersten Mal untersuchten Sammaligebadin
wurden trotz zahlreth gesammelteZecken keine Exemplargefunden, dieDNA von
Anaplasma phagocytophiluenthielen Die Pravalenz dieses Pathogens war in Buch mit
4% doppelt so hoch wie in der Michendorfer Heide. Rimaplasmakonnten keine
positiven Larven gefunden werden. Anders als bei Borrelien und Rickettsien waren fir
Anaplasmanicht die &altesten respektiveicht das hoéchste Entwicklungsstadium am
hdchsten belastet. Fnaplasmavaren die Nymphen 2010 mit% am hoéchsten belastet.

Im Jahresvergleich zeigte sich kaum eine Veranderung in der PravaleAnaplasma

Babesiaspp.

2010 zeigte sich die hochste I1Bgung mit Babesien in Marzahn. Die zweithdchste
Pravalenz zeigte sich in der Micldanrfer Heide und die niedrigstéhnlich wie bei den
anderen Krankheitserregern im Bucher Forst. Die unterschiedlichen Zeckenstadien
verfligten erneut Uber unterschiedlidhgivalenzen. Das Bild, das sich Beibesiazeigte,

war ahnlich wie das beRrickettsia Die hochste Pravalenz zeigten die Nymphen, wobei
gleichzeitig keine der untersuchten Larven positiv flir Babesien getestet wimeledtlte
Zecke wurde positiauf BalesieRDNA getestet. Die Pravalenz im gesamten untersuchten
Gebiet war mit 2,26 im Jahr2010 etwagyeringer als 2008/2009 mit% (Tab. C.7 und
Tab.C.8).
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Tab. C.8 Ubersicht der Pathogdmelastung: Die Pathogenbelastung wurde durBiCR

Untersuchungen votxodesricinus-Zeckenermittelt, die an den verschiedenen Sammelstellen in
Berlin und Brandenburg2010 gesammelt wurdemBei dieser Untersuchung wurde auf die
Sammelgebiete Spandau und Teufelssee verzichtet, weil
Sammelgebieten eine geringere Anzahl als 100 Zecken gefunadan und deswegen keine
statistisch releante Aussage getroffen werden konnte.

Untersuchung der

Pathogen pLoasr/\tlcE))tnal ﬁ;ﬂ:ﬁﬂ pr)rsgtg;[)al Total pz;r);:entage
Bucher Forst

Anaplasma 0/24 1/70 16 2

Borrelia 1/24 13/70 4/6 18

Rickettsia 1/24 12/70 2/6 15

Babesia 0/24 1/70 0/6 1

Marzahn

Anaplasma 0/2 0/89 0/9 0

Borrelia 1/2 20/89 9/9 30

Rickettsia 2/2 17/89 3/9 22

Babesia 0/2 4/89 0/9 4

Michendorfer Heide

Anaplasma 0/4 4178 0/18 4

Borrelia 0/4 16/78 4/18 20

Rickettsia 0/4 33/78 7/18 40

Babesia 0/4 2/78 1/18 3

Gesamt

Anaplasma 0/30 (0%) 41237 (1,7%) |1/33 5/300(1,7%)
Borrelia 2/30 (6,7%) 49/237 (20,7%) | 17/33 (51,5%) |[68/300 (22,7%)
Rickettsia 3/30 (10%) 62/237 (26,2%) | 12/33 (36%) 771300 (25,7%)
Babesia 0/30 71237 1/33 8/300 (2,7)

Vergleicht man mehrere Gebiete im Hinblick aus dRisikg sich mit LymeBorreliose zu

infizieren ist die Zahl unter gleichen Bedingungen gesammelter Borrpbsitiver

Nymphen wichtig(s. u.) Diese Zahl konnte nicht genau ermittelt werden, weil es nicht

maoglich war alle gefundenen Nymphen auf Boresel DNA zu untersuchen. é3wegen
werden hier die Zahlen der gesammeltétymphen und diePravalenzin Bezug auf
Borrelien aufgelistet.

in beiden
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Tab.C.9: Anzahl gesammelter -ficinusNymphen und die Prévalenz Borrelipaositiver
Nymphen

Gesamtzahl Anzahl Nymphen
Gebiet gesammelter Pravalenz [%] " Pravalzzlnzpl)loo
Nymphen
Bucher Forst 408 23,4 95,5
Marzahn 172 22,7 39
Michendorfer Heide 168 13,3 22,3
Frohnau 101 5,9 6
Wannsee 87 23,7 20,6
Teufelssee 45 5 2,25

C.4.3 Préavalenz der Pathogene in Dermacentor reticulatus

Die Feststellung der Pravalenz von Krankheitserregar Dermacentor reticulatus
unterschied sich von der DatenerhebungZmiken der Spéas Ixodes ricinusinsofern,

als das fur diese Untersuchungen nur das Sammelgebiet Michendorfer Heide betrachtet
wurde Nur dortwurdenDermacentosreticulatusZecken in auichender Zahl gefunden

um statistisch relevante Daten zu erhalten. AulRerdemnten von Dermacentor
reticulatus nur adulte Tiere untersuchiwerden da von dieser Zeckenart keine Larven und
Nymphen in der Vegetation nachinem geeigneten Wirt suchen. Generell war bei der
Belastung mit Pathogenen kein Zusammenhang mit dem Zeckengeschlecht auszumachen.
Beide Geschlechtavaren etwa in gleichem Mal3 mit den Krankheitserregern infiziert. Das
Pathogen mit der hochsten PravalenzDiearmacentor reticulatusvaren Bakterien der
Gattung Rickettsia Die niedrigste Pravalenz zeigten die Anaplasmen. Borrelien und
Babesien lagen dazwisen. Im Vergleich zwischen den Jahren zeigth fir Rickettsien

kaum eine Schwankung der Prévalenz. Die Zahl der Anaplapostiven Zecken
verdoppelte sich von 2008/2009. Die Anzahl positiver Zecken fir BorrBliA
verzehnte sich sogar von 2008f 2009. Im Vergleich zuxodesricinus-Zeckenist vor

allem die hohere Belastung mit Rickettsien auffallig. Auch Babesieteregne deutich

hohere Pravalenz in der SpezDermacentor reticulatugls beil. ricinus. Die Pravalenz

fur Anaplasmadag bei D. reticulatushéher.Dagegen scheirdie Prévalenz von Borrelien

in Dermacentoreticulatusniedriger zu seifTab. C.11)
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Abb.C.7: Pravalenz der untersuchten Pathogein den unterschiedlichen Entwicklungsstadienidedes
ricinus-Zecken.

Pravalenz der Pathogene in den
Zeckenstadien

w
ol

N W
o1 O

m Larven

N
o

m Nymphen

(=Y
(6]

= Imagos

Pravalenz [%]

(=Y
o

(6]

o
1

Anaplasma Babesien Borrelien Rickettsien

AbbC.8: Pravalenz der unterschiedlichen Pathogene im Jahresverlauf in in Nymphen von [goudgs r

Pravalenz der untersuchten Pathogene uber
das Jahr in Nymphen

35 300

30 ﬂ /\ - 250
25

c
Q
S
£
>
= 7 / \\ //\\ 200 g — Borrelien
& 20 5 Anaplasma
o - 150 E Rickettsi
S5 s ickettsien
a 0 - 100 & ——Babesien
/\— qu‘ —gesammelte Nymphen
5 - 50 g
0 T T T T T T 0

Apr Mai Jun Jul Aug Sep Okt




C.4Pravalenz von Pathogenen 69

Abb.C.9: Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Prévalenz dersunteen Pathogene in adulten I.
ricinus-Zecken
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Abb.C.10: Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Pravalenz der untersuchten Pathogen in D.
reticulatus
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Tab. C.10: Vorkommen von durch Zeckébertragenen Pathogenen Dermacentor reticulatus
Imagos, die 2002010 in der Michendorfer Heide gesammelt wurdenDie Gesamtzahl
gesammelter Dermacentareticulatus Zeckernwar 2008/2009 143 (82 und 61l ). 2010 wurden
104 (54 wund 50 ) Zecken gesammeltleweils 100 von ihnen wurdemmit PCR auf die
unterschiedlichen Pathogene untersucht

Pathogen Anzahl positiver Zecken | Anzahl positiver Zecken Gesamtpravalenz
2008/2009 2010
Anaplasma 3 6 4,50%
Borrelia 2 27 14,50%
Rickettsia 59 61 60%
Babesia 14 3 8,50%

C.4.4 Gefundene Koinfektionen in I. ricinus

Tab. C.11. Gefundene Koinfektionen: Anzahl der gefundenen Zecken mit den jeweils genannten

Kombination& von Pathogenen

Pathogenkombination Anzak;gcegggdener
Borrelia-Anaplasma 3
Borrelia-Rickettsia 31
Borrelia-Babesia 4
AnaplasmeRickettsia 3
AnaplasmaBabesia 0
RickettsiaBabesia 8
Borrelia-AnaplasmaBabesiaRickettsia 0
Borrelia-AnaplasnaRickettsia 1
Borrelia-AnaplasmaBabesia 1

Tab. C.122 Pravalenz der untersuchten Pathogene in Abh&ngigkeit von der Sammelmbtiodien

getesteten I. ricinus.

panc | PRASET | ot
Anaplasma 2.2 3.5
Babesia 3,3 3.2
Borrelia 15,6 16
Rickettsia 22,6 30,7
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C.4.5 Gefundene Koinfektionen in Dermacentor reticulatus

Tab.C.13: In Dermacentor reticulatus gefundene Koinfektionen

Pathogenkombination Anzahzlgcekfgrr]]dener
Borrelia burgdorferi
Anaplasma phagocytophilum 3
Borrelia burgdorferi 15
Rickettsiaspp
Borrelia burgdorferi 1
Babesiaspp
Anaplasma phagocytophilum 5
Rickettsiaspp
Anaplasma phagocytophilum 1
Babesiaspp.
Rickettsiaspp 3
Babesiaspp.
Borrelia burgdorferi
Anaplasma phagocytophilum 1
Babesiaspp
Rickettsiaspp
Borrelia burgdorferi
Anaplasma phagotyphilum 0
Rickettsiaspp
Borrelia burgdorferi
Anaplasma phagocytophilum 1
Babesiaspp

C.5 Phylogenetische Einordnung der gefundenen
Pathogene

Zur Bestatigung der durch die Verwendung des rapidStripe Borrelia Stripe Assay
erhaltenen Ergebnisse vdgreinenested PCR durchgefiRichter et al. 2012)Dadurch
konnten einerseitdie Ergebnissedes Kits bestatigt werdemnd andererseits konnte das
erhaltene Amplikonzur Bestimmung € Genotypen sequenziert werdediel der
verwendeten PCR weaein Fragmenhder DNA, das di€l6S rRNA codiert. Der Vorteil
dieser Methode war, dagsit diesem Genabschnitt klassischerweise die Bakterienart
definiert wird (Madigan et al. 2012 [erschien201]], S. 362366). Um die Ergebrsse zu
validieren wurde zusatzlichzur Analyse mit dem BlasAlgorithmus eine phylogenetische
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Analyse durchgefuhrtAhnlich wurde bei der Bestimmung der Rickettsienspezies
vorgegangenDie Rickettsienspezies wurde adér Basis der Sequemtes Gensdas fur

das AnDeurh kerr a n P r (onpB icodiert Bdurchgefiihrt Wie von Raoult
beschrieben, kénnen auf der Basis der Sequenz dieses Gens alle hier zu erwartenden
Rickettsien sowohl mit der maximuhikelihood als auch mit der neighbejmining
Methode gut differenziert werden (Roux und Raoult 2000)

C.5.1 Gefundene Genotypen von Borrelia burgdorferi

Fur die Untersuchung der Genotypen der Borrelien wurden nur Proben aus dem Jahr 2010
benutzt.In diesem Jahr wurden 9%odesricinus-Zeckenund D. reticulatuspositiv mit

dem kommerallen Kit von innuscreenauf BorrelieADNA getestet Alle positiv
getesteten Proben wurden mit der PCR nach Richter untersucht. 88 %) Proben war

die Qualitat des Amplikonsausreichend um es zu sequenzieren. Die gefundenen
Sequenzen wurden mitekannten Sequenzen mit deffugalW-Al gor i t hmus Aal
Unter Verwendung der reighbaur-joining Methode wurde ein phylogenetischer
Stammbaum erstellt, bei dem die evolutiondren Abstéande mittels der Falaiukéethode
berechnetvurden(Abb. C.1). Die Muster der Infektionen voD. reticulatusund Ixodes ricinus
unterschieden sich deutlichVahrend fumD. reticulatusnur Infektionen mitBorrelia afzelii
nachgewiesen werden konntewurde in Zecken der Spéas I. ricinus die DNA von
Borrelia afzeliiund Borrelia garinii gefundenDas g# unabhangig von deantersuchten
Sammelgebiete
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Dermacentor reticulatusd

M 7ecke 1569 Borrelia Michendorf A
M Zecke 1589 Borrelia Michendorf IXOdeS ricinus y‘
M Zecke 155G Borrelia Michendorf
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W Zecke 3363 Borrelia Marzhan
® 7ecke 3508 Borrelia Michendorf
® Zecke 3254 Barrelia Michendorf
Barrelia afzelii strain Pko-85

Borrelia afzelii strain: N334

M 7ecke 1607 Borrelia Michendorf
& Zecke 3520 Borrelia Michendorf
@ Fecke 3095 Barrelia Michendorf
& Zecke 3560 Borrelia Michendorf
& 7ecke 3509 Borrelia Michendorf
M Zecke 3015 Borrelia Warzahn
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@ Tecke 3255 Barrelia Michendorf
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® Zecke 3530 Barrelia Michendarf
M Zecke 2836 Borrelia Michendorf
Barrelia afzelii strain: N490

Borrelia afzelii strain DSMI0A08T B. afzellii
M Zecke 3366 Borrelia Marzhan

B afzelii (DK21 strain)

Barrelia afzeli strain Y3461
Borrelia afzelii strain Tom 1503

M Zecke310B Borrelia Marzahn

W Zecke 3562 Borrelia Michendarf

[|| ® zecke 1128 Borrelia Michendorf
® Zecke 3164 Barrelia Michendorf
@ Zecke 3555 Borrelia Michendor?
& Fecke 3502 Barrelia Michendorf
Borrelia afzeli strain:ACAL

Barrelia afzelii strain MNov1105

3

# ||| Borrelia afzeli strain 21
W Zecke 3367 Borrelia Marzhan
B.afzelii (DK1 strain)
Borrelia afzeli strain U001

_‘;g Borrelia afzeli strain Mov11506

4 Borrelia afzelii strain Mng 3602
Borrelia afzelii {isolate J1)
W Zecke 3007 Borrelia Marzahn
B.afzeli{DK4 strain)
5418 afzeli(DKE strain)
Eaorrelia valaisiana strain V5116
Borrelia valaisiana W49

Borrelia valaisiana strain AR-2 165 B. valaisiana /spieimanii

Borrelia spielm anii strain DSM 188137

Borrelia valaisiana strain CRA1

Borrelia valaisiana strain 05054 L.
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8 Eorrelia valaisiana strain QR 13
Barrelia garinii strain: NA10
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Blorrelia garinii strain G78
Borrelia garinii strain: 346
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Abb. C.11: Phylogenetische Einordnung der gefundenen Borrelienproben auf der Basis eines
Nukledidabschnitts, des Gens, das die 16S rRNA codiert. Der Stammbaum wurde mit MEGAS erstellt. Er
wurde unter Verwendung deeighbair-joining Methode hergeleitet. Die evolutiondren Abstédnde wurden

auf der Basis der Tamusblei Methode errechnet. Die aBis der Berechnung bildeten 495
Nukleotidpositionen. In die Berechnung des Stammbaums wurden 72 Nukleotidsequenzen eingeschlossen.
Der Bootstraptestung wurde mit 1000 Wiederholungen durchgefiihrt
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Dermacentor reticulatusd
Ixodes ricinudNy mp h e, L a

Ixodes ricinudmaga |

Abb. C.122 Phylogenetische Einordngn der gefundenen Rickettsienprobexuf der Basis eines
Nukledidabschnitts, des Gens, dams outer membran protein Bodiert. Der Stammbaum wurde mit
MEGAS erstellt. Er wurde unter Verwendung deighbaur-joining Methode hergeleitet. Die evolutionaren
Abstande wurden auf der Basis der TamNei Methode errechnet. Die Basis der Berechnung bildeten 116
Nukleotidpositionen. In die Berechnung des Stammbaums wurden 122 Nukleotidseegingiezehlossen








































































































































































