Aus dem Institut fir Parasitologie und Tropenveterindrmedizin

des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Freien Universitat Berlin

Untersuchungen zur saisonalen Aktivitat der Buntzecke
Dermacentor reticulatus im Umland von Berlin und

Bestimmung assoziierter Pathogene

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterinarmedizin
an der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Mareen Kohn
Tierarztin aus Berlin

Berlin 2019
Journal-Nr.: 4103

mbwberlin | mensch und buch verlag












Aus dem Institut fur Parasitologie und Tropenveterindrmedizin
des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Freien Universitat Berlin

Untersuchungen zur saisonalen Aktivitat der Buntzecke
Dermacentor reticulatus im Umland von Berlin und

Bestimmung assoziierter Pathogene

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterinarmedizin
an der

Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Mareen Kohn

Tierarztin aus Stralsund

Berlin 2019

Journal-Nr.: 4103



Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Freien Universitat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Jirgen Zentek

Erster Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Georg von Samson-Himmelstjerna
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. Karsten Nockler

Dritter Gutachter: PD Dr. Roswitha Merle

Deskriptoren (nach CAB-Thesaurus):
Dermacentor reticulatus, epidemiology, disease vectors, Ixodes ricinus, Babesia,
Borrelia, Anaplasmataceae, Rickettsia, polymerase chain reaction, Berlin

Tag der Promotion: 06.05.2019

Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen Nationalbi-
bliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet Uber <https://dnb.de>
abrufbar.

ISBN: 978-3-86387-984-6
Zugl.: Berlin, Freie Univ., Diss., 2019

Dissertation, Freie Universitat Berlin
D188

Dieses Werk ist urheberrechtlich geschitzt.

Alle Rechte, auch die der Ubersetzung, des Nachdruckes und der Vervielfiltigung des Buches, oder Teilen
daraus, vorbehalten. Kein Teil des Werkes darf ohne schriftliche Genehmigung des Verlages in irgendeiner Form
reproduziert oder unter Verwendung elektronischer Systeme verarbeitet, vervielfaltigt oder verbreitet werden.

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Warenbezeichnungen, usw. in diesem Werk berechtigt auch ohne
besondere Kennzeichnung nicht zu der Annahme, dass solche Namen im Sinne der Warenzeichen- und
Markenschutz-Gesetzgebung als frei zu betrachten waren und daher von jedermann benutzt werden dirfen.

This document is protected by copyright law.
No part of this document may be reproduced in any form by any means without prior written authorization of
the publisher.

Alle Rechte vorbehalten | all rights reserved

© Mensch und Buch Verlag 2019  Choriner Str. 85 - 10119 Berlin
verlag@menschundbuch.de — www.menschundbuch.de



An Papa und Oma Eva

., Leider ldsst sich eine wahrhafte Dankbarkeit mit Worten
nicht ausdriicken. *

Johann Wolfgang von Goethe 1797






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INHALTSVERZEICHNIS.........co oot s |
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ........oooiiiiiiiicccceereseesssssssssssssss e s s sssssssssssss s s e sssssssssssnssssssssssnnssnnn Vi
TABELLENVERZEICHNIS ..........ieiiiiccccccemenes s s sssssssss s s s s s s s smmn s e s s s s s s smmmnn e s s s essnnnas VIl
ABKURZUNGSVERZEICHNIS.........coceeteerereertreraessesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesnssses IX
T | | I 0 N 1
2  LITERATURUBERSICHT ......cccttiiitcisieeae e ssessessssessesssssssessesssssssssssssssssssssssssssnssssnnes 2
2.1 Uberblick zur Buntzecke Dermacentor retiCUlatus ..............coueveeeveeresesseeseesesnssenns 2
2.1.1 Systematik und MOrpholOgI€.........coiiiiiiiiiiiiie e 2
2.1.2 Geografische Verbreitung und Habitate.............cccueiiiiiiiee 2
2.1.3 Entwicklungszyklus und WirtSSPeKtrum ..........coouuiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 3
2.1.4 Saisonale AKEIVItAL..........oooo i 4
P IR ST VA=Y g (o5 oo (=] 4 F- | KRR 5
2.2  UNtersuChte Erreger....... o iiiiccciisirrrnrcessssss s s s s s s s s s s s s e s s s s smmassssss s s s e s snmnsssssssennnnns 5
2.2.1 Im Zusammenhang mit Dermacentor reticulatus beschriebene Piroplasmen ........... 5
2.2.1.1  Systematik und Morphologie ... 5
2.2.1.2 Verbreitung und Entwicklungsweg (Vektoren, Wirte, Reservoire) ..................... 6
2.2.1.3 Pravalenzen von Piroplasmen in wirtssuchenden Dermacentor reticulatus ....... 8
2.2.1.4 Krankheitsbilder bei Mensch und Tier ... 9
2.2.1.5 Diagnose, Therapie- und Praventionsmallnahmen................................ 11

2.2.2 Im Zusammenhang mit Dermacentor reticulatus beschriebene Borrelia spp. mit

dem Schwerpunkt Borrelia burgdorferi sensu lato ..o, 12
2.2.2.1 Systematik und MOrpholOgie ..........cccuuiiiiiiiiiiii e 12
2.2.2.2 Borrelia burgdorferi sensu 1ato-KoOmpleX ..........cccuuiiiiiiiiiiiiiiieceeeeee 12

2.2.2.2.1 Verbreitung und Entwicklungsweg (Vektoren, Wirte, Reservoire)................ 12
2.2.2.2.2 Krankheitsbilder, Diagnostik und Therapie................cuueeeveeiiiieieieiiiiiiiiiiennnns 13
2.2.2.3 RuUckfallfieber-Borrelien ... 15
2.2.2.4 Pravalenzen von Borrelien in wirtssuchenden Dermacentor reticulatus........... 15
2.2.3 Im Zusammenhang mit Dermacentor reticulatus beschriebene Anaplasma spp.....16
2.2.3.1 Systematik und MOrpholOgie ...........cccuuiiiiiiiiiiiiiiee e 16



Inhaltsverzeichnis

2.2.3.2 Verbreitung und Entwicklungsweg (Vektoren, Wirte, Reservoire) .................... 17
2.2.3.3 Pravalenzen in wirtssuchenden Dermacentor reticulatus................................. 18
2.2.3.4 Krankheitsbilder infolge einer Anaplasmen-Infektion...............cccccceeiiniiiinnen. 19
2.2.3.5 Diagnose und Therapie der Krankheitsbilder .............cccccooiiiiiiiniiieee, 21
2.2.4 Die Gattung Ehrlichia mit dem Schwerpunkt Ehrlichia canis ................ccccccoeeeeennn. 21
2.2.5 Candidatus Neoehrlichia MiKUreNSIS...........cccoiiiiiiiiiiiiiie e 23
2.2.6 Im Zusammenhang mit Dermacentor reticulatus beschriebene Rickettsia spp. ...... 25
2.2.6.1 Systematik und Morphologie ... 25
2.2.6.2 Verbreitung und Entwicklungsweg (Vektoren, Wirte, Reservoire).................... 25
2.2.6.3 Rickettsien-Pravalenzen in wirtssuchenden Dermacentor reticulatus .............. 27

2.2.6.4 Krankheitsbilder infolge einer Rickettsien-Infektion, Diagnostik und Therapie....28

3  MATERIAL UND METHODEN ........cooiiiiiiinissirns s nsssssss s ssssss s s s ssmnnnes 30
3.1 MaAterial ... .. 30
3.1.1 Enzyme, Reagenzien und MiKroorganiSmen ............ccoeiiiiiiiieiiiiiiin e e e e 30
3.1.2 Herstellung von Medien, Puffern und LOSUNGEN.........cccooiiiiiiiiiiiiiicieccceece e, 31

K Tt I T ) RSOSSN 31

B Tt I S T 1117 1 PSSR 32
3.1.5 Verbrauchsmaterialien .........ccoooiiiiii i 32
3.1.6 TeChNISChE GEIaAte.......coi it e e e e e e eaaeeeeas 33
317 Primer UNd SONAEN ... 34
3.2 Methoden........ s nnnnnn 35
3.2.1 SamMMEIN VON ZECKEN ... e 35
3.2.1.1 Methodik und Intervalle..............oooo 35
3.2.1.2 Sammelgebiete. ... 36
3.2.2 Identifizierung der Zeckenspezies und des Geschlechts.........cccoooevieiiiiiiiiiiiieennn, 39
3.2.3 DNA-ISOIAION ... 40
3.2.3.1 Bestimmung der Anzahl der Zecken fiir die DNA-Isolation ............................. 40
3.2.3.2 DNA-Isolationsverfahren..........ccccooo i 40
3.2.3.3 Bestimmung der Quantitat und Qualitat der gewonnenen DNA ....................... 42
3.2.4 Erregernachweis: Grundlagen und PrinZzip ........cccooooiiiiiiiiiiiiiicec e, 42
3.2.4.1 Prinzip der Polymerasekettenreaktion ............c.cccvueiiiiiiiiiceicci e 42
3.2.4.2 Herstellung von Positivkontrollen..............cooooiiiiiiiicin e 44
3.2.5 Konventionelle PCR-Verfahren zum Nachweis verschiedener Piroplasmen........... 47
3.2.5.1 PCR zum Nachweis einer Partialsequenz in dem 18S rRNA Gen .................. 48
3.2.5.2 PCR zur Detektion der Internal Transcribed Spacer-1 Region........................ 48



Inhaltsverzeichnis

I I V= Tod a1V Y Fo T a I =TT = = TR o o T, 50
3.2.6.1 Konventionelle PCR zur Detektion der 5S-23S rRNA intergenic spacer region....51
3.2.6.2 Real-time PCR zur Detektion der 5S-23S rRNA intergenic spacer region ....... 51
3.2.6.3 Konventionelle PCR zum Nachweis einer Sequenz im hbb Gen .................... 53

3.2.7 Nachweis von Anaplasma und Ehrlichia spp. sowie Candidatus Neoehrlichia

MIKUFENSIS ... 53
3.2.7.1 Konventionelle PCR zur Detektion einer Sequenz im 16S rRNA Gen ............. 53
3.2.7.2 High Resolution Melt Analysis zur Detektion der 16S rRNA Gensequenz ....... 55

3.2.8 Konventionelle PCR zum Nachweis von Rickettsia spp. mittels gltA-Gen............... 56
3.2.9 GeleleKtrophOrESE. ......cooi e 57
3.2.10 Identifizierung der Erre€gerspezies. ........ccccceeeieeiiiiiiie e 58
3.2.10.1 Aufreinigung der DNA-Proben mittels Gel-Extraktion und Fallung.................. 58
3.2.10.2 Aufreinigung mittels High Pure PCR Product Purification Kit (ROCHE)........... 59
3.2.10.3 SEQUENZIEIUNG . ....eettiiieiiiiiiite ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnenees 59
3.2.11  DatenbereChnNUNGEN ..........ooiiiiiii e 60
3.2.11.1 Grundlagen: Normierung der Fangdaten.............ccceeeviiiiiiiiiiiiiei e 60
3.2.11.2 Statistische BEreChNUNGEN .........ooooiiiiiiii e 60
4  ERGEBNISSE.........ooioiiietirr s s ann e mn e e e e n e nnn 63
4.1  Dermacentor retiCUlatus .............ccccccociiiririierirrrerrrrrr s 63
4.1.1 Uberblick zu den Fangzahlen ................ccooueeiiiiieeeeeeeeeeeee e, 63
4.1.2 Saisonales Aktivitatsmuster adulter Dermacentor reticulatus.................................. 65
4.1.3 Entwicklungsstadien und Geschlechterstruktur von Dermacentor reticulatus ......... 66
4.1.4 Einflussfaktoren auf die Aktivitdt von Dermacentor reticulatus ................................ 68
4.1.4.1 Beschreibung der Zeckenaktivitat unter Betrachtung abiotischer Parameter .....68
4.1.4.1.1 Parameter FanQOI ........oooiiiiiiieee e 68
4.1.4.1.2 Parameter JANT..........euuiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e eeeesessseseesesssnssaesnnnes 68
4.1.4.1.3 Parameter SAISON........uuuuiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieiieeteeaeeeeeaeeeeeeaeeaseesessseesesesssessnesnnnes 69
4.1.4.1.4 Wetterbedingte Einflisse auf die Zeckenaktivitat..............cccccoviiiiiiiennn. 70
4.1.4.2 Negativ-Binomial-Regressionsanalyse zur Beurteilung der Bedeutung
abiotischer Parameter fUr die Zeckenaktivitat...........cccoooiiieii i, 73
4.1.4.2.1 Bedeutung des Faktors Standort...............eevvviiiiiiiiiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeveeeeeeeeeee 77
4.1.4.2.2 Bedeutung des Faktors Jahr ..........cccooooviiiiiiiiiii e 77
4.1.4.2.3 Bedeutung des Faktors SQiSON ...........cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeevveeverevesenaneaneens 77
4.1.4.2.4 Bedeutung der Temperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit ..................... 78
4.1.5 Vergleichende Darstellung zu IXOdES FCINUS ............cceeeeeiiiiiiiiiiiee e e e eeeeans 79



Inhaltsverzeichnis

4.2 ErregerunterSUCRUNGEN...... ..o 82
4.2.1 Etablierung der PCR zum Nachweis verschiedener Piroplasmen.......................... 82
4.2.1.1 Auswertung der PCR zum Nachweis der Partialsequenz im 18S rRNA Gen......82
4.2.1.2 Auswertung der PCR zum Nachweis der ITS-1 Region von Babesien ............ 83
4.2.1.2.1 NaChWeISSPEKIIUM ......uuiii i e e e e e e e eeees 83
4.2.1.2.2 Ergebnisse zur Optimierung der Reaktionsbedingungen...............cccccceeen. 84
4.2.2 Anzahl und Verteilung untersuchter Dermacentor reticulatus............ccccccccceeeeeennnnn. 85
4.2.3 Pravalenzen ... 85
S T B 11 o= XS = 1] o] o TSRS 85
R I A Lo T4 =Y = 1K o] o TS 86
4.2.3.3 Anaplasmataceae............coouiiiiiiiiii i 86
R B B o7 (=11 £ = 1] o o USRS 87
e T S B o = N7 1= o Y o PPN 87
4.2.3.4.2 Logistische Regression zur Beurteilung der Bedeutung verschiedener
Parameter fur die Rickettsien-Pravalenz.............ccccoeeiiiiiiiii s 90
5 DISKUSSION......ccoiiiiccccmrrreerrssssssssssssss e e s eesssssssss s e e e seessssssnnnnneeessssssssssnnnnnssesssnssnssnnnnnns 92
5.1  Untersuchungsmethoden. ... 92
Lo T I T = To To 1= g IRV o I =Y oY SN 92
5.1.2 Identifikation von Dermacentor reticulatus................cccccceeeeeiiiiiiii 96
5.1.3 Screening ausschlieldlich weiblicher Dermacentor reticulatus ................................. 96
5.1.4 DNA-ISOIatioNSVErfanren .......cccooiieei e 97
5.1.5 PCR-UNtErsUChUNGEN ........ouiiiiiiiiiii e 98
5.2 Geschlechterverhaltnis von Dermacentor reticulatus ................ccoccuvvreriiiiiiiiinnns 100
5.3 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Zeckenaktivitat ............ccccceerriiiiiiinnnns 101
5.3.1 Auswertung mittels Negativ-Binomial-Regressionsanalyse..............ccccooouiiiieenn.n. 101
L TRC J02Z - o e o] S 101
5.3.3 Wetterbedingte Einflisse ... 103
TR 0 S - o PRSP 107
TR S S T 1T ] o BRSSP 108
5.4 Pravalenzvergleich und Relevanz der untersuchten Erreger..........ccccccvvvrrerrnnens 11
5.4 BAbDESIA SPP. <o eeeeeee e 111
R S =TTy = | = 1K1 o] o 113
5.4.3 ANaplasmataCae ........ccoooieeiiiiii i 115
o R A o] (= £ £ = 1< o] o 117



Inhaltsverzeichnis

5.5

9.1

9.2

9.3

10

11

12

13

T3 41 LT3 ] Lo T=T o 0T Vo 1= o I PPt 121
ZUSAMMENFASSUNG........cccoiiiiiieiiierreee e e e s ssme s esme s sme e s eme e s s e e s s emn e e s e e e sesmneesnnnenan 124
L 126
LITERATURVERZEICHNIS...........oo it n s ssnn e 128
LY Y 152

Rohdaten: gesammelte Zecken, Messwerte der Temperatur und relativen

Luftfeuchtigkeit fiir jeden Fangtermin...........cccoev e, 152

PCR-Bedingungen zum Nachweis einer 18S rRNA Gensequenz von

T o o = T= 1 4 =1 T 156

Alignment der ITS-1 Sequenzen verschiedener Babesia SPp. ......cccesssssssssssssnnnns 157
PUBLIKATIONSVERZEICHNIS ........coo e e eessee e s e s e e s e 159
DANKSAGUNG. ......occeeiiieir it sss s sae s s s n s se s sas s ne s e e e s sae s e nesennessnnssnnesennen 161
FINANZIERUNGSQUELLEN/INTERESSENSKONFLIKTE ........cococcmnimminrnnnesines 163
SELBSTSTANDIGKEITSERKLARUNG .......cccoreireccrnecrtreeese e saeseese e sassesassesessenenas 164



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

1: Darstellung der Standorte im Berliner Umland zur Sammlung von D. reticulatus .....36
2: Fotografische Aufnahmen der beprobten Standorte..............cccviiieiiiiiiiii, 37
3: Vektor-Karten der bei der Klonierung von DNA-Material verwendeten Vektoren ...... 45
4: Im Jahresverlauf auftretende Aktivitaten von D. reticulatus an den untersuchten

1= T [0 i (=T o SRR P 65
5: Anteile mannlicher und weiblicher D. reticulatus innerhalb der Saisons Frihjahr

und Herbst fir alle Standorte......... ..o 67
6: Gemeinsame Darstellung der Anzahl gesammelter D. reticulatus pro Stunde

sowie der vor Ort gemessenen Temperatur- und relativen Luftfeuchtigkeitswerte

LU L= 11 L= = g Lo [ o (= U PERPR 71
7: Grafik zum mittels Negativ-Binomial-Regressionsanalyse erstellten Modell 1B mit

Darstellung der modellierten und tatsachlichen Fangwerte von D. reticulatus........... 76
8: Prozentuale Verteilung von D. reticulatus und I. ricinus innerhalb der Saisons

Fruhjahr bis Winter fur alle Standorte ... 82
9: Forestplot zu dem in der logistischen Regressionsanalyse erstellten Grundmodell

2A zur Beurteilung moglicher Einflussfaktoren auf die Rickettsien-Pravalenz in

D. FEEICUIALUS ... 90
10: Forestplot zu dem in der logistischen Regressionsanalyse erstellten Besten

Model 2B zur Beurteilung méglicher Einflussfaktoren auf die Rickettsien-Pravalenz

L =T £ (o1 =1 3 91
11: Alignment zum Vergleich der ITS-1 Sequenzen verschiedener Babesia spp. ...... 158

VI



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

1: Pravalenzen von Babesia und Theileria spp. in wirtssuchenden D. reticulatus........... 8
2: Pravalenzen von Borrelia spp. in wirtssuchenden D. reticulatus ............................... 16
3: Pravalenzen von Anaplasma spp., Ehrlichia spp. und Cand. Neoehrlichia

mikurensis in wirtssuchenden D. reticulatus..............ccccoooiiiiiiiiiiiai e 19
4: Pravalenzen von Rickettsia spp. in wirtssuchenden D. reticulatus ............................ 28
5: Reaktionsansatz zur Amplifikation der ITS-1 Region verschiedener Babesia spp. ...50
6: Reaktionsansatze der konventionellen PCR zum Nachweis der Zielsequenz in

der 5S-23S rRNA IGS-Region verschiedener Borrelien-Genospezies....................... 51
7: Reaktionsansatz der real-time PCR zum Nachweis des 5S-23S rRNA

IGS-Fragmentes verschiedener Borrelien-GenoSPEZIES ...........ceevvevvveevvvvvvvevveenernnnnnn, 52
8: Reaktionsansatz zum Nachweis der hbb Gensequenz der Borrelien-Genospezies ....53
9: Reaktionsansatz zum Nachweis der 16S rRNA Gensequenz verschiedener

ANAPIaSMALACEAE ......eoeiiiiiiiiiiiii ettt e tanaennnnnnne 55
10: Reaktionsansatz zur Schmelzkurvenanalyse von A. phagocytophilum und Cand.

Neoehrlichia mikurensis anhand des 16S rRNA GeNns ...........ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienens 56
11: Primer zur Vervielfaltigung der Fragmente im gltA Gen von Rickettsia spp. ........... 57

12: Reaktionsansatze zum Nachweis der Fragmente im gltA Gen von Rickettsia spp. ...57
13: Uberblick zur absoluten Anzahl gesammelter Buntzecken sowie Angabe der

Anzahl der Fangtermine und der Gesamtfangdauer pro Jahr .............cccocciiiieennenn. 63
14: Angabe der durchschnittlichen Fangzahlen adulter D. reticulatus/h sowie der

minimalen und maximalen Fangwerte/h getrennt nach Standort, Jahr und Saison....64

15: Uberblick zu den absoluten und relativen Fangzahlen weiblicher und mannlicher

D. reticulatus fur alle Standorte ... 66
16: Darstellung der berechneten Durchschnittswerte sowie der Schwankungsbereiche

von Temperatur und relativer Luftfeuchtigkeit fur alle Kalendermonate ..................... 70
17: Vergleichende Darstellung des mittels Negativ-Binomial-Regressionsanalyse

berechneten Grund- und Schlussmodells.............coooviiiiiiiiiiiei i 75
18: Angabe der durchschnittlichen Fangzahl von I. ricinus/h sowie der minimalen

und maximalen Fangzahlen/h getrennt nach Standort, Jahr und Saison................... 80
19: Uberblick zu den absoluten und relativen Fangzahlen von D. reticulatus und

R o T 81
20: Uberblick zur Anzahl untersuchter D. reticulatus aus allen gesammelten

weiblichen Buntzecken ... 85
21: Borrelien-Pravalenzen in D. reticulatus..............cooeeeeeeiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 86

Vi



Tabellenverzeichnis

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

22: Pravalenzen von Anaplasma spp., Ehrlichia spp. und Cand. Neoehrlichia

MIKUFENSIS IN D. FELCUIATUS ..... ...t 87
23: Pravalenzen von Rickettsia spp. in D. reticulatus .................ccccccccvvviiiiiiiiniiiiiinnne, 89
24: Rohdaten der Felduntersuchungen flr den Standort Gatow ..............ccccceeeeeiinns 152
25: Rohdaten der Felduntersuchungen fir den Standort Falkenberg.......................... 153
26: Rohdaten der Felduntersuchungen flir den Standort Kénigs Wusterhausen......... 154
27: Rohdaten der Felduntersuchungen fir den Standort Giterfelde............................ 155
28: Reaktionsansatz zur Amplifikation eines Fragmentes der 18S rRNA Region

verschiedener PirOpIasmen ........ooouiiiiii e e 156

VI



Abkurzungsverzeichnis

Abkiurzungsverzeichnis

A

Abb.

AlIC
BLAST
bp
Bosnien-Hzg.
C

Cand.
CEA
(C)ELISA
DEPC
DNA
dNTP
Dtl.

et al.

FP

FU

K. Wusterh.

I
LB-Medium/-Agar
M

Max

min

Min

n

Adenin

Abbildung

Akaike Informationskriterium

Basic Local Alignment Search Tool

Basenpaar

Bosnien und Herzegowina

Cytosin

Candidatus

Critical Equilibrium Activity

(kompetitiver) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Diethylpyrocarbonat

Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic Acid)
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Deutschland

Lateinisch: et alii (und andere)

Vorwartsprimer

Freie Universitat Berlin

Guanin

Gramm

Fallbeschleunigung (Erdbeschleunigung: 9,81 m/s?)
Stunde(n)

High Resolution Melting Curve Analysis

Indirekter Immunfluoreszenz-Antikorper-Test
Intergenic Spacer

Internal Transcribed Spacer

Kilobase

Konfidenzintervall

Kdnigs Wusterhausen

Liter

LB = lysogeny broth (Nahrmedium/-agar fir Bakterien)
Molar (mol/l)
Maximum
Minute(n)
Minimum

Stichprobengrofle



Abkurzungsverzeichnis

NCBI
ng
nm

nt
PCR
pH
RH
RP
rpm
rRNA
sec
SENLAT
s.l.
sp.
spp.
S.S.

Tab.
TAE
Temp

u. a.
UK
USA

National Center for Biotechnology Information
Nanogramm

Nanometer

Nukleotid

Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Negativer dekadischer Logarithmus der H*-lonen-Aktivitat
Relative Luftfeuchtigkeit (relative humidity)
Rackwartsprimer

revolutions per minute ("Umdrehungen pro Minute")
ribosomale Ribonukleinsdure

Sekunde(n)

scalp eschar and neck lymph adenopathy after tick bite
sensu lato

Species

Species pluralis

sensu stricto

Thymin

Tabelle

TRIS-Acetat-EDTA (Puffer)

Temperatur

Unit (Einheit)

unter anderem

United Kingdom (Vereinigtes Konigreich)

United States of America (Vereinigte Staaten von Amerika)
Mikro

arithmetisches Mittel



Einleitung

1 Einleitung

Durch zeckenubertragene Erreger hervorgerufene Erkrankungen sind von zunehmender
Relevanz im Bereich der Human- und Veterindrmedizin. Dermacentor reticulatus bildet nach
Ixodes ricinus die zweithaufigste Zeckenart in Europa. Die Zeckenspezies erfuhr aufgrund ihrer
geografischen Ausbreitung von den endemischen Gebieten in Sid- und Siidosteuropa in nahezu
alle europaischen Lander im Bereich zwischen 41°-57° nordlicher Breite immensen
Bedeutungszuwachs (Rubel et al. 2016). In Deutschland kam D. reticulatus bis in die siebziger
Jahre nur vereinzelt im Suden vor. Heute hat sich ihr Vorkommen auf nahezu alle Bundeslander
ausgeweitet (Heile et al. 2006, Rubel et al. 2016). Annahernd gleiche Infestationsraten von
Hunden mit D. reticulatus und I. ricinus verdeutlichen ihre grof3e Relevanz auch im Raum Berlin
(Beck et al. 2014). Eine weitere Bedeutung besteht darin, dass adulte Stadien neben den
primaren Aktivitdtszeiten im Frihjahr und Herbst z. T. auch in den Wintermonaten auftreten. Zum
besseren Verstandnis der Zeckenaktivitat wurden in verschiedenen Studien potentielle,
insbesondere abiotische Einflussfaktoren untersucht und die Bedeutung der Temperatur
herausgestellt (Bartosik et al. 2012, Zajgc et al. 2016). Die Auswertung erfolgte mithilfe univariater
Tests und damit ohne zusammenhangende Betrachtung der einzelnen Faktoren.

Mit der geografischen Verbreitung der Vektorzecke besteht die Gefahr der Ausbreitung
zeckenibertragener Krankheitserreger. Dermacentor reticulatus gilt nachweislich als Ubertrager
von Babesia canis, Babesia caballi, Theileria equi, Anaplasma marginale, Rickettsia slovaca und
Rickettsia raoultii. Diese Pathogene l6sen bei Hunden, Pferden, Wiederkduern und Menschen
z. T. schwerwiegende Krankheitsbilder aus. Ein bedeutendes Beispiel fur die Ausbreitung
zeckenubertragener Erkrankungen ist die im Zusammenhang mit D. reticulatus beschriebene
canine Babesiose. Friher ausschlieBlich als Reiseerkrankung deklariert, tritt sie heute
zunehmend autochthon in nahezu allen Bundeslandern Deutschlands und auch im Raum Berlin
auf (Barutzki et al. 2007). Untersuchungen von Buntzecken fanden bislang nur vereinzelt statt
und konnten den Erreger trotz gehaufter Krankheitsfalle nur in einem Gebiet in Stiddeutschland
nachweisen (Beelitz et al. 2012).

Anhand der caninen Babesiose ist die llickenhafte Informationslage zu zeckenibertragenen
Pathogenen in D. reticulatus in Deutschland ersichtlich. Auch sind Faktoren, welche die Aktivitat
der Zecken beeinflussen, nicht ausreichend untersucht. Aus diesem Grund verfolgte die
vorliegende Doktorarbeit das Ziel die Saisonalitdt von D. reficulatus im Raum Berlin zu
bestimmen und ihre Aktivitdt unter Betrachtung potentieller rdumlicher, temporaler und
klimatischer Einflussfaktoren in einer Regressionsanalyse zu beurteilen. Dartber hinaus wurden
die Pravalenzen von Babesia spp., Borrelia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Candidatus
Neoehrlichia mikurensis und Rickettsia spp. in adulten Buntzecken bestimmt und deren

Einflussfaktoren mithilfe der multivariaten Modellierung ermittelt.
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2 Literaturubersicht

2.1 Uberblick zur Buntzecke Dermacentor reticulatus

2.1.1 Systematik und Morphologie

Dermacentor reticulatus (Fabricius 1974), im allgemeinen Sprachgebrauch als Buntzecke
oder auch Auwaldzecke bezeichnet, gehdrt innerhalb der Unterklasse der Acari (Zecken und
Milben sensu stricto) zur Familie der Ixodidae (Schildzecken) (Deplazes et al. 2013b). Die
adulten Stadien von D. reticulatus weisen einen ausgepragten Geschlechtsdimorphismus
auf. Im ungesogenen Zustand sind Mannchen mit einer Korperlange von 2,9-4,4 mm
geringfligig groRer als die weiblichen Vertreter (2,9-3,7 mm) (Immler 1973). Wahrend der
Blutmahlzeit wachsen die Weibchen bis auf 12 mm heran (Heile et al. 2006). Sie sind
einheitlich braun gefarbt und tragen ein weil-braun gemustertes Scutum. Da dieses beim
Mannchen das gesamte Idiosoma bedeckt, erscheinen diese auffallig bunt gezeichnet.
Dermacentor reticulatus weist in Hohe des zweiten Beinpaares ein Augenpaar auf, das der
Zecke neben anderen Reizeinflissen bei der Wirtssuche hilft. Die sechsbeinigen Larven sind
im ungesogenen Zustand mit einer Korperlange von durchschnittlich 0,5 mm weitaus kleiner
als die achtbeinigen, noch ungeschlechtlichen Nymphen mit einer Kérperlange von 1 mm
(Immler 1973). Eine Abgrenzung der adulten Stadien zu anderen Zeckengattungen ist mit
dem bloRen Auge mdglich. Im Gegensatz dazu ist fur die Differenzierung zur ebenfalls in
Deutschland verbreiteten Schafzecke Dermacentor marginatus die Verwendung eines
Stereomikroskops notwendig. So ist bei D. reticulatus im Bereich des zweiten Palpengliedes
der Mundwerkzeuge ein nach kaudal gerichteter Dorn ausgebildet. Zudem wird die tief
eingeschnittene Coxal mit ihrem vergleichsweise kraftigen Dorn fir die

Speziesunterscheidung herangezogen (Babos 1964).

2.1.2 Geografische Verbreitung und Habitate

Dermacentor reticulatus kommt in weiten Teilen der gemafigten Klimazone Europas und
Asiens mit einer mittleren Sommertemperatur von 20-22°C und einer jahrlichen
Niederschlagsmenge von 400-1000 mm vor (Immler 1973). Das Verbreitungsgebiet reicht
aktuell in seiner West-Ost-Ausdehnung von Nordportugal bis zum Verlauf des Flusses
Jenissei in Sibirien und in seiner Nord-Sud-Ausdehnung von Lettland (57° N) bis Stdspanien
(41° N). In diesem Gebiet sind nahezu alle europaischen Lander von D. reticulatus besiedelt,
wobei die Verteilung durch ein fokales Auftreten gekennzeichnet ist (Estrada-Pefia et al.
2013a, Rubel et al. 2016). Die Diagnose eines autochthonen Babesiosefalles bei einem

Hund im Gebiet von Oslo (60° N) (dines et al. 2010) zeigt jedoch, dass das Vorkommen der
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Zecke fortlaufend untersucht werden sollte. Immerhin beschreiben zahlreiche Studien eine
Ausweitung des Lebensraumes dieser Zeckenspezies (Sréter et al. 2005, Bullova et al.
2009, Zygner et al. 2009, Chitimia-Dobler 2015, Paulauskas et al. 2015, Mierzejewska et al.
2016, Medlock et al. 2017). Auch in Deutschland hat sich D. reticulatus von den einst fokal
beschriebenen Vorkommensgebieten in Bamberg (Schulze 1925), Dessau (Eichler 1959),
Potsdam (Negrobov und Borodin 1964) und der deutschen Rheingrenze bei Basel (Immler
1973) in nahezu alle Landesteile ausgebreitet (Dautel et al. 2006, Rubel et al. 2016). Als
Grinde fur die vielerorts beobachtete zunehmende Verbreitung werden zum einen warmere
Sommer, die die Entwicklung der Pramarginalstadien beglinstigen, sowie mildere Winter
infolge des Klimawandels angefiihrt. Zum anderen wird die Globalisierung durch Handel und
Tourismus, welche die Gefahr der Verschleppung von Zecken in bislang freie Gebiete birgt,
diskutiert. Der geringere Einsatz von Schadlingsbekdmpfungsmitteln wird ebenfalls
angefiihrt. Die vermehrte Schaffung von Naturschutz- und Naherholungsgebieten sowie von
brachliegenden Flachen im Zuge der RenaturierungsmaRnahmen im Rahmen der
Gemeinsamen Agrarpolitik der Europaischen Union erzeugte Lebensraum sowohl flr
D. reticulatus als auch fur potentielle Wirte (Heile et al. 2006, Karbowiak 2014).
Mierzejewska et al. (2017) heben ebenfalls die Bedeutung der Landschaftsstruktur hervor
und propagiert die Ausbreitung der Zecke durch den Riuckgang waldreicher Flachen.
Dermacentor reticulatus ist in einer Vielfalt verschiedener Vegetationsformen angesiedelt,
die eine gewisse Feuchtigkeit und intensive Sonneneinstrahlung bieten (Dautel et al. 2006,
Heile et al. 2006). So werden Funde im Bereich von Flussgebieten, Sumpfniederungen,
feuchten Biotopen in Misch- und Auwaldern, aber auch auf Wiesen und Heiden, an
Waldkanten, Waldwegen und in Dinenlandschaften mit ausreichender Niederschlagsmenge
beschrieben (Foéldvari et al. 2016). Andere Autoren beschreiben hingegen Funde in Uberaus
trockenen Gebieten (Hornok und Farkas 2009). Dermacentor reticulatus bevorzugt vom
Menschen unberihrte Flachen, ist aber auch in bewirtschafteten Gebieten wie z. B.
Stadtparks gelegentlich anzutreffen (Zahler et al. 2000, Heile et al. 2006, Biadun 2011,
Hornok et al. 2014).

2.1.3 Entwicklungszyklus und Wirtsspektrum

Die Entwicklung von D. reticulatus verlauft vom embryonierten Ei, Uber jeweils ein Larven-
und Nymphenstadium zum geschlechtlich differenzierten Imago. Die Pramarginalstadien
parasitieren in erster Linie an Kleinsaugern wie Insektenfressern, Musteliden und Nagern
(Foldvari et al. 2016), wobei sie eine Wirtspraferenz insbesondere gegeniiber der Rételmaus
(Myodes glareolus) aufweisen (Immler 1973, Paziewska et al. 2010). Wirte adulter Stadien

sind v. a. Hunde, Pferde und Cerviden, aber auch Hauswiederkauer, Flichse, Wildschweine,
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Hasen, Igel und sogar der Mensch (Bauch und Danner 1988, Dr6zdz und Bogdaszewska
1997, Dautel et al. 2006, Ruiz-Fons et al. 2006, Foldvari et al. 2013, Foldvari et al. 2016).
Dieser Ditropismus der Entwicklungsstadien hat zur Folge, dass sich die Pramarginalstadien
in Erdbodenndhe und die Imagines in erster Linie auf der Vegetation zur Wirtssuche
aufhalten. Mithilfe des Hallerschen Organs machen sie den Wirt aufgrund von
Erschitterungen, CO,, Beschattung und Warme ausfindig (Immler 1973). Nach der
Blutmahlzeit fallen die gesogenen Stadien vom Wirt ab und entwickeln sich in der Umwelt
durch Hautung zur nachsten Entwicklungsstufe. Die Kopulation der Imagines erfolgt auf dem
Wirt. Voraussetzung hierflr ist die vorangegangene Blutaufnahme der Mannchen (6,5 mg).
Weibliche Zecken entziehen dem Wirt Blutmengen von ca. 330-530 mg (Immler 1973). In
den Frihjahrsmonaten aktive weibliche Zecken legen nach einer Saugzeit von 8-15 Tagen
(Heile et al. 2006) 2000-5000 Eier (Immler 1973, Slovak et al. 2002). Im Herbst aktive
Zecken verzogern die Eiablage klimatisch bedingt groRtenteils bis in das nachstfolgende
Frahjahr (Immler 1973). Die daraus hervorgehenden Pramarginalstadien entwickeln sich
noch im selben Jahr zur adulten Form, sodass ein kompletter Entwicklungszyklus von

D. reticulatus nach 1-1,5 Jahren abgeschlossen ist (Heile et al. 2006).

2.1.4 Saisonale Aktivitat

Samtliche Stadien von D. reticulatus zeigen ein charakteristisches saisonales
Verteilungsmuster. Die Imagines zeichnen sich durch einen biphasischen jahrlichen
Aktivitdtsanstieg aus und treten ungefahr in den Zeitraumen Marz bis Mai und September bis
November auf (Immler 1973, Széll et al. 2006, Bartosik et al. 2011, Duscher et al. 2013).
Wahrend der Sommermonate ziehen sich die adulten Stadien aufgrund einer vollzogenen
Blutmahlzeit oder zu warmer und trockener Bedingungen i. d. R. in feuchte Erdschichten
zurlck (Martinod und Gilot 1991, Heile et al. 2006). Alternierend dazu wurden Larven v. a.
von Ende Mai bis Ende Juli/Mitte August und Nymphen von Juli bis September auf
Wirtstieren gefunden (Immler 1973, Szymanski 1987, Paziewska et al. 2010, Pfaffle et al.
2015). Generell Uberwintern adulte D. reticulatus in den Laub- und Moosschichten (Heile et
al. 2006). Allerdings wurden immer wieder Funde auf der Vegetation und auf Wirtstieren im
Zeitraum Dezember bis Februar dokumentiert (Féldvari und Farkas 2005, Széll et al. 2006,
Dautel et al. 2008, Buczek et al. 2014, Chitimia-Dobler 2015, Kiewra et al. 2016). Hornok
(2009) begriindet dies mit ungewdhnlich milden klimatischen Bedingungen bzw. abrupt
ansteigenden Temperaturen.

Grundsatzlich sind adulte Buntzecken Uber eine gro’e Spanne verschiedener Temperatur-
und Luftfeuchtigkeitswerte aktiv. Bartosik et al. (2011) beobachteten ein verstarktes

Vorkommen adulter Stadien in einem Temperaturbereich von 4-21 °C und einer relativen
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Luftfeuchtigkeit von 61-100 %. Auch experimentell wurde die grof’e Toleranz gegenulber
diesen beiden Parametern belegt, wobei die Uberlebensrate der Zecken mit ansteigender
Luftfeuchtigkeit positiv korreliert (Zahler und Gothe 1995b, Meyer-Konig et al. 2001a).
Verschiedene Feldstudien beweisen die Beeinflussung der Zeckenaktivitat durch den Faktor
Temperatur (Bartosik et al. 2011, Zajac et al. 2016). Bezlglich der relativen Luftfeuchtigkeit
kommen die Autoren jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen (Hubalek et al. 2003a). Die
klimatischen Bedingungen fir die Entwicklung der Pramarginalstadien unterliegen einer
geringeren Spannbreite und zeigen unter experimentellen Bedingungen ein Optimum bei
10-27 °C und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit (Zahler und Gothe 1995a, Bartosik et al. 2011).

2.1.5 Vektorpotenzial

Dermacentor reticulatus ist nach |I. ricinus die haufigste in Zentraleuropa gefundene
Zeckenspezies und als weiterer bedeutender Trager und Vektor verschiedenster human- und
zoopathogener Erreger bekannt (Rubel et al. 2016). Pathogene fiir die eine Vektorfunktion
durch D. reticulatus bereits bestatigt wurde, sind Babesia canis, Babesia caballi, Theileria
equi, Anaplasma marginale, Rickettsia raoultii, Rickettsia slovaca und das Omsk
Hamorrhagische Fieber Virus. Dariber hinaus wurde die Buntzecke als Trager
verschiedener Viren (z.B. Frihsommer-Meningoenzephalitis-Virus, Blauzungenvirus,
Kemerovo-Virus), Bakterien (z. B. Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi sensu
lato, Rickettsia helvetica, Coxiella burnetii, Bartonella spp., Francisella tularensis
und -philomiragia) und Protozoen (z. B. Babesia microti, Babesia bigemina, Babesia
divergens) beschrieben. Inwieweit D. reticulatus eine Rolle in der Epidemiologie dieser
Erreger spielt, ist zumeist nicht ausreichend geklart, da notwendige experimentelle
Untersuchungen zu einer mdglichen Vektorfunktion fehlen und der alleinige Nachweis von
Erregermaterial in der Zecke keine Aussage zur Fahigkeit diese auf den Wirt zu Ubertragen,
zulasst (Foldvari et al. 2016, Rubel et al. 2016).

2.2 Untersuchte Erreger
2.21 Im Zusammenhang mit Dermacentor reticulatus beschriebene Piroplasmen

2.2.1.1 Systematik und Morphologie

Die Ordnung der Piroplasmida, welche dem Stamm der Apicomplexa angehdrt, enthalt u. a.
verschiedenste Vertreter der Hamoparasiten Babesia und Theileria, deren Systematik
innerhalb der Ordnung jedoch nicht abschlieRend geklart scheint (Lack et al. 2012,

Schnittger et al. 2012). Jungste phylogenetische Auswertungen lassen acht verschiedene
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Gruppen erkennen, die moglicherweise eigenstandige Gattungen darstellen. Darunter
befinden sich beispielsweise Gruppe |, welche die meisten Babesien umfasst, Gruppe |,
welche T. equi beinhaltet, Gruppe lll, welche eine Vielzahl an Theilerien beherbergt, und
Gruppe VI, welche der B. microti-Gruppe entspricht (Lack et al. 2012). Die im
Zusammenhang mit D. reticulatus beschriebenen Piroplasmen werden Gruppe |, Il und VI
zugeordnet. Demnach Ubertragt D. reticulatus B. canis, B. caballi und T. equi. Darlber
hinaus wurden zahlreiche Funde von B. microti dokumentiert (Féldvari et al. 2016).

Die Morphologie der Babesien und Theilerien variiert in Abhangigkeit vom
Entwicklungsstadium. Die in den Saugererythrozyten befindlichen Merozoiten unterscheiden
sich in ihrer Gestalt (Babesien: tropfenformig, Theilerien: stabchenférmig bis oval), anhand
der Lage in der Blutzelle (marginal, zentral) und in dem Winkel zwischen den Merozoiten
(spitz, stumpf). Aufgrund der MerozoitengroRe werden grol’e Babesien (>2,5 um) bzw.
Theilerien und kleine Babesien (<2,5 um) unterschieden. Babesia canis und B. caballi
gehdren zu den grof3en Babesien und sind im Blutausstrich durch die zentrale Lage der spitz
gewinkelten Merozoiten erkennbar. Merozoiten von T.equi, welche zu einem
charakteristischen Malteserkreuz angeordnet sind, weisen eine GréRe von 0,8-2 uym auf (de
Waal 1992, Schnittger et al. 2012, Deplazes et al. 2013a, Lempereur et al. 2017).

2.2.1.2 Verbreitung und Entwicklungsweg (Vektoren, Wirte, Reservoire)

Babesien und Theilerien sind weltweit verbreitet. Zu den wichtigsten in Europa
dokumentierten Spezies gehoren u. a. Babesia bigemina, Babesia bovis, Babesia divergens,
Babesia major, Babesia ovis, Babesia motasi, Babesia capreoli, Babesia venatorum,
Babesia vogeli, Babesia cf. microti (= Theileria annae), B. microti, B. caballi, B. canis und
T. equi (Deplazes et al. 2013a). Im Folgenden werden die vier letztgenannten Vertreter,
welche haufig im Zusammenhang mit D. reticulatus beschrieben wurden, naher erlautert.

Babesia canis wird ausschlieBlich durch D. reticulatus Ubertragen und ist entsprechend dem
Verbreitungsgebiet der Vektorzecke in Europa und Asien zu finden (Foldvari et al. 2016). Die
Transmission von T. equi und B. caballi erfolgt neben D. reticulatus auch durch andere
Dermacentor-, Hyalomma- und Rhipicephalus spp. Die Pathogene sind in (sub)tropischen
Gebieten endemisch, werden aber auch in gemaRigten Klimaten beschrieben. Demzufolge
sind B. caballi und T. equi in vielen Gebieten Asiens, Amerikas, Afrikas und Europas zu
finden (Rothschild 2013, Scoles und Ueti 2015). Babesia microti ist in Amerika, Europa und
Asien verbreitet und wird in erster Linie durch Ixodes scapularis (Amerika), /. ricinus (Europa)
und Ixodes persulcatus (Asien) Ubertragen (Yabsley und Shock 2013, Zhou et al. 2014).
Gehaufte Funde des Erregers in D. reticulatus geben zudem Anlass die Rolle der Zecke

bezlglich einer méglichen Vektorfunktion zu hinterfragen (Féldvari et al. 2016).
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Der Entwicklungszyklus von Babesia und Theileria spp. ist zum groRen Teil identisch. In der
Zecke erfolgt die Bildung infektidser Sporozoiten durch Gamogonie und Sporogonie. Nach
der Ubertragung durch den Stich einer Zecke, bilden die Sporozoiten charakteristische
Merozoiten in den Zielzellen der Vertebraten, welche sich ihrerseits weiter vermehren
(Merogonie). Zielzellen aller Babesia und Theileria spp. bilden dabei die Erythrozyten im
Wirbeltierwirt. Theilerien infizieren wahrend einer praerythrozytaren Phase zunachst
Lymphozyten (Uilenberg 2006, Deplazes et al. 2013a). Eine Ubertragung auf den Wirt erfolgt
erst nach einem Zeitraum von 2 (B. canis) bzw. 2-5 (T. equi) Tagen. Mannliche Buntzecken,
welche die Fahigkeit zur mehrmaligen Blutaufnahme besitzen, kdnnen die Infektion hingegen
unverziglich weitergeben (Mehlhorn und Schein 1998, Heile et al. 2007, Varloud et al.
2018). Zudem liegen Beschreibungen zu einer iatrogenen Ubertragung durch kontaminierte
Instrumente (B. caballi, T. equi) und zu einer diaplazentaren Infektion des Ungeborenen
(B. canis, T. equi) vor (de Waal 1992, Phipps und Otter 2004, Allsopp et al. 2007, Georges et
al. 2011, Mierzejewska et al. 2014). In Bezug auf B. microti wurde gehauft von Infektionen
durch Bluttransfusionen berichtet (Hildebrandt et al. 2007, Leiby 2011).

Der Hauptwirt fr B. canis ist der Hund. Selten wurden positive Proben auch aus Flchsen
und Wolfen gezogen (Foldvari et al. 2016). Fur B. caballi und T. equi stellen Zebras, Pferde,
Esel und deren Kreuzungen primare Wirte dar (de Waal 1992). Babesia microti praferiert
hingegen kleine Nagetiere und Insektivoren (Altwelt-, Spitz- und Weil3fuBmause). Infektionen
im Menschen werden jedoch auch beschrieben (Yabsley und Shock 2013).

Innerhalb der Zeckenpopulation werden Babesien transstadial und zum Grofdteil auch
transovariell weitergegeben. Einige Vertreter, wie z. B. B. microti, Babesia duncani, Babesia
conradae, aber auch die gesamte Gruppe der Theilerien werden hingegen ausschlieflich
transstadial weitergegeben. Unter den ausschlie3lich transstadial Ubertragenen Erregern
wurde z.T. ein Erléschen der Infektion in der Zecke nach Ubertragung auf den Wirt
beobachtet (Uilenberg 2006, Schnittger et al. 2012, Deplazes et al. 2013a).

Aufgrund der transovariellen Ubertragung dienen die Vektorzecken selbst als Reservoir fiir
B. canis und B. caballi. Zudem fungieren Equiden oftmals als Reservoir, da die Erreger trotz
Uberstandener Erkrankung jahre- bzw. lebenslang im Wirt persistieren konnen (de Waal
1992, Uilenberg 2006, Ueti et al. 2012). Fir B. canis scheinen chronisch oder subklinisch
erkrankte Hunde ebenfalls Reservoirfunktion zu tbernehmen (Vial und Gorenflot 2006,
Foldvari et al. 2016). Kleine Nagetiere und Insektivoren bilden hingegen das bislang einzige

bekannte Reservoir fur B. microti (Yabsley und Shock 2013).
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2.2.1.3 Pravalenzen von Piroplasmen in wirtssuchenden Dermacentor reticulatus

Zahlreiche in wirtssuchenden D. reticulatus durchgefiihrte Untersuchungen zur Pravalenz
von Babesien, aber auch von Theilerien, lassen groRRe Differenzen in Abhangigkeit vom
Untersuchungsgebiet erkennen (Tab. 1). Ost- und sldosteuropaische Studien konnten in
nahezu allen Fallen Babesien nachweisen, wobei Pravalenzen bis zu 21,6 % ermittelt
wurden (Mihaljica et al. 2012, Tomanovi¢ et al. 2013). In West- und Zentraleuropa wurden
dagegen kaum Infektionen mit Babesien bzw. Theilerien detektiert. In Deutschland wurden in
bislang drei grolen Studien ausschlieRlich im Saarland Babesien-positive wirtssuchende
D. reticulatus mit einer Pravalenz von 2,5 % nachgewiesen (Beelitz et al. 2012, Silaghi et al.
2012a, Weis 2014).

Tab. 1: Pravalenzen von Babesia und Theileria spp. in wirtssuchenden D. reticulatus. Es wurden nur

Studien mit einer StichprobengréRe von n=50 beriicksichtigt.

Land Pravalenz  Spezies Referenz

Deutschland 0-2,5 % B.c. Silaghi et al. (2012a); Beelitz et al. (2012); Weis
(2014)

Niederlande/ 0-1,87 % B. c., B. cab. Nijhof et al. (2007); Jongejan et al. (2015);

Belgien Hofmeester et al. (2016); Cochez et al. (2012)

GroRbritannien 13,4 % B.c. de Marco et al. (2017)

Frankreich 0% Bonnet et al. (2013)

Spanien 6,2 % B. c., B. cab., Garcia-Sanmartin et al. (2008)

B.und T. spp.?

Osterreich 0-10 % B. c., B. cf. mic. Duscher et al. (2016); HodZzi¢ et al. (2017)

Lettland 28 % B. c., B. ven. Radzijevskaja et al. (2017)

Litauen 1,2% B.c. Radzijevskaja et al. (2017)

Polen 0-4,5% B. c., B. mic. Wojcik-Fatla et al. (2012); Wojcik-Fatla et al.
(2015); Mierzejewska et al. (2015b); Opalinska et
al. (2016); Krdl et al. (2016a); Zajac et al. (2017)

Tschechien/ 0-3,2 % B.c. Duh et al. (2006); Rybarova et al. (2017);

Slowakei Kubelova et al. (2011); Svehlova et al. (2014)

Serbien 20,8-21,6 % B.c. Mihaljica et al. (2012); Tomanovi¢ et al. (2013)

Ungarn 8,2 % B.c. Hornok et al. (2016)

Ukraine 0-51 % B. c., B. odoc. Karbowiak et al. (2014); Didyk et al. (2017);
Rogovskyy et al. (2018)

Weilirussland 0 % Reye et al. (2013)

Russland 3,6-417% B.c. Rar et al. (2005a); Rar et al. (2005b)

B. c. = B. canis, B. cab. = B. caballi, B. mic. = B. microti, B. ven. = B. venatorum, B. odoc. = B. odocoilei,

oz} divergens, B. bigemina, T. equi, Theileria sp. OT1
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Tabelle 1 zeigt, dass die Speziesbestimmung positiver Proben in der Mehrheit B. canis
entspricht. Zudem wurden die fur D. reticulatus bedeutenden Erreger B. caballiund T. equi in
geringer Anzahl detektiert. Auffallig sind auch die zunehmend beschriebenen Falle von
B. microti-Infektionen. Die von Michelet et al. (2016) detektierte B. bovis-Infektion ist
aufgrund der geringen StichprobengréfRe der Studie (n=29) nicht in Tab. 1 aufgeflhrt. Funde
von Babesia odocoilei gelten zudem als Erstbeschreibung in D. reticulatus (Rogovskyy et al.
2018).

2.2.1.4 Krankheitsbilder bei Mensch und Tier

Die canine Babesiose infolge einer Babesia canis-Infektion

Babesia canis ist weltweit einer der sieben Ausléser der caninen Babesiose und stellt in
Europa die bedeutendste Spezies dar (Schnittger 2012, Solano-Gallego et al. 2016). Infolge
der Ausbreitung der Vektorzecke D. reticulatus gewinnt B. canis zunehmend an Bedeutung.
Die urspriinglich nur im mediterranen und osteuropaischen Raum endemische Erkrankung
tritt vermehrt in bislang babesiosefreien Landern wie z. B. Norwegen, GroRbritannien und
Deutschland auf (Heile et al. 2006, Leschnik et al. 2008, Qines et al. 2010, Sanchez-
Vizcaino et al. 2016, de Marco et al. 2017) und kommt mittlerweile in fast allen Landern
Europas vor (Solano-Gallego et al. 2016). Erkrankungsfalle korrelieren mit der Aktivitat der
adulten Stadien von D. reticulatus und treten folglich verstarkt in den Frihjahrs- und
Herbstmonaten auf (Porchet et al. 2007, Schaarschmidt et al. 2013). Es werden
unterschiedlich starke Auspragungen der Erkrankung beobachtet, was mdglicherweise in der
unterschiedlichen Virulenz verschiedener B. canis-Stamme begriindet liegt. Die Infektion
kann subklinisch, perakut, akut oder chronisch verlaufen. Die akute Verlaufsform aufert sich
durch hohes Fieber, Inappetenz, Gewichtsverlust, Splenomegalie und Hypotension.
Labordiagnostische Veranderungen sind u.a. durch eine fortschreitende hamolytische
Anamie, Thrombozytopenie und Hadmoglobinurie gekennzeichnet. Infolge einer inadaquaten
generalisierten systemischen Entzindungsantwort (SIRS) kdnnen Komplikationen auftreten,
welche u. a. Leberfunktionsstérungen, respiratorische und zentralnervése Erscheinungen,
Muskelentziindungen, Koagulopathien, ein akutes Nierenversagen, Schockzustande bis hin
zum Multiorganversagen und Todesfélle umfassen. Bei einem perakuten Verlauf tritt dieses
Krankheitsbild innerhalb von 24 Stunden nach Beginn der ersten Symptome auf. Chronische
Infektionen konnen zu Rickfallen in Form von rezidivierendem Fieber, Abmagerung und
Leberinsuffizienz fihren (Matijatko et al. 2010, Niemand et al. 2011a, Matijatko et al. 2012).
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Die equine Piroplasmose infolge einer Babesia caballi- oder Theileria equi-Infektion

Die durch T. equi oder B. caballi ausgeldste equine Piroplasmose kommt weltweit vor und ist
in  (sub)tropischen, aber auch in manchen gemaRigten Klimaten endemisch.
Nichtendemische Gebiete umfassen u. a. Nordeuropa, GroRbritannien, Irland, die USA,
Kanada, Japan, Australien und Neuseeland (Rothschild 2013). In Europa gibt es Berichte
von PCR- bzw. seropositiven Tieren aus nahezu allen siid- und osteuropaischen Landern. In
Deutschland bleibt die Diagnose einer autochthonen akuten T. equi-Infektion bislang eine
Einzelfallbeschreibung (Scheidemann et al. 2003). Anhand der Klinik kann eine Infektion mit
T. equi nicht von der einer B. caballi-Infektion unterschieden werden, allerdings verursacht
T. equi haufig einen schwerwiegenderen Verlauf. Aufgrund gemeinsamer Vektoren und einer
fehlenden Kreuzimmunitat treten die Erreger oft simultan auf (de Waal 1992, Mehlhorn und
Schein 1998). Die Mehrheit der Tiere durchlauft eine inapparente Infektion und bildet damit
ein Reservoir flr die Erreger. Darliber hinaus kénnen Stuten T. equi auf das Ungeborene
Ubertragen (Rothschild 2013). Intrauterine Infektionen kénnen zu Aborten, Totgeburten oder
einer neonatalen Piroplasmose bei lebend geborenen Fohlen flhren (de Waal 1992,
Georges et al. 2011). Grundsatzlich kann die Erkrankung chronisch, subklinisch, akut oder
perakut verlaufen. Die akute Verlaufsform tritt dabei am haufigsten auf und ist durch
Symptome wie Fieber, Gewichtsverlust, lkterus, Tachykardien, Tachypnoe, Odeme,
Konstipation, Kolik sowie einer Hepato- und Splenomegalie gekennzeichnet.
Labordiagnostisch steht eine Anamie, Hamoglobinurie und Bilirubinurie im Vordergrund.
Todesfalle werden ebenfalls beschrieben. Die sehr selten auftretende perakute Form kann
sich im Fall von immunsuppressiven Umstanden, bei in utero infizierten Tieren oder bei
besonders empfanglichen Tieren aus nicht endemischen Gebieten entwickeln (Zobba et al.
2008, Rothschild 2013, OIE 2014). Trotz Uberstandener Erkrankung persistiert der Erreger
oft im Wirt (Ueti et al. 2012).

Die humane Babesiose infolge einer Babesia microti-Infektion

Die humane Babesiose kommt weltweit vor (Yabsley und Shock 2013). Ausléser sind neben
B. microti u. a. B. venatorum, B. divergens und B. duncani. Babesia microti ist fir die meisten
Krankheitsfalle in den USA verantwortlich, spielt in Europa aber eine untergeordnete Rolle
(Rozej-Bielicka et al. 2015). In Europa wurden B. microti-induzierte Falle bislang nur in
Deutschland und Polen nachgewiesen. Klinisch treten Fieber, Brustkorbschmerzen, eine
Anamie, Leukopenie und Thrombozytopenie auf. Bei immunkompetenten Patienten war die
Erkrankung selbstlimitierend (Hildebrandt et al. 2007, Moniuszko-Malinowska et al. 2016). In
Nordamerika beschriebene Infektionen reichen von asymptomatischen bis hin zu ernsthaften
Erkrankungen mit teils fatalem Ausgang durch Multiorganversagen. Die Erkrankung zeigt

sich durch grippedhnliche Symptome mit Fieber, Kopf-, Gelenks- und Muskelschmerzen,

10



Literaturtibersicht

Ausschlag, Husten und Ubelkeit. Schwerwiegende Verlaufe werden i.d.R. bei
immunsupprimierten oder splenektomierten Patienten beobachtet (Yabsley und Shock 2013,
Rozej-Bielicka et al. 2015).

2.2.1.5 Diagnose, Therapie- und PraventionsmafRnahmen

Diagnose
Die labordiagnostische Bestatigung eines Babesiose- bzw. Piroplasmose-Verdachts erfolgt

bei Hund, Pferd und Mensch jeweils durch Mikroskopie, Serologie und Molekularbiologie,
wobei die Verfahren bei den genannten Erregern unterschiedliche Gewichtung haben. Die
mikroskopische Bestimmung einer Infektion erfolgt in der akuten Phase im Giemsa-gefarbten
Blutausstrich. Niedrige Parasitamien und die morphologische Ahnlichkeit bestimmter
Babesia spp. bergen die Gefahr der Fehlinterpretation. Zum Nachweis von B. caballi und
T. equi gibt die World Organization of Animal health (OIE) einen kompetitiven Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (cELISA) vor, welcher das lange Zeit verwendete Verfahren der
Komplementbindungsreaktion (KBR) ablést (OIE 2014). Zur Detektion von B. canis und
B. microti sind sowohl zuverlassige serologische (cELISA, Indirekter Immunfluoreszenz
Antikorper-Test = IFAT) als auch molekularbiologische Verfahren vorhanden (Rothschild
2013, Yabsley und Shock 2013, Rozej-Bielicka et al. 2015, Vannier et al. 2015, Solano-
Gallego et al. 2016).

Therapie und Pravention

Das Mittel der Wahl zur Therapie der caninen (B. canis) bzw. equinen Piroplasmose ist der
Wirkstoff Imidocarb Dipropionat. Alternativ dient auch Diminazen-Azeturat zur Behandlung
der Babesien. Beim Pferd kann trotz Behandlung eine 100%ige Erregerelimination nicht
gewahrleistet werden (Rothschild 2013). Da in Deutschland aktuell keiner dieser Wirkstoffe
zugelassen ist (http://www.barsoiliste.de/; Stand 02.08.2018), darf die Einfuhr und
Anwendung nur im Rahmen des ,Therapienotstandes® (§ 56a, Abs. 2, Arzneimittelgesetz)
erfolgen. Die Therapie der humanen Babesiose (B. microti) erfolgt mit den
Arzneimittelkombinationen Atovaquon/Azithromycin bzw. Clindamycin/Chinin (Vannier et al.
2015). Praventiv stehen bei Mensch und Pferd keine Impfstoffe zur Verfigung. Fir den Hund
ist der Impfstoff Pirodog von Merial in der EU verfugbar, allerdings ist auch dieser in
Deutschland nicht zugelassen (http://www.pei.de/; Stand 27.07.2018). Zudem gewabhrleistet
die prophylaktische Gabe von Imidocarb Dipropionat einen ca. vierwdchigen Schutz vor einer
Erkrankung (Naucke 2008).
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2.2.2 Im Zusammenhang mit Dermacentor reticulatus beschriebene Borrelia spp. mit

dem Schwerpunkt Borrelia burgdorferi sensu lato

2.2.21 Systematik und Morphologie

Borrelien sind gramnegative, helikal geformte Bakterien mit einer GroRe von
8-30 ym x 0,2-0,5 ym (Barbour und Hayes 1986). Sie gehdren zur Ordnung der
Spirochaetales. Die weiterfuhrende Taxonomie wird derzeit stark diskutiert. Einige Autoren
unterstitzen die bislang bekannten Vorstellungen, wonach die Familie der Spirochaetaceae
die Gattung Borrelia beherbergt, welche wiederum die monophyletischen Gruppen des
Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplexes (Lyme disease agent like-Borrelien) und des
Ruckfallfieber-Borrelien-Komplexes enthalt (Casjens et al. 2010, Margos et al. 2017). Eine
andere Systematik sieht hingegen die Familie der Borreliaceae vor, welche u. a. die eben
genannten Gruppen umfasst, diese aber als eigenstandige Gattungen betrachtet. Demnach
werden die Gattungen Cristispira, Borrelia, welche die Rickfallfieber-Borrelien enthalt, und
die Borreliella, welche die Lyme-Borrelien beinhaltet, unterschieden (Adeolu und Gupta
2014, Barbour et al. 2017). Dem B. burgdorferi s.|.-Komplex gehdren ungefahr 20
verschiedene Genospezies an (Radolf et al. 2012). Da D. reticulatus bislang ausschlieflich
im Zusammenhang mit Vertretern dieser Gruppe beschrieben wurde (Foéldvari et al. 2016,

Rubel et al. 2016), wird in den folgenden Ausfiihrungen primar auf diese eingegangen.

2.2.2.2 Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplex

2.2.2.21 Verbreitung und Entwicklungsweg (Vektoren, Wirte, Reservoire)

Das Hauptverbreitungsgebiet der Erreger des B. burgdorferi s.|.-Komplexes ist die gesamte
nordliche Hemisphare. Neben den dominierenden Genospezies Borrelia afzelii und Borrelia
garinii wurden in Europa Borrelia bavariensis, Borrelia bissettii, Borrelia burgdorferi sensu
stricto, Borrelia spielmanii, Borrelia lusitaniae und Borrelia valaisiana nachgewiesen
(Rudenko et al. 2011). Vertreter dieses Komplexes werden in erster Linie durch . ricinus und
I. persulcatus (Europa und Asien) sowie durch Ixodes pacificus und [ scapularis
(Nordamerika) Ubertragen (Margos et al. 2011). Darlber hinaus wurde die Fahigkeit zur
Ubertragung fiir eine Vielzahl weiterer Ixodes spp. wie z. B. Ixodes hexagonus und Ixodes
uriae belegt (Oliver 1996, Gern 2008). Die Transmission durch D. reticulatus gilt als
unwahrscheinlich (Richter et al. 2012b).

Unter den Vektorzecken ist jedes Entwicklungsstadium fur eine Infektion mit Borrelien
empfanglich (Skotarczak 2009, Radolf et al. 2012). Die Weitergabe der Erreger innerhalb der
Zeckenpopulation erfolgt in erster Linie transstadial, aber auch das Co-feeding wird als

Transmissionsweg diskutiert (Richter et al. 2002). Im Gegensatz zu den Ruckfallfieber-
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Borrelien werden Vertreter des B. burgdorferi s.|.-Komplexes nicht transovariell
weitergegeben (Richter et al. 2012a). Die Reservoirfunktion Gbernehmen hingegen mehr als
100 Saugetierspezies (Margos et al. 2011), wobei die Genospezies Praferenzen zu
unterschiedlichen Reservoiren zeigen. Wahrend B. burgdorferi s.s. Nagetiere und Vogel als
Reservoire nutzt, sind B. garinii und B. valaisiana primar in Végeln und B. afzelii, B. bissettii
sowie B. bavariensis in Nagetieren zu finden. Borrelia lusitaniae praferiert Végel und
Eidechsen, wohingegen B. spielmanii bislang nur in Gartenschlafern gefunden wurde
(Schwarz et al. 2012, Richter et al. 2013). Darlber hinaus werden Borrelia spp. u. a. in
Menschen, Cerviden, domestizierten Wiederkduern, Hunden und Wildcarnivoren
beschrieben. Diese Ubernehmen keine Reservoirfunktion. Stattdessen kénnen z. B. Rinder
als zooprophylaktische Wirte zum Erléschen der Infektion in der Zecke fihren (Matuschka et
al. 1993, Piesman und Gern 2004, Little et al. 2010, Richter und Matuschka 2010).

Die Ubertragung auf den Wirt erfolgt mit dem Speichel. Da mit dem Anheften an den Wirt
erst die Akquirierung der Erreger aus dem Mitteldarm der Zecke einsetzt, erfolgt die
Ubertragung erst einige Stunden nach Saugbeginn (Piesman 1993). Dabei sind Differenzen
im Hinblick auf die Vektor- und Borreliengenospezies zu verzeichnen. Demnach wurde der
Beginn der Ubertragung nach 16-24 Stunden (B. afzelii) bzw. erst nach mehr als 48 Stunden
(B. burgdorferi s.s.) beobachtet (Kahl et al. 1998, Crippa et al. 2002).

2.2.2.2.2 Krankheitsbilder, Diagnostik und Therapie
Krankheitsbilder bei Mensch und Hund

Lyme disease agent like-Borrelien fiihren zur Ausbildung der sogenannten Lyme-Borreliose,

welche insbesondere im Menschen, Hund und Pferd, aber auch in Katzen, Schafen und
Rindern beschrieben wurde (Bjarnadéttir 2007).

Die humane Lyme Borreliose ist die wichtigste arthropodenubertragene Erkrankung in
Europa und Nordamerika (Bhide et al. 2004, Sykes und Makiello 2017). Wahrend in
Nordamerika B. burgdorferi s.s. als alleiniges Pathogen gilt, werden in Europa in erster Linie
B. afzelii und B. garinii, aber auch B. spielmanii, B. burgdorferi s.s. und B. bavariensis als
ausloésende Erreger verantwortlich gemacht (Stanek et al. 2012). Im Fall einer Infektion bildet
mit ca. 20 % ein hoher Anteil der Betroffenen eine klinisch manifeste Erkrankung aus
(Robert-Koch-Institut 1999). In der Frihphase der Erkrankung zeigen sich haufig ein
Erythema migrans (60-80 %) sowie Fieber, Kopf-, Muskel- oder Gelenksschmerzen. Mit der
Dissemination des Erregers im Organismus treten Arthritiden, Erscheinungen des zentralen
Nervensystems (Bannwarth-Syndrom), das Borrelien Lymphozytom oder seltener auch
Karditiden auf. Diese Erscheinungen gehen mit der Spatphase der Erkrankung (Monate bis

Jahre nach Infektionsbeginn) in die chronische Form der Neuroborreliose, Arthritis bzw.
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Acrodermatitis chronica atrophicans Uber. Aufgrund der Praferenz der Genospezies fir
verschiedene Organsysteme wird B. afzelii mit Hautveranderungen, B. garinii mit
neurologischen Erscheinungen und B. burgdorferi s.s. mit Arthritiden in Verbindung gebracht
(Rizzoli et al. 2011, Biesiada et al. 2012, Stanek et al. 2012).

In Bezug auf die canine Borreliose gehen einige Autoren von einer Pathogenitat durch
B. burgdorferi s.s., B. afzelii und B. garinii aus (Zygner et al. 2008). Unter dem Gesichtspunkt
der Kochschen Postulate kann jedoch ausschlieBlich B. burgdorferis.s. als pathogen
eingestuft werden (Pantchev et al. 2015). Dennoch wurde in symptomatischen Hunden von
einer Infektion mit B. garinii berichtet (Inokuma et al. 2013). Der Status von B. afzelii bleibt
weiterhin unklar, da dieser Erreger bislang ausschliellich in asymptomatischen Hunden
nachgewiesen wurde (Alho et al. 2016, Dziegiel et al. 2016). Die Seropravalenzen in
europaischen Hunden zeigen grofe Spannweiten und reichen in Abhangigkeit von der
Untersuchungsgruppe (z. B. Haushund vs. Jagdhund) bis Uber 50 % (Bhide et al. 2004,
Krupka et al. 2007, Pantchev et al. 2009, Kiss et al. 2011, Barth et al. 2012, Mircean et al.
2012, Berzina und Matise 2013, Mencke 2013). Der Uberwiegende Teil der Infektionen
verlauft subklinisch. Klinische Falle treten nach einer Inkubationszeit von 2-5 Monaten auf
(Niemand et al. 2011b). Es bilden sich unspezifische Symptome in Form von Fieber,
Anorexie, Lethargie und einer Lymphadenopathie aus. Infolge immunbedingter Reaktionen
kénnen sich inshesondere an den Karpal- und Tarsalgelenken Lahmheiten im Rahmen von
Arthritiden einstellen. In Europa stellt die Glomerulonephritis die wichtigste Komplikation dar.
Myokarditiden und neuronale Stérungen wurden ebenfalls beschrieben (Skotarczak 2002,
Little et al. 2010).

Diagnose, Therapie- und Praventionsmalnahmen

Die Diagnose einer Borreliose wird bei Mensch und Tier durch die Verknipfung von
klinischen Symptomen, der Zeckenexposition und serologischen Untersuchungen gestellt
(Pantchev et al. 2015, Cutler et al. 2017). In der Humanmedizin gilt das Erythema migrans
als eindeutiges Erkrankungsmerkmal. Bei Verdachtsdiagnosen gilt ein Zweistufentest,
bestehend aus einem ELISA und anschlieRendem Western Blot, als Mittel der Wahl (Cutler
et al. 2017). Beim Hund findet bereits ein einstufiger sogenannter C6-ELISA Anwendung,
welcher eine Differenzierung von vakzinierten und erkrankten Tieren sowie die Einschatzung
des Therapieerfolges anhand der Antikdrper-Verlaufe zulasst (Philipp et al. 2001, O'Connor
et al. 2004, Pantchev et al. 2015).

Zur Behandlung der humanen und caninen Borreliose werden Antibiotika, vorzugsweise das
Tetrazyklin Doxycyclin, eingesetzt. Daruber hinaus finden auch eine Reihe von R-Lactam
Antibiotika, wie Amoxicillin und Ceftriaxon, Anwendung (Little et al. 2010, Biesiada et al.

2012, Wright et al. 2012). Praventiv stehen beim Hund folgende Impfstoffe zur
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Verflgung: (1) B. burgdorferi s.s., (2) B. afzelii-B. garinii, (3) B. burgdorferis.s.-B. afzelii-
B. garinii (Pantchev et al. 2015). Aufgrund der wenig vorhandenen Kreuzreaktivitaten zu
heterologen Genospezies wirken die Impfstoffe nur gegen die jeweils enthaltenen Erreger
(Topfer und Straubinger 2007). Im Humansektor befinden sich die Impfstoffe weiterhin in der
Entwicklungsphase (Badawi et al. 2017, Zhao et al. 2017).

2.2.2.3 Riickfallfieber-Borrelien

Ruckfallfieber-Borrelien sind weltweit verbreitet. Lederzecken der Gattung Ornithodoros
fungieren in erster Linie als Vektor. Nur einzelne Genospezies werden durch Schildzecken
(z. B. Borrelia miyamotoi) oder Lause (Borrelia recurrentis) Ubertragen. In Europa wurden
Funde von Borrelia hispanica, Borrelia persica, Borrelia caucasica, Borrelia crocidurae,
B. recurrentis und B. miyamotoi beschrieben, wobei unter diesen ausschlie3lich
B. miyamotoi in Schildzecken vorkommt (Talagrand-Reboul et al. 2018). Dabei gelten
Ixodes spp. als Hauptlbertrager (Sinski et al. 2016). Beschreibungen in D. reticulatus liegen
bislang nicht vor. Aufgrund der transovariellen Weitergabe des Erregers durch [/xodes
Zecken gelten diese neben Kleinnagern aktuell als Reservoir. Infektionen des Menschen mit
B. miyamotoi kénnen zu einem unspezifischen Krankheitsbild mit wiederkehrendem Fieber,
Kopf-, Gelenks- und Muskelschmerzen sowie Midigkeit und Ubelkeit flhren.
Meningoenzephalitiden wurden in komplizierten Fallen ebenfalls beobachtet. Die
Behandlung erfolgt antibiotisch mit Doxycyclin oder auch Ceftriaxon bzw. Penicillin G
(Krause et al. 2015, Sinski et al. 2016).

2.2.2.4 Pravalenzen von Borrelien in wirtssuchenden Dermacentor reticulatus

Untersuchungen zu Pravalenzen von Borrelia spp. in wirtssuchenden D. reticulatus wurden
in zahlreichen Studien durchgefiihrt und in der Mehrzahl der Falle keine Infektionen mit
diesen Bakterien festgestellt (Tab. 2). Jedoch wurden auch immer wieder positive Funde
dokumentiert. Diese Studien zeigen Infektionsraten von 6-11,3 % in Deutschland (Kahl et al.
1992, Robert-Koch-Institut 2009), 0,09-1,6 % in Polen (Mierzejewska et al. 2015b, Zajgc et
al. 2017), 1,5 % in Frankreich (Bonnet et al. 2013), 0,47 % in den Niederlanden (Nijhof et al.
2007) und 3,6 % in Westsibirien (Rar et al. 2005a). Bei Untersuchungen von kleineren
Stichprobengroflen (n<50) wurde zudem von Borrelien-positiven Buntzecken in Polen,
GroRbritannien und Weilrussland berichtet (Hubbard et al. 1998, Biadun et al. 2007, Reye et
al. 2013, Krol et al. 2015). Bestimmungen der Genospezies zeigten Infektionen mit

Vertretern des B. burgdorferi s.|.-Komplexes, wobei B. afzelii dominierte (Tab. 2).
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Tab. 2: Pravalenzen von Borrelia spp. in wirtssuchenden D. reticulatus. Es wurden nur Studien mit

einer Stichprobengrofie von n=50 berlicksichtigt.

Land Pravalenz Genospezies Referenz

Deutschland 0-11,3%  B. burg. Kahl et al. (1992); Robert-Koch-Institut
(2009); Richter et al. (2012b); Obiegala et al.
(2017)

Niederlande 0,47 % B. afz., B. burg. Nijhof et al. (2007)

GroRbritannien 0 % Tijsse-Klasen et al. (2013)

Frankreich 1,5% B. burg. s.l. Bonnet et al. (2013)

Spanien 0% Barandika et al. (2008)

Polen 0-1,6 % B. afz. Mierzejewska et al. (2015b); Opalinska et al.
(2016); Zajgc et al. (2017)

Tschechien/ 0 % Hubalek et al. (1998); Hubalek et al. (2003b)

Osterreich

Kroatien 0% Dobec et al. (2009)

Bosnien-Hzg. 0% Hodzi¢ et al. (2016)

Serbien 0% Tomanovic et al. (2013)

Ukraine 0% Didyk et al. (2017)

Weilrussland 4,27 % B. afz., B. burg. s.s., Reye etal. (2013)
B. burg. s.l., B. val.
Russland 3,6 % B. gar. Rar et al. (2005a)

B. afz. = B. afzelii, B. burg. = B. burgdorferi, B. gar. = B. garinii, B. val. = B. valaisiana

2.2.3 Im Zusammenhang mit Dermacentor reticulatus beschriebene Anaplasma spp.

2.2.3.1 Systematik und Morphologie

Anaplasmen sind gramnegative, obligat intrazellular lebende Bakterien mit kokkoider bis
ellipsoider Gestalt (Dumler et al. 2001). Nach Aktualisierung der Systematik wird die Gattung
Anaplasma zusammen mit den Gattungen Ehrlichia, Neorickettsia und Wolbachia der
Familie der Anaplasmataceae und damit der Ordnung der Rickettsiales zugeordnet (Dumler
et al. 2001). Zu den auch in Europa verbreiteten Vertretern gehdren Anaplasma platys,
Anaplasma  bovis, Anaplasma centrale, Anaplasma ovis, A. marginale und
A. phagocytophilum (Rar und Golovljova 2011), wobei D. reticulatus ausschlieBlich im
Zusammenhang mit den beiden letztgenannten Spezies beschrieben wurde (Foéldvari et al.
2016). Anaplasma marginale ist seit der Erstbeschreibung unter dem heutigen Namen
bekannt (Theiler 1910). Dagegen wurden nach einer systematischen Anderung die bis dato

zur  Ehrlichia phagocytophila-Gruppe gehérigen Spezies Ehrlichia equi, Ehrlichia
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phagocytophila und der Erreger der humanen granulozytaren Ehrlichiose unter der
Bezeichnung A. phagocytophilum zusammengefasst (Dumler et al. 2001). Beide Erreger
werden in eine Vielzahl von Stdmmen, die sich u. a. in ihrer Pathogenitat, Vektor- und
Wirtsspezifitat sowie der geografischen Verbreitung unterscheiden, unterteilt (Stuen 2007, de
la Fuente et al. 2010, Kocan et al. 2010). Anaplasma phagocytophilum erreicht eine Grolie
von 0,4-1,3 uym (Einzelbakterium) bzw. einen Durchmesser von 1,5-2,5 um bei Ausbildung
der Makrokolonien (Morulae). Anaplasma marginale zeichnet sich durch die marginale Lage
der 0,3-1 um im Durchmesser messenden Einschlusskérperchen aus, welche 4-8 Bakterien
beherbergen (Kocan et al. 2010, Atif 2015).

2.2.3.2 Verbreitung und Entwicklungsweg (Vektoren, Wirte, Reservoire)

Als Hauptvektoren fiir den weltweit verbreiteten Erreger A. phagocytophilum werden
I. scapularis, |. pacificus und Ixodes spinipalpis (USA) bzw. I. ricinus und I. persulcatus
(Europa, Asien) angefuhrt (Atif 2015). Anaplasma marginale kommt ebenfalls weltweit vor,
findet aber primar in (sub)tropischen Gebieten Verbreitung (Kocan et al. 2015). AufRerhalb
dieser Regionen liegen Beschreibungen u. a. aus Sid- und Osteuropa bis hin zur Schweiz
vor (Zivkovic et al. 2007). Weltweit gelten Uber 20 Zeckenspezies als Ubertrager dieses
Bakteriums, wobei in erster Linie Vertreter der Gattungen Dermacentor und Rhipicephalus
genannt werden (Atif 2015, Kocan et al. 2015). Die intrastadiale Ubertragung des Erregers
auf den Wirt wurde fiir D. reticulatus experimentell belegt (Zivkovic et al. 2007).

Die biologische Ubertragung der Erreger erfolgt mit dem Speichel der Zecken (Woldehiwet
2010, Aubry und Geale 2011). Die Transmission von A. phagocytophilum auf den Wirt
beginnt ab einer Zeitdauer von 24-36 Stunden (Katavolos et al. 1998, des Vignes et al.
2001). Anaplasma marginale kann in Abhangigkeit vom Stamm auch mechanisch Uber
kontaminierte Instrumente, Tabaniden und Mdicken Ubertragen werden. Eine intrauterine
Transmission auf das Ungeborene wurde fir beide Erregerarten beschrieben (Aubry und
Geale 2011, Henniger et al. 2013, Kocan et al. 2015).

Im Wirt zeigt A. phagocytophilum einen Tropismus zu Monozyten sowie zu eosinophilen und
neutrophilen Granulozyten. Anaplasma marginale parasitiert hingegen in Erythrozyten
(Kocan et al. 2010, Woldehiwet 2010). Eine Infektion von Gefallendothelzellen wird ebenfalls
fur beide Spezies diskutiert (Herron et al. 2005, Carrefio et al. 2007, Wamsley et al. 2011).
Primare Wirte von A. phagocytophilum sind dabei Wildwiederkauer, Kleinnager (Mause,
Ratten, etc.) und Insektivoren (Spitzmause, Igel), sodass dem Erreger ein naturlicher
Zecken-Wiederkauer-Nagetier-Zyklus zugesprochen wird. Weitere Funde stammen aber
auch aus Wildschweinen, Flchsen, Baren, Waschbaren, Végeln und Reptilien. Unter den

domestizierten Saugetieren gelang der Nachweis von A. phagocytophilum in Wiederkauern,
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Pferden, Eseln, Hunden und Katzen (Blanco und Oteo 2002, Stuen et al. 2013, Dugat et al.
2015). Der Mensch, welcher ebenfalls infiziert werden kann, und die Mehrzahl domestizierter
Tiere gelten als Fehlwirte (Teglas und Foley 2006). Im Gegensatz zu A. phagocytophilum
zeigt A. marginale eine Wirtsspezifitat zu Wiederkauern. Weltweit wurde der Erreger bislang
in Rindern, Bisons und verschiedenen Hirscharten gefunden (Kocan et al. 2010).

Zwischen den Zecken werden die Erreger in erster Linie transstadial weitergegeben. Da in
den Zecken keine Infektion der Ovarien stattfindet, erfolgt keine transovarielle Ubertragung
(Kocan et al. 2015). Eine Ausnahme bildet lediglich Dermacentor albipictus (Baldridge et al.
2009). Als Reservoir fur A. phagocytophilum fungieren vermutlich wildlebende Wirbeltiere,
wobei in Europa primar Cerviden (z. B. Rotwild), Kleinnager und Insektivoren in Erwagung
gezogen werden (Stuen et al. 2013, Dugat et al. 2015). Untersuchungen zu moglichen
Reservoiren von A. marginale im Tierreich entstammen zumeist den USA und kénnen
aufgrund der unterschiedlichen Wirtspraferenzen der Erregerstamme nicht ohne weiteres auf
andere Lander Ubertragen werden. Vermutlich bilden Schwarzwedelhirsch, Bison und
Maultierhirsch entsprechende Reservoire (Aubry und Geale 2011). Aufgrund persistierender
Infektionen kdnnen jedoch auch Rinder diese Funktion Ubernehmen (Kieser et al. 1990).
Daruber hinaus wurde gezeigt, dass mannliche Vektorzecken durch ihr intermittierendes
Saugverhalten Anaplasma marginale intrastadial weitergeben, wodurch diese ebenfalls

Reservoirfunktion ibernehmen (Kocan et al. 2010).

2.2.3.3 Pravalenzen in wirtssuchenden Dermacentor reticulatus

Pravalenzuntersuchungen zu Anaplasmen in wirtssuchenden D. reticulatus wurden bereits in
zahlreichen Studien in Europa und Asien durchgefihrt (Tab. 3). In Deutschland wurden
bislang keine Infektionen von D. reticulatus mit Anaplasmen dokumentiert. Dahingegen
wurden Pravalenzen von 1,1-8 % in wirtssuchenden Buntzecken in Frankreich, Polen,
Ungarn, Bosnien-Herzegowina, Serbien und Litauen beschrieben (Paulauskas et al. 2012,
Bonnet et al. 2013, Tomanovi¢ et al. 2013, Szekeres et al. 2015, Hodzi¢ et al. 2016, Zajac et
al. 2017). Von einer ungewdhnlich hohen Pravalenz (25,36 %) wurde im Gebiet von
Tschernobyl berichtet (Karbowiak et al. 2014). Mit Ausnahme von Bonnet et al. (2013),
welche eine Infektion mit A. marginale nachwiesen, entsprachen alle beschriebenen Funde

A. phagocytophilum.
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Tab. 3: Pravalenzen von Anaplasma spp., Ehrlichia spp. und Cand. Neoehrlichia mikurensis in

wirtssuchenden D. reticulatus. Es wurden nur Studien mit einer Stichprobe von n=50 berticksichtigt.

Land Pravalenz  Untersuchte Gattung Referenz
Ana. Ehrl. Neo.
Deutschland 0% x x Richter et al. (2012b)
Niederlande/ 0% x Zivkovic et al. (2007); Jahfari et al. (2014)
Belgien 0% x x Jahfari et al. (2012)
0% x x x Nijhof et al. (2007)
Grol3britannien 0 % x x Tijsse-Klasen et al. (2013)
Frankreich 1,35 % x Bonnet et al. (2013)
Spanien 0 % X Barandika et al. (2008)
Osterreich 0% x Sixl et al. (2003)
0% x x x Duscher et al. (2016)
Polen 0-1,1%® x Opalinska et al. (2016); Zajac et al. (2017)
Litauen 8 %% x Paulauskas et al. (2012)
Serbien 1,89 % @ x Tomanovic et al. (2013)
Bosnien-Hzg. 1,85 % 2 x x Hodzi¢ et al. (2016)
Ungarn 0 % x Hornok et al. (2016)
3,1 % x x  Szekeres et al. (2015)
Ukraine 0-25,36 % x Karbowiak et al. (2014); Didyk et al. (2017);
0,01 %% x Rogovskyy et al. (2018)
Weillrussland 0 % x Reye et al. (2013)
Russland 0 % X x Rar et al. (2005a)
0 % x x Shpynov et al. (2006)
0% x Shpynov et al. (2004)

Ana. = Anaplasma spp., Ehrl. = Ehrlichia spp., Neo. = Cand. Neoehrlichia mikurensis;

A phagocytophilum, YA marginale

2.2.3.4 Krankheitsbilder infolge einer Anaplasmen-Infektion

Anaplasma phagocytophilum als Erreger der granulozytdren Anaplasmose

Anaplasma phagocytophilum tragt weltweit grole Bedeutung als Erreger der granulozytaren
Anaplasmose bei Hunden, Pferden und Menschen sowie als Ausldser des Weidefiebers
(Tick Borne Fever) in domestizierten und wildlebenden Wiederkduern (Dugat et al. 2015).

Das Weidefieber ftritt ausschlieRBlich in Europa auf und ist von grofier wirtschaftlicher

Bedeutung (Dugat et al. 2015). Klinisch zeigt sich die Erkrankung in erster Linie durch hohes
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Fieber, Anorexie, respiratorischen Erscheinungen, Milchriickgang, Aborte und vereinzelte
Todesfélle (Woldehiwet 2006).

Berichte der humanen granulozytdren Anaplasmose entstammen vor allem den USA, aber
auch europaischen Landern wie Spanien, Schweden, Norwegen, Polen und Slowenien
(Bjoersdorff et al. 1999, Oteo et al. 2000, Karlsson et al. 2001, Tylewska-Wierzbanowska et
al. 2001, Lotric-Furlan et al. 2005). In Deutschland ist bislang kein klinischer Fall bekannt
(von Wissmann et al. 2015). Durch Seropravalenzen von 2 % bzw. von bis zu 14 % bei
exponierten Personen wie z. B. Waldarbeitern wird jedoch der Kontakt zum Erreger auch in
Deutschland deutlich (Fingerle et al. 1997, Hunfeld und Brade 1999, Kowalski et al. 2006).
Die Symptome einer klinisch ausgepragten Anaplasmose auflern sich durch Unwohlsein,
Fieber, Myalgien und Kopfschmerzen. In seltenen Fallen treten zentralnervése Beschwerden
als Komplikation auf bzw. endet die Erkrankung tédlich (Thomas et al. 2009).

Die canine granulozytare Anaplasmose verlauft iberwiegend subklinisch (Carrade et al.
2009). In Deutschland wurden trotz der Seropravalenzen von 19-50 % nur vereinzelte
autochthone Erkrankungsfalle beschrieben (Jensen et al. 2007, Kohn et al. 2008, Kohn et al.
2011). Die Symptomatik ist unspezifisch und zeigt sich u.a. durch Lethargie, Fieber,
Anorexie, Bewegungsunlust und Lahmheiten. In einigen Fallen wurde auch von Husten,
Diarrhoe, Vomitus, blassen Schleimhauten und einer Lymphadenopathie berichtet (Kohn et
al. 2008, Sainz et al. 2015).

Im Blutbild zeigen sich bei allen aufgefuhrten Erkrankungen eine Thrombozytopenie,
Leukopenie, Anamie und Veranderungen der Leberenzymwerte. Durch Schadigungen der
weillen Blutzellen wird der Krankheitsverlauf haufig durch Sekundarinfektionen erschwert
(Woldehiwet 2006, Carrade et al. 2009, Thomas et al. 2009).

Anaplasma marginale als Erreger der bovinen Anaplasmose

Klinisch zeigt sich die bovine Anaplasmose in Form von Fieber, Gewichtsverlust, Lethargie,
Anamie, lkterus, einer Tachykardie und Tachypnoe. Aufgrund der immunbedingten
Phagozytose der infizierten Erythrozyten bleiben eine Hamoglobindmie und Hamoglobinurie
aus. Grolte 6konomische Schaden entstehen letztlich durch eine verminderte Milchleistung
bzw. Gewichtszunahme, Aborte, durch eine Infertilitdt bei Bullen und durch Todesfille,
welche bei bis zu 49 % der Uber zweijahrigen Tiere eintreten (Kocan et al. 2003, Kocan et al.
2010, Aubry und Geale 2011). Es ist davon auszugehen, dass der Erreger trotz
Uberstandener Erkrankung lebenslang im Rind persistiert und der Immunantwort durch
Variationen in den MSP (major surface protein)-Genen entgeht (Kieser et al. 1990, Palmer et
al. 2006). Obwohl klinische Falle neben den endemischen (sub)tropischen Gebieten auch in
der Schweiz, Osterreich und Ungarn diagnostiziert wurden, liegen aus Deutschland bislang
keine Berichte vor (Aubry und Geale 2011, Hornok et al. 2012).
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2.2.3.5 Diagnose und Therapie der Krankheitsbilder

Innerhalb der ersten Woche post infectionem, der akuten Phase der Erkrankung, sind
Makrokolonien beider Erreger in den spezifischen Zielzellen mittels Giemsa-Farbung im
Blutausstrich nachweisbar. Weitaus sensitiver und spezifischer arbeiten jedoch verschiedene
PCR-Verfahren. In der Spatphase der Erkrankung, 2-4 Wochen nach der Infektion, werden
serologische Untersuchungen zur Diagnostik herangezogen, wobei primar der IFAT und der
ELISA Anwendung finden. Ein vierfacher Anstieg der Antikdrperspiegel zwischen dem
Akutserum und einer weiteren Serumprobe innerhalb von 2-4 Wochen spricht flr ein
aktuelles Infektionsgeschehen. Die serologischen Verfahren bergen jedoch die Gefahr
mdglicher Kreuzreaktionen zu anderen Vertretern der Anaplasmataceae (Aubry und Geale
2011, Atif 2015, Sainz et al. 2015, CDC 2016).

Zur Behandlung der humanen und caninen granulozytaren Anaplasmose ist das Antibiotikum
Doxycyclin das Mittel der Wahl. Als wirkungsvolle Alternative gilt die Anwendung von
Rifampicin (Mensch, Hund) bzw. Levofloxacin (Hund) (Sainz et al. 2015, CDC 2016). Bei
Rind und Pferd werden primar Oxytetrazykline eingesetzt. Bei der Therapie der durch
A. marginale ausgeldsten bovinen Anaplasmose finden in erster Linie Oxytetrazyklin bzw.
Chlortetrazyklin Anwendung. Alle derzeit zur Behandlung der bovinen Anaplasmose
zugelassenen Arzneimittel bewirken eine Besserung der klinischen Erscheinungen, flhren
aber infolge einer unzureichenden Erregerelimination haufig zur Ausbildung persistent
infizierter Tiere (Aubry und Geale 2011, Atif 2015). PraventivmaRnahmen in Form von
Vakzinen stehen fiir A. phagocytophilum nicht zur Verfligung. Fur A. marginale existiert zwar
ein auf A. centrale basierender Impfstoff, jedoch kann durch die genetische Diversitat von

A. marginale kein 100%iger Schutz erzeugt werden (Kocan et al. 2015).

2.2.4 Die Gattung Ehrlichia mit dem Schwerpunkt Ehrlichia canis

Die Gattung Ehrlichia gehort, wie auch die Anaplasmen, zur Familie der Anaplasmataceae
und damit zur Ordnung der Rickettsiales (Dumler et al. 2001). Die wesentlichen Spezies in
der Gattung der Ehrlichien sind Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia
ruminantium, Ehrlichia canis und Ehrlichia muris (Rar und Golovljova 2011), wobei durch
Neubeschreibungen (z. B. Ehrlichia minasensis) die Gruppe schrittweise erweitert wird
(Cabezas-Cruz et al. 2016). In Europa sind lediglich E. muris und E. canis vertreten.
Ehrlichia canis wird aufgrund seiner Bedeutung als Infektionserreger beim Hund (Rar und
Golovljova 2011) im Folgenden naher beleuchtet.

Ehrlichia canis ist ein gramnegatives, pleomorphes, obligat intrazellulares Bakterium mit

kokkoider Gestalt (Waner und Harrus 2000). Es verzeichnet eine Gréfle von 0,3-0,6 ym
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(Kern- und retikulare Form) bzw. 2-4 um (Morulae) (Popov et al. 1998). Ehrlichia canis wird
mit dem Speichel durch Rhipicephalus sanguineus Ubertragen (Fourie et al. 2013), wobei
Gray et al. (2013) Fehler in der bisherigen Identifikation der Zecke vermuten und so
Unklarheiten bezuglich der alleinigen Vektorrolle bestehen. Rhipicephalus sanguineus
besiedelt Uberwiegend tropische bis mediterrane, aber auch gemaligte Gebiete, wobei sie
vor allem an das Leben in geschitzten Zwingern und Innenraumen in sub(urbanen)
Gebieten angepasst ist. Samtliche Stadien dieser Schildzeckenart parasitieren in erster Linie
am Hund (Dantas-Torres 2010, Gray et al. 2013). Eine Ubertragung des Erregers erfolgt
schon innerhalb der ersten 3-8 Stunden der Blutaufnahme (Fourie et al. 2013). Neben
R. sanguineus wurde auch flir Dermacentor variabilis die Fahigkeit zur Transmission von
E. canis experimentell belegt (Johnson et al. 1998). Dermacentor reticulatus wird derzeit
nicht als Vektor in Betracht gezogen. Auch spielen Pravalenzuntersuchungen bislang eine
untergeordnete Rolle. Die in Tab. 3 aufgefiihrten Studien verdeutlichen das fehlende
Vorkommen von E. canis und anderer Vertreter dieser Gattung in wirtssuchenden
D. reticulatus.

Nachweise von E. canis entstammen zum Uberwiegenden Teil Studien zur serologischen
Untersuchung von Hunden und zeigen, dass der Erreger in Asien, Afrika, Amerika und
Europa vertreten ist. Der Grofteil der Funde geht dabei aus (sub)tropischen Regionen
hervor (Stich et al. 2008, Fourie et al. 2013). Die Pravalenzen zeigen eine grof3e Spannweite
und erreichen in Europa Werte bis 50 % (Sainz et al. 2015).

In Vertebraten infiziert E. canis Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten (Mylonakis et al.
2003, Rar und Golovljova 2011). Zwischen mannlichen R. sanguineus ist die intrastadiale
Weitergabe von E. canis wahrend der Blutmahlzeit moglich (Bremer et al. 2005).
Hauptsachlich wird der Erreger jedoch transstadial Ubertragen. Eine transovarielle
Weitergabe findet hingegen nicht statt (Groves et al. 1975, Smith et al. 1976).
Reservoirfunktion Gibernehmen hingegen Wildkaniden (Rar und Golovljova 2011). Aufgrund
einer subklinischen Phase im Krankheitsverlauf und einer méglichen Persistenz des Erregers
trotz medikamentdser Behandlung wird zudem der Hund als Reservoir angefiihrt (Harrus et
al. 1998, Waner und Harrus 2000).

Ehrlichia canis ist als Ausléser der caninen monozytaren Ehrlichiose beim Hund von
veterinarmedizinischer Bedeutung. In Deutschland gilt diese Multisystemerkrankung
ausschliellich als Reiseerkrankung (Liebisch et al. 2006). Die anfangliche akute Phase geht
mit Symptomen wie Lethargie, Anorexie, Fieber, Epistaxis, petechialen Blutungen und
Ekchymosen einher. Es kommt zur Herausbildung einer milden Glomerulopathie sowie einer
Spleno-, Hepato- und Lymphadenomegalie. Neurologische Veradnderungen kdnnen sich
infolge von Meningitiden einstellen. Zudem werden haufig ophthalmologische

Veranderungen (Uveitiden, Korneaulzerationen, Glaukome, etc.) diagnostiziert. 2-4 Wochen
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post infectionem kann die Infektion in eine lGber Monate bis Jahre andauernde subklinische
Phase Ubergehen. Abschlieend ist der Eintritt in das chronische Stadium maoglich, welches
durch eine Panzytopenie infolge einer Knochenmarksaplasie gekennzeichnet ist. Das
klinische Bild &hnelt zunachst den Symptomen der akuten Phase. Haufig wird jedoch von
schweren bis lebensbedrohlichen Komplikationen infolge von Superinfektionen mit anderen
Erregern berichtet (Skotarczak 2003, Waner und Harrus 2013, Sainz et al. 2015). Im Labor
tritt in Abhangigkeit von der Krankheitsphase eine Thrombozytopenie, Leukopenie und
Anamie auf (Harrus et al. 1999).

Der traditionelle Nachweis von Morulae im akuten Stadium im Giemsa-gefarbten Blut- oder
Lymphknotenmaterial (Mylonakis et al. 2003) hat eine vergleichsweise geringe Sensitivitat
(Sainz et al. 2015). In Bezug auf den serologischen Nachweis gilt der IFAT zur Detektion von
Immunglobulin G-Antikérper als Goldstandard. Ein vierfacher Anstieg des Antikorper-Titers
innerhalb von 7-14 Tagen deutet auf ein aktuelles Infektionsgeschehen hin (Harrus und
Waner 2011). DarlUber hinaus finden verschiedene ELISA-Systeme Anwendung (Harrus et
al. 2002). Durch den direkten Erregernachweis mittels verschiedener PCR-Verfahren kdnnen
evil. vorhandene Kreuzreaktionen 2zu anderen Vertretern der Anaplasmataceae
ausgeschlossen werden (Sainz et al. 2015).

Zur Therapie wird als Mittel der Wahl das Tetrazyklin Doxycyclin eingesetzt (Sainz et al.
2015). Verschiedene Studien kdnnen jedoch eine 100%ige Erregerelimination nicht immer
bestatigen (Harrus et al. 1998, Harrus et al. 2004, Eddlestone et al. 2007, McClure et al.
2010). Als Alternative gilt das Antibiotikum Rifampicin. Jedoch wurde auch hier eine
Erregerpersistenz trotz medikamentdser Behandlung beobachtet (Schaefer et al. 2008,
Theodorou et al. 2013). Eine Pravention durch Impfstoffe ist derzeit nicht moglich (Sainz et
al. 2015). Experimentelle Studien mit einem attenuierten Stamm von E. canis lassen jedoch

erste Erfolge erkennen (Rudoler et al. 2012).

2.2.5 Candidatus Neoehrlichia mikurensis

Die im Folgenden naher beschriebene Spezies Cand. Neoehrlichia mikurensis bildet
zusammen mit Candidatus Neoehrlichia lotoris die Gattung Candidatus Neoehrlichia, welche
relativ neu auch der Familie der Anaplasmataceae zugeordnet wird (Kawahara et al. 2004,
Silaghi et al. 2016). Das Cluster Cand. Neoehrlichia mikurensis beinhaltet verschiedene
Stdmme, welche auch die bis dato haufig beschriebenen Funde von Candidatus Ehrlichia
walkerii, Ehrlichia-like bacteria ,Schotti-Variant® bzw. Ehrlichia-like Rattus strain umfassen
(Brouqui et al. 2003, Kawahara et al. 2004).

Bisherige Untersuchungen verdeutlichen eine Verbreitung von Cand. Neoehrlichia

mikurensis in weiten Teilen Europas und Asiens (Rar und Golovljova 2011,
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Silaghi et al. 2016). Bei dem Erreger handelt es sich um ein gramnegatives, pleomorphes
a-Proteobakterium, welches eine Gréle von 0,5-1,2 ym erreicht und einen Tropismus zu
endothelialen Zellen aufzuweisen scheint (Kawahara et al. 2004). Darlber hinaus wurde
Cand. Neoehrlichia mikurensis in Granulozyten menschlicher Blutproben detektiert (Pekova
et al. 2011). Beschreibungen zum Entwicklungszyklus dieses Bakteriums liegen bislang
kaum vor. Das Potential zur Erregertransmission wurde bis dato in keiner der detektierten
Tragerzecken experimentell untersucht. Ixodes ricinus und I. persulcatus werden jedoch als
wichtige Vektoren diskutiert (Rar und Golovljova 2011). Untersuchungen zur Bedeutung von
D. reticulatus im Zusammenhang mit Cand. Neoehrlichia mikurensis liegen kaum vor.
Bisherige Studien zur Pravalenz des Erregers in wirtssuchenden Buntzecken sind in Tab. 3
aufgelistet. Sie zeigen, dass dieses Pathogen bislang nicht nachgewiesen wurde. Der
einzige beschriebene Fund einer infizierten wirtssuchenden Buntzecke geht aus der parallel
zu dieser Untersuchung durchgeflihrten Studie im Havelland (Brandenburg) hervor, in der
eine Stichprobe von 97 Buntzecken untersucht wurde (Krtcken et al. 2013).

Zwischen den Zecken wird der Erreger vermutlich transstadial weitergegeben (Jahfari et al.
2012). Eine transovarielle Ubertragung findet hingegen vermutlich nicht statt. Das Reservoir
fur das Bakterium bilden mdglicherweise Kleinnager (Burri et al. 2014). Die Ubertragung von
Cand. Neoehrlichia mikurensis auf den Wirt erfolgt vermutlich, ahnlich wie bei
A. phagocytophilum oder den Lyme-Spirochaten, nicht sofort mit Saugbeginn (Richter und
Matuschka 2012a). Nachweise des Erregers liegen bislang im Menschen, Braunbar, Dachs,
Mufflon, Igel, Vogel, in der Gamse, seltener auch im Hund, vor allem aber in kleinen
Nagetieren vor (Rar und Golovljova 2011, Liesner et al. 2016, Silaghi et al. 2016).

Klinische Erscheinungen infolge einer Cand. Neoehrlichia mikurensis-Infektion wurden in
geringer Fallzahl bei Menschen und Hunden beschrieben, wobei die Erkrankung mit aller
Wahrscheinlichkeit als unterdiagnostiziert gilt (Hofmann-Lehmann et al. 2016). Der bisher
einzige gesicherte diagnostizierte Fall einer klinischen caninen Neoehrlichiose stammt von
einem immunsupprimierten Hund aus dem stiddeutschen Raum. Das Tier wurde durch sein
lethargisches Verhalten und durch subkutane Hamorrhagien auffallig. Im Blutbild konnte
neben einer Thrombozytopenie eine milde Anamie festgestellt werden (Diniz et al. 2011).
Beim Menschen wurden klinisch ausgepragte Infektionen bei zuvor gesunden Patienten
bislang nur in einem letal verlaufenden Fall in Deutschland und bei mehreren mild
verlaufenden Fallen in China beschrieben (von Loewenich et al. 2010, Li et al. 2012).
Ansonsten stammen Berichte klinisch manifester Infektionen ausschlieRlich von
immunsupprimierten Patienten aus Schweden, Tschechien, Deutschland und der Schweiz.
Die Klinik aufert sich durch Fieber, Kopf-, Gelenks- und Muskelschmerzen. Teilweise treten
pulmonale Erscheinungen auf. Zudem wurden Erytheme, subkutane H&amorrhagien,

Aneurysmen und Thrombosen beschrieben. Im Blutbild zeigt sich haufig eine
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Thrombozytopenie, Anamie, Leukozytose und ein Anstieg des C-reaktiven Proteins (Fehr et
al. 2010, von Loewenich et al. 2010, Welinder-Olsson et al. 2010, Pekova et al. 2011, Richter
und Matuschka 2012a, Maurer et al. 2013, Grankvist et al. 2014, Andréasson et al. 2015).
Methoden zum Nachweis von Cand. Neoehrlichia mikurensis beruhen derzeit auf der
Detektion von Erreger-DNA in Blutproben mittels PCR. Die Etablierung eines serologischen
Nachweisverfahrens zur Identifizierung spezifischer Cand. Neoehrlichia mikurensis
Antikorper ist bislang nicht beschrieben. Ebenso ist die Mdglichkeit zur Anzucht des Erregers
in Routinemedien nicht gegeben. Die Behandlung einer diagnostizierten Cand. Neoehrlichia
mikurensis-Infektion bei Mensch und Hund erfolgt mit dem Antibiotikum Doxycyclin (Rar und
Golovljova 2011, Moniuszko et al. 2015).

2.2.6 Im Zusammenhang mit Dermacentor reticulatus beschriebene Rickettsia spp.

2.2.6.1 Systematik und Morphologie

Rickettsien sind gramnegative, obligat intrazellular lebende Bakterien, die ein
stabchenformiges Erscheinungsbild und eine Grofle von 0,3-0,45 um x 0,8-1,2 um
aufweisen (Karbowiak et al. 2016a). Durch die Aktualisierung der Systematik wurde die
Gattung Rickettsia zusammen mit der Gattung Orientia der Familie der Rickettsiaceae
zugeordnet, welche zusammen mit der Familie der Anaplasmataceae wiederum die Ordnung
der Rickettsiales bildet (Dumler et al. 2001). Die Gattung unterliegt fortlaufenden
Neuordnungen. Auf Grundlage einer Phylogenomanalyse ganzer Genomsequenzen erfolgt
die Einteilung aktuell in sieben Gruppen. Darunter befinden sich u. a. die spotted fever
group, typhus group, Rickettsia bellii group, Rickettsia canadensis group, transitional group
und die R. helvetica group (Murray et al. 2016). Rickettsia raoultii, welche ebenfalls der
spotted fever group zugeordnet wird (Merhej und Raoult 2011), wird immer wieder im
Zusammenhang mit D. reticulatus beschrieben. Mediannikov et al. (2008) belegen, dass die
bis dato als Rickettsia sp. Genospezies DnS14, DnS28 und RpA4 gehandelten Rickettsien

als Stdmme von R. raoultii eingeordnet werden kénnen.

2.2.6.2 Verbreitung und Entwicklungsweg (Vektoren, Wirte, Reservoire)

Als Vektoren der spotted fever group fungieren Uberwiegend Zecken, aber auch Milben und
Fléhe spielen fir wenige Arten eine wichtige Rolle. Vertreter der spotted fever group sind
weltweit verbreitet und umfassen Uber 25 Genospezies (Parola et al. 2013, Karbowiak et al.
2016a). Zu den auch in Europa verbreiteten Genospezies mit bereits nachgewiesener

Pathogenitat gehoren die verschiedenen Subspezies von Rickettsia conorii und Rickettsia
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sibirica sowie Rickettsia monacensis, Rickettsia massiliae, Rickettsia aeschlimannii,
R. slovaca, R. helvetica und R. raoultii, wobei die sechs letztgenannten Vertreter auch in
Deutschland vorkommen (Parola et al. 2013). In D. reticulatus wurden bislang generell
R. raoultii, R. slovaca, R. helvetica und R. sibirica sibirica detektiert (Foldvari et al. 2016,
Rubel et al. 2016).

Rickettsia raoultii und R. slovaca sind in Europa, Asien und Nordafrika verbreitet und werden
durch D. reticulatus und D. marginatus Ubertragen (Parola et al. 2013). Experimentell konnte
eine Vektorfunktion fur R. raoultii zudem fur Dermacentor nutalli und Dermacentor silvarum
belegt werden (Samoylenko et al. 2009). Fir R. helvetica liegen bislang keine Hinweise zu
einer moglichen Vektorkompetenz von D. reticulatus vor (Foldvari et al. 2016). Als
Hauptvektor gilt I. ricinus. Der Erreger wurde in mindestens 24 europaischen Landern, in
Asien und Nordafrika in Zecken nachgewiesen. Fur R. sibirica sibirica gilt D. reticulatus nach
bisherigem Kenntnisstand ebenfalls nur als Trager. Da der Erreger zudem nur in Asien
beheimatet ist (Parola et al. 2013), wird auf weitere Erlauterungen zu dieser Rickettsie
verzichtet.

Die Ubertragung der spotted fever group-Rickettsien auf den Wirt erfolgt typischerweise tber
den Speichel der Vektorzecken. Fur R. raoultii ist zudem die Transmission durch mannliche
Zecken der Spezies D. reticulatus und D. marginatus belegt (Féldvari et al. 2013). Durch den
Nachweis von R. slovaca im Zeckenkot kann jedoch eine horizontale Ubertragung nicht
ausgeschlossen werden (Parola et al. 2005). Der Ubertragungsbeginn von Rickettsien durch
die Vektorzecken wird ab einem Zeitraum von 24 Stunden nach Saugbeginn angegeben
(Thorner et al. 1998). In experimentellen Untersuchungen wurde Rickettsia rickettsii jedoch
schon nach 10 Stunden Saugdauer zuverlassig durch Dermacentor andersoni auf
Meerschweinchen Ubertragen. Aber auch Transmissionszeiten von weniger als 2 Stunden
wurden in dieser Studie z. T. beobachtet (Ricketts 1991). Spotted fever group-Rickettsien
infizieren in den Wirten eine Vielzahl kernhaltiger Zellen, insbesondere aber Endothelzellen
(Walker et al. 2007).

Fur alle in D. reticulatus beschriebenen Genospezies gilt der Mensch als Wirt (Kapitel
2.2.6.4). Funde von R. raoultii stammen ansonsten, mit Ausnahme vereinzelter Nachweise in
Hunden und Roételmausen (M. glareolus) (Liesner et al. 2016, Obiegala et al. 2017), fast
ausschliellich aus Zecken. Rickettsia slovaca wurde zudem serologisch in Hunden,
domestizierten Wiederkduern und Wildschweinen nachgewiesen (Kovacova et al. 2006,
Ortufio et al. 2007, Ortuino et al. 2012). Eine experimentelle Infektion verschiedener
Wildnagetierarten gibt Hinweise auf eine Empfénglichkeit fiir R. slovaca (Rehadek et al.
1992). Dahingegen wurde R. helvetica in einer Vielzahl von Wirten wie Wildmausen, Igeln,

Végeln, Cerviden, Waschbaren und Wildschweinen nachgewiesen (Inokuma et al. 2008,
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Sprong et al. 2009, Sashika et al. 2010, Schex et al. 2011, Speck et al. 2013, Berthova et al.
2016).

Eine mdgliche Reservoirfunktion ausgehend von diesen Wirten ist derzeit ungeklart
(Karbowiak et al. 2016a). Unter den europdischen Rickettsienspezies wurde experimentell
ausschlieRlich die Ubertragung von R. conorii durch den infizierten Wirt belegt (Levin et al.
2012). Wildschweine und Mauseartige werden jedoch als Reservoir flr R. slovaca vermutet
(Karbowiak et al. 2016a). Eine diskutierte Reservoirfahigkeit von Cerviden fir R. helvetica
wird durch Overzier et al. (2013) angefochten, da die Wirte trotz der natirlichen Infestation
mit R. helvetica-positiven Zecken in der PCR-Untersuchung negativ blieben. Sicher ist
hingegen die Reservoirfunktion durch die Vektorzecken selbst, da sie neben der
transstadialen Ubertragung und einer méglichen Weitergabe der Erreger Uber das
Co-feeding auch zur transovariellen Ubertragung fahig sind (Parola et al. 2005, Karbowiak et
al. 2016a). Dermacentor reticulatus Gbernimmt ausschlieflich fir R. raoultii und R. slovaca
Reservoirfunktion (Samoylenko et al. 2009, Alberdi et al. 2012).

2.2.6.3 Rickettsien-Pravalenzen in wirtssuchenden Dermacentor reticulatus

Untersuchungen zu Rickettsien-Infektionen in wirtssuchenden D. reticulatus wurden in
zahlreichen Studien in Europa und Asien durchgefuhrt und sind in Tab. 4 aufgefuhrt. Es ist
ersichtlich, dass in nahezu allen Untersuchungen Rickettsien nachgewiesen wurden.
AusschlieRlich in Serbien und Kroatien wurden keine Rickettsien detektiert (Radulovi¢ et al.
2011, Radzijevskaja et al. 2015). In den verbleibenden Studien zeigen sich auffallig groRRe
Variabilitdten in den Pravalenzen, welche von minimal 4 % in Lettland (Radzijevskaja et al.
2015) bis maximal 72,6 % in der Ukraine (Karbowiak et al. 2016b) reichen. Auch in
Deutschland wurden hohe Anteile infizierter D. reticulatus (33,1-70,5 %) dokumentiert.
Studien in denen eine Sequenzierung positiver Proben vorgenommen wurde, verdeutlichen
die Dominanz von R. raoultii. DarUber hinaus wurden Funde von R. helvetica bzw.

R. slovaca in geringer Anzahl beschrieben (Tab. 4).
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Tab. 4: Pravalenzen von Rickettsia spp. in wirtssuchenden D. reticulatus. Es wurden nur Studien mit

einer Stichprobengrofie von n=50 berlicksichtigt.

Land Pravalenz Genospezies Referenz

Deutschland 33,1-70,5% R.r. Robert-Koch-Institut (2009); Pluta et al. (2010);
Rumer et al. (2011); Silaghi et al. (2011);
Obiegala et al. (2017)

Grol3britannien 5-28,8 % R.r,R. h. Tijsse-Klasen et al. (2011); Tijsse-Klasen et al.
(2013)

Niederlande 6-15,3 % R. 1. Nijhof et al. (2007); Hofmeester et al. (2016)

Spanien 49,5 % R. 1. Barandika et al. (2008)

Osterreich 65 % R.r. Duscher et al. (2016)

Litauen/Lettland  4-4,9 % R. 1. Radzijevskaja et al. (2015)

Polen 15,8-56,7 % R.r., R. sp. Stanczak (2006); Chmielewski et al. (2009);

Wojcik-Fatla et al. (2013); Stanczak et al. (2018);
Mierzejewska et al. (2015b); Radzijevskaja et al.
(2015); Stanczak et al. (2016); Zajgc et al. (2017)

Tschechien 18,08 % R.r,R. h Rudolf et al. (2016)

Kroatien 0-12 % R.s.,R. h. Dobec et al. (2009); Radzijevskaja et al. (2015)

Slowakei 10,8-50,3% R.r,R. s, Spitalska et al. (2012); Svehlova et al. (2014);

R. h. Radzijevskaja et al. (2015); Spitalska et al.

(2018)

Serbien 0 % Radulovi¢ et al. (2011)

Bosnien-Hzg. 18,5 % Rr,R. s Hodzi¢ et al. (2016)

Ungarn 34,4-578% R.r,R. h Szekeres et al. (2016); Hornok et al. (2017)

Ukraine 10,1-726 % R.r. Karbowiak et al. (2016b); Rogovskyy et al.
(2018); Didyk et al. (2017)

Weilirussland 445 % R.r., R. sp. Reye et al. (2013)

Russland/ 36,3-50 % R.r. Shpynov et al. (2004); Shpynov et al. (2006)

Kasachstan

R. s. =R. slovaca, R. h. = R. helvetica, R. sp. = Rickettsia sp., R. r. = R. raoultii (z. T. in der Literatur

noch als R. RpA4 angegeben)

2.2.6.4 Krankheitsbilder infolge einer Rickettsien-Infektion, Diagnostik und Therapie

Krankheitsbilder

Alle im Zusammenhang mit D. reticulatus beschriebenen Rickettsien, aber auch alle anderen

in Deutschland vorkommenden Vertreter der spotted fever group, sind grundsatzlich

humanpathogen (Parola et al. 2013). Ausgehend von diesen Erregern wurden in der
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Veterinarmedizin hingegen keine Erkrankungsfélle publiziert. Die wenigen serologischen
bzw. molekularbiologischen Nachweise von R. raoultii, R. slovaca und R. helvetica stammen
ausschlief3lich aus asymptomatischen Hunden (Kovacova et al. 2006, Elfving et al. 2015,
Wachter et al. 2015, Liesner et al. 2016).

In der Humanmedizin gelten sowohl R. slovaca als auch R. raoultii als Ausléser der SENLAT
(scalp eschar and neck lymph adenopathy after tick bite), veraltet TIBOLA (Tick-borne
lymphadenopathy) (Parola et al. 2013). Klinische Falle entstammen ausschlieBlich Europa,
wobei in erster Linie Spanien, Frankreich und Ungarn betroffen sind (Silva-Pinto et al. 2014).
In Deutschland wurde die SENLAT in Rheinland-Pfalz und im Gebiet von Freiburg
beschrieben (Pluta et al. 2009, Rieg et al. 2011). Entsprechend der Aktivitdt der beiden
Vektorzecken D. marginatus und D. reticulatus werden Erkrankungsfalle gehauft im Frihjahr
und Herbst gemeldet. Charakteristische Anhaltspunkte der Erkrankung sind ein meist am
Kopf befindlicher, mit einer ausgepragten Schorfbildung einhergehender Zeckenstich und
eine Lymphadenopathie. Darlber hinaus werden Gesichtsédeme, Kopfschmerzen,
Asthenien, z. T. Alopezien an den Stichstellen und seltener Fieber und Ausschlag
beschrieben. Laborbefunde sind unspezifisch (Parola et al. 2009, Silva-Pinto et al. 2014).
Rickettsia helvetica, woflr D. reticulatus bislang nur als Trager gilt, fuhrt zu einem klinisch
stark variierenden Bild und zeigt sich durch fieberhafte Erkrankungen mit und ohne Bildung
von Ausschlag, Muskelschwache und Kopfschmerz (Fournier et al. 2004, Nilsson 2009).
Falle einer subakuten Meningitis und einer letal verlaufenden Perimyokarditis werden
ebenfalls mit diesem Erreger in Verbindung gebracht (Nilsson et al. 1999, Nilsson et al.
2010). Serologisch bzw. molekularbiologisch bestatigte Krankheitsfalle wurden in der
Schweiz, Slowakei, Osterreich, Frankreich, Italien und Danemark beschrieben (Parola et al.
2013).

Diagnose und Behandlung der Rickettsiosen

In der Humanmedizin wird die klinische Verdachtsdiagnose in erster Linie mithilfe der
Serologie (ELISA, IFAT, Mikro-Immunfluoreszenztest) abgesichert. Ein vierfacher
Antikdrperanstieg zwischen den im Abstand von zwei Wochen genommenen Blutproben
bestatigt eine aktuelle Infektion. Aufgrund haufig vorhandener Kreuzreaktionen sollten zur
Bestimmung der Rickettsienspezies ein Western-Blot bzw. eine molekularbiologische
Untersuchung per PCR angeschlossen werden. Die quantitative real-time PCR aus
Tupferproben von Hautlasionen gilt bei Letzterem als Mittel der Wahl (Parola et al. 2005,
Parola et al. 2013).

Die Behandlung erfolgt in erster Linie mit dem Antibiotikum Doxycyclin. Als Alternative
stehen zudem Makrolide, wie z. B. Josamycin und Azithromycin, zur Verfugung (Silva-Pinto
et al. 2014). Eine Pravention durch Vakzine ist derzeit nicht mdglich (McBride et al. 2010).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Enzyme, Reagenzien und Mikroorganismen

Bezugsquelle

Material

BIOSCIENCE, Jena, Dtl.

Eva Green Fluorescent DNA Stain

BODE CHEMIE, Hamburg, Dtl.

Bacillol plus

FERMENTAS, St. Leon-Rot,
Dtl.

Gene Ruler DNA Ladder (50 bp, 100 bp, 1 kb); Glycogen RNA
Grade; Lambda DNA/EcoRI + Hindlll Marker; 10 x Puffer EcoRI
mit BSA; EcoRI 10 U/ul Restriktionsenzym; Maxima Hot Start Taq
DNA Polymerase; 10 x Hot Start PCR Puffer; 25 mM MgCl;
dNTP Mix (10 mM each); MaximaProbe gPCR Master Mix (2 x)

FINNZYME, VANTAA,

Finnland

Phusion Hot Start Il Polymerase; 5 x Phusion HF Puffer

HONEYWELL SPECIALITY
CHEMICALS, Seelze, Dtl.

Essigsaure, 100 %

INVITROGEN, Karlsruhe, Dtl.

One Shot TOP10 Zellen chemisch kompetente E. coli Zellen
(F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/ac ZAM15 AlacX74 recA1
araD139 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

(Transformationseffizienz >1 x 10°)); Oligonukleotide

LABGENE SCIENTIFIC SA,
Chatel-St-Denis, Schweiz

GRGreen (GRSafe) Nucleic Acid Gel Stain

LYSOFORM, Berlin, Dtl.

Handedesinfektionsmittel AHD 2000

ROTH, Karlsruhe, Dtl.

Agarose NEEO Ultra Qualitat Roti-garose; Bromphenolblau;
Carbenicillin Dinatriumsalz >90 % flr die Biochemie; DEPC-
behandeltes Wasser, Bioscience-Grade, Nuklease frei und
autoklaviert; di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,); EDTA
Dinatriumsalz Dihydrat; Ethanol 99,8 % DAB reinst; Glycerin
ROTIPURAN 2= 99,5 %; Kaliumchlorid (KCI);
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,); Kanamycinsulfat; LB
(lysogeny broth)-Agar; LB-Medium; Natriumacetat = 98,5 %,
reinst, wasserfrei; Natriumchlorid (NaCl); Natriumhydroxid
Platzchen; 2-Propanol ROTISOLV = 99,95 %; Roti-
Nukleinsaurefrei; Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-acetat
PUFFERAN =99 %
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3.1.2 Herstellung von Medien, Puffern und Lésungen

Name Verwendete Reagenzien

LB-Medium 25 g mit Aqua bidest auf 1 | auffillen, autoklavieren und vor Gebrauch mit
(lysogeny broth- Antibiotikum (Kanamycin oder Carbenicillin, Endkonzentration 50 pl/ml)
Medium) versetzen

LB-Agar 15 g LB-Agar in 1 | LB-Medium anrGhren und autoklavieren, vor Gebrauch

(lysogeny broth-Agar)

mit Antibiotikum (Kanamycin oder Carbenicillin 50 uyl/ml) versetzen

Agarosegele 0,8 %,
1%, 1,5%,2 %, 2,5 %

0,8 %, 1 %, 1,5 %, 2 % Agarose in 1 x TAE-Puffer aufkochen; Lagerung
im Wasserbad bei 65 °C

DEPC-Ethanol 75 %

75 % Ethanol in DEPC-Wasser

EDTA-L6sung

18,61 g EDTA mit Aqua bidest auf 80 ml auffillen, pH mit konzentrierter
HCI und NaOH-Platzchen auf 8,0 einstellen, ad 100 ml Aqua bidest

Ladungspuffer fiir
Agarosegele
(6 x Loading Dye)

1 mM TrisHCI (pH 7,6), 6 ml Bromphenolblauldsung (0,5 %), 60 mi
Glycerol (100 %), 12 ml EDTA (500 mM) ad 100 ml Aqua bidest.

Verdunnung vor Benutzung um 1:6

PBS-Puffer
(phosphatgepufferte

Salzldésung)

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO,4 in Aqua bidest 16sen

und auf einen pH von 7,2 einstellen

50 x TAE-Puffer

2 M Tris, 5,71 % Eisessig und 50 mM EDTA (pH 8,0) in Aqua bidest

1 x TAE-Puffer

TAE-Puffer 1:50 verdinnt mit Aqua bidest

Bromphenolblaulésung
(0,5 %)

1 g Bromphenolblau in 200 ml Aqua bidest I6sen

Natriumacetat-Losung
(3 M, pH 6)

24,61 g Natriumacetat reinst, Einstellung des pH-Wertes mit Essigsaure,

ad 100 ml Aqua bidest, 0,1 ml DEPC hinzufiigen und autoklavieren

3.1.3 Kits

Bezugsquelle

Reaktionskit

INVITROGEN,
Karlsruhe, Dtl.

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing; TOPO TA Cloning Vektor PCR 4
TOPO; Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit; pCR 4Blunt-TOPO Vektor

MACHEREY-NAGEL,
Diren, Dtl.

NucleoSpin Plasmid; NucleoSpin Blood; NucleoSpin 8 Blood; NucleoSpin
96 Blood

PROMEGA, Madison,
USA

PureYield Plasmid Midiprep System; Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit

ROCHE Deutschland
GmbH, Mannheim, Dtl.

High Pure PCR Product Purification Kit
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3.1.4 Software

Software

Bezugsquelle

Adobe lllustrator

Adobe Systems Software Ireland Limited

Biorad CFX Manager 2.0

BIORAD, Minchen, Dtl.

BLAST

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

Clone Manager Professional 9

Scientific & Educational Software, Cary, USA

Corel DRAW Graphic Suites X5 Corel Corporation, Ottawa, Kanada

End Note X7

Thomson Reuters, San Francisco, USA

Genb5

BIOTEK Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Dtl.

Gene Snap 7.09.06

Syngene, Cambridge, UK

Mega 7

Kumar et al. (2016), http://www.megasoftware.nt/

Microsoft Office

Microsoft, Redmond, USA

Precision Melt Analysis Software BIORAD, Munchen, Dtl.

RStatistics The R Foundation for Statistical Computing, Wien,
Osterreich; www.r-project.org; Version 3.3.2

RStudio RStudio Team (2015). RStudio: Integrated Development for
R. RStudio, Inc., Boston, MA; http://www.rstudio.com/
Version 0.99.903

Sigma Plot Systat Software, Chicago, USA

3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Verbrauchsmaterial

BIOZYM, Hessisch-

Filtertips (10 ul, 100 ul, 1000 ul); PCR-GefaRe: 0,2 ml Soft Tubes,

Winsen/Luhe, Dtl.

Oldendorf, Dtl. Single Cap 8er-Soft Strips 0,2 ml, PCR 96-Well TW-MT Platte (weil?)
DUNN, Asbach, Dtl. Homogenisationspistille
NERBE PLUS, Filtertips (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

ROTH, Karlsruhe, Dtl.

Handschuhe Rotiprotect-Latex; Nitrilhandschuhe; KIMTECH
Mehrfachwischtiicher; Rotizell Tissue-Tucher; Wageschalchen;
Rotibo-Skalpell-Klingen; Autoklavierband; Chemikalienloffel;
Parafiim M

SARSTEDT, Niimbrecht-
Rommelsdorf, Dtl.

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 pl); Petrischalen (@ 9 cm); Safe
Seal Gefalke (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml); Falcon (15 ml, 50 ml)
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3.1.6 Technische Gerate

Bezugsquelle

Gerit

ANALYTIK JENA, Jena, Dtl.

Thermomixer TMix

BIOMETRA, Géttingen, Dtl.

Voltmeter Standard Power Pack P25, Power Pack P25 T;

Gelelektrophoresekammer Agagel Maxi

BIOHIT, Helsinki, Finnland

Multipipette 10-300 | e 300

BIORAD, Minchen, Dtl.

ICycler Thermal Cycler; C1000 Thermal Cycler; S1000
Thermal Cycler; CFX96 Real-Time System; Giel3stande;
Voltmeter Power Pac Universal Supply;
Gelelektrophoresekammern (Sub Cell GT, Mini Sub Cell GT,
Wide Mini Sub Cell GT)

BIOTEK, Bad Friedrichshall, Dtl.

Synergy 4, Take3-Platte

CARL ZEISS MICROSCOPY
GmbH, Géttingen, Dtl.

Stereomikroskop Stemi DV4

EPPENDORF, Hamburg, Dtl.

Multipette Xstream; Kolbenhubpipetten Eppendorf Research:
1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl, 500-5000 |; Zentrifuge

5415 R; Zentrifuge 5430 R (Rotoren: FA-45-30-11, A-2-MTP,
F-35-6-30)

HEIDOLPH, Schwabach, Dtl.

Vortex REAX 2000

HERAEUS SEPATECH, Osterode,

Ditl.

Biofuge pico; Biofuge 13

HIRSCHMANN LABORGERATE
GmbH & Co. KG, Eberstadt, Dtl.

Akkubetriebene Pipettierhilfe Pipetus

IKA, Staufen, Dtl.

Magnetrihrer IKAMAG-RET; IKA Vortex Genius 3

KNF NEUBERGER AG, Freiburg,
Ditl.

Vakuumpumpe

KNICK, Berlin, Dtl.

pH-Meter 761 Calimatic

KOTTERMANN, Uetze/Hanigsen,
Ditl.

Wasserbad

LMS-GROUP, Tokyo, Japan

Minizentrifuge MCF-2360

MACHEREY-NAGEL, Diren, Dtl.

NucleoVac 96 Vacuum Manifold

MATERIAL zum Sammeln der

Zecken

Baumwollflagge (1,20 m x 0,50 m) am Holzstiel

MEMMERT GmbH + Co. KG,
Schwabach, Dtl.

Wasserbader

PCE DEUTSCHLAND GmbH,
Meschede, Dtl.

Umwelt-Messgerat PCE-222
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Bezugsquelle Gerat

PROMEGA, Madison, USA MagneSphere Technology Magnetic Separation Stand;
Maxwell 16 Research Instrument System

SARTORIUS LABORATORY, Waage Acculab ALC-1100.2

Goéttingen, Dil.

SCOTSMAN, Mailand, Italien Flockeneisbereiter Scotsman AF 100

SHARP, Hamburg, Dtl. Groflsraummikrowelle

SHP STERILTECHNIK AG, Autoklav

Magdeburg, Dtl.

SONY, Berlin, Dtl. Digital Graphic Printer UP-D897

SYNGENE, Cambridge, Geldokumentation G:Box

Grofbritannien

THERMO SCIENTIFIC, Bonn, Dtl. Sicherheitswerkbank MSC-Advantage;
Warmeschuttelschrank MAX Q 6000

TKA Wasseraufbereitungssysteme, | TKA-Gen Pure
Niederelbert, Dtl.

VWR, Darmstadt, Dtl. Pipettierhilfe Pipetus; Gas-Sicherheitsbrenner Gasprofi 1
SCS Micro

3.1.7 Primer und Sonden

Bezeichnung Sequenz Referenz
IGS-MGB Borrelia for (FP) |5 TCCTAGGCATTCACCATAGACT 3'
IGS-MGB Borrelia rev (RP) |5 TGGCAAAATAGAGATGGAAGAT 3' Strube et al. (2010)
IGS-MGB Borrelia Sonde 6-FAM-ATTACTTTGACCATATTT-MGBNFQ

Schreiber et al. (2014),
hbb640 (FP) 5' GTAAGGAAATTAGTTTATGTCTTT &'

modifiziert nach Portnoi
hbb Bw (RP) 5' TAAGCTCTTCAAAAAAAGCATCTA 3'

et al. (2006)

Kricken et al. (2013),
E+Afor (FP) 5' GGGGATGATGTCAARTCAGCAY 3'

modifiziert nach Tabar
E+Arev (RP) 5" CACCAGCTTCGAGTTAAGCCAAT 3'

et al. (2009)
Rmasglta863up (FP) 5" GCTAAAGCTAAGGATAAAAATGAT 3'
CS409d (FP) 5' CCTATGGCTATTATGCTTGC 3' Schreiber et al. (2014)
Rmasglta1065lo (RP) 5' TCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGC 3'
BabFOR (FP) 5" TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT 3' ]

Selbst entwickelt
BabREV2 (RP) 5" AGCCRAGACATCCAYCGCTGAAA 3'
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3.2 Methoden
3.2.1 Sammeln von Zecken

3.2.1.1 Methodik und Intervalle

Vier verschiedene Standorte in Berlin und dessen Umland (Abb. 1) wurden bei glinstigen
Witterungsbedingungen in einem Intervall von zwei Wochen Uber zwei Beobachtungsjahre
hinweg auf Zecken untersucht. Bei einer feuchten oder schneebedeckten Vegetation sowie bei
Temperaturen unterhalb des Gefrierpunktes wurde der Probennahmetermin verschoben. Sowohl
2010 als auch 2011 belief sich der zeitliche Rahmen der Probennahme von Anfang Marz (2011)
bzw. Ende Marz/Anfang April (2010) bis November. Eine Dokumentation der Aktivitat wahrend
der Wintermonate wurde ebenfalls angestrebt, wurde aber im Winter 2010/2011 aufgrund des
schnee- und frostreichen Wetters nur eingeschrankt in den Monaten Dezember bis einschlief3lich
Februar durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurde der Standort Glterfelde Uber den zunachst
geplanten Rahmen hinaus zusatzlich von Dezember 2011 bis Anfang April 2012 beprobt und
weitere Daten gesammelt. Die Zecken wurden mithilfe der Flaggen-Methode gefangen. Bei
dieser Methode wird ein an einem Stiel befestigtes weildes Baumwolltuch (1,20 m x 0,50 m) Gber
die Vegetation gezogen. Das Verharren wirtssuchender adulter Buntzecken in hoheren
Vegetationsschichten (@ Wartehdhe 45-70 cm) und deren Aktivierung durch verschiedene
Reizeinflisse (u. a. Erschitterungen, Beschattung), welche auch Wirte generieren, erklaren die
Funktionsweise dieser Sammelmethode. Juvenile Stadien werden aufgrund des Vorkommens in
Erdbodennahe mit dieser Methode in der Regel nicht erreicht. Nach 10-20 Schritten wurde die
Flagge gewendet und anhaftende Zecken in ein 50 ml Falcon zum Transport Uberfihrt. An
jedem Termin wurde eine Fangdauer von einer Stunde angestrebt. Dabei wurde ein festes
Streckennetz durch ein und dieselbe Person abgelaufen. Die Schrittgeschwindigeit und
Schrittlange (ca. 1 m) wurden moglichst konstant gehalten. Um eine Reduktion der Zeckenzahl
durch das wiederholte Beflaggen ein und derselben Flache Uber einen langen Zeitraum zu
vermeiden, wurden schmale Wege (Flaggenbreite) beprobt, wodurch eine Migration der Zecken
aus dem anliegenden Vegetationsstick mdglich ware. Der Fangzeitpunkt variierte in
Abhangigkeit von der Jahreszeit: wahrend an heilen Sommertagen in den Morgen- bzw.
Abendstunden geflaggt wurde, erfolgte die Probennahme in den verbleibenden Monaten ca.
zwischen 11-15 Uhr. Mithilfe eines tragbaren Messgerates (PCE-222, PCE Deutschland GmbH)
wurde an jedem Fangtermin einmalig die lokale relative Luftfeuchtigkeit und Temperatur
gemessen. Das Gerat wurde konstant in einer durchschnittlichen Héhe von 20 cm Gber dem
Boden positioniert und befand sich damit zum Grofteil des Jahres (Ausnahme: Winter;
Fangtermin direkt nach dem Mahen der Vegetation) innerhalb der Vegetation. Zudem erfolgte

die Dokumentation der Wetterverhaltnisse und der Fangdauer.
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3.2.1.2 Sammelgebiete

Die beprobten Standorte lagen zum einen im Randgebiet von Berlin (Gatow, Falkenberg) und
zum anderen im nahe gelegenen Umland in Brandenburg (Giterfelde, Konigs Wusterhausen)
(Abb. 1).

19.8.2018 OpenStreetMap

Falkenberg

Banrerisfel

Gatow
.

Guterfelde

Kénigs
Wousterhausen
L]

https://openstreetmap.org https://www.openstreetmap.org/#map=11/52.4322/13.7384
https://openstreetmap.org/copyright
Copyright OpenStreetMap und Mitwirkende, unter einer offenen Lizenz

Abb. 1: Darstellung der Standorte im Berliner Umland zur Sammlung von D. reticulatus

Die Standorte wurden entsprechend dem bevorzugten Habitat von D. reticulatus (Kapitel
2.1.2) ausfindig gemacht. Demnach wurden Probesammlungen auf brachliegenden Flachen,
die sich durch relativ wenig Baumbewuchs auszeichneten, durchgefuhrt. Diese Bedingungen
fanden sich vor allem auf den in der Umgebung Berlins gelegenen Rieselfeldern, die bis in
die 1970ger Jahre zur Abwasserklarung der Stadt genutzt wurden. Die damit herbeigefiihrte
Kontamination mit Schwermetallen wie Blei und Cadmium
(www.stadtentwicklung.berlin.de/umwelt/umweltatlas/d110_03.htm#RTFToC4) machte die
Flachen fir die weitere Nutzung durch den Menschen weitestgehend unbrauchbar. Die
Standorte Giuterfelde, Falkenberg und Konigs Wusterhausen bildeten entsprechende
Habitate. Der Standort Gatow unterschied sich strukturell von den Ubrigen Standorten, da er
landschaftlich als Heidelandschaft einzuordnen war. Aufgrund von Hinweisen einer
ansassigen Tierarztin wurde auch hier eine Probesammlung durchgefihrt und das
Vorkommen der Buntzecke bestatigt. Zur Veranschaulichung zeigt Abb. 2 fotografische

Aufnahmen aller Standorte.
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Abb. 2: Fotografische Aufnahmen der beprobten Standorte

A) Guterfelde, B) Gatow, C) Kénigs Wusterhausen, D) Falkenberg
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Guterfelde

Der Standort Guterfelde (N 52°21.019', E 13° 11.621') liegt im Bundesland Brandenburg,
sudwestlich von Berlin. Dieses Rieselfeld war aus zahlreichen ca. 60 x 60 m grof3en
Parzellen, die durch 1 m hohe Walle voneinander getrennt waren, zusammengesetzt.
Wahrend die Flachen im Friihsommer einmalig gemaht wurden, blieben die Walle das ganze
Jahr unbewirtschaftet. Die Felder lagen auf3erhalb von Siedlungsgebieten. Sie wurden im
Norden durch einen Mischwald und im Siden durch Koppeln eines ansassigen Reiterhofs
begrenzt. Gelegentliche Beobachtungen von Hundebesitzern und Reitern kennzeichneten
Guterfelde in geringem Male als Erholungsgebiet. Gesammelt wurde an den Randgebieten
der Parzellen, da zum Zentrum der Flachen hin eine geringere Aktivitdt der Zecken

beobachtet wurde.

Gatower Heide
Die Gatower Heide (N 52° 28.685', E 13° 8.119'), in der ein 400 m x 100 m grofes Gebiet

stichprobenartig untersucht wurde, liegt innerhalb der nordwestlichen Stadtgrenze Berlins.

Angrenzend an das Sammelgebiet lagen ein schmaler Mischwaldstreifen, ein
militarhistorisches Museumsgelande, Pferdekoppeln und eine Einfamilienhaussiedlung. Im
Vergleich zu den anderen drei Fangorten wurde das Gebiet intensiv als Naherholungsgebiet
genutzt. Haufiges Sichten von Rotten sowie der stellenweise stark durchwtihlte Boden lieRen
eine stabile Schwarzwildpopulation in diesem Areal vermuten. Mit Ausnahme einzelner
Wege, die die Flache als Wanderwege durchzogen, wurde die Vegetation in diesem Gebiet

zu keinem Zeitpunkt im Jahr gekurzt.

Konigs Wusterhausen
Der Standort Koénigs Wusterhausen (N 52°17.767', E 13° 33.878'; im Folgenden

K. Wusterh.) stellt ebenfalls ein ehemaliges Rieselfeldgebiet dar und liegt siddstlich von

Berlin in Brandenburg. Das weitlaufige Gelande war im Westen und Norden von Autobahnen
umgeben, im Siden und Osten grenzten landwirtschaftlich genutzte Ackerflachen. Der
Standort lag ungefahr 700 m von der nachsten Siedlung entfernt. Das wahrend der
Probenentnahme abgelaufene Streckennetz variierte zwischen den Jahren 2010 und 2011.
In beiden Jahren wurden rieselfeldtypische Parzellen und Wege untersucht. Drei der im Jahr
2010 beprobten und durch ein hohes Zeckenaufkommen gekennzeichneten Parzellen,
wurden gegen Ende des Jahres im Rahmen eines anderweitigen Forschungsprojektes
kultiviert (Anbau von Robinien und Pappeln, regelmafige Pflegearbeiten). Folglich wurde auf
Ersatzflachen ausgewichen. Alle Flachen wurden, bis auf einmal jahrliches Mahen, nicht

bewirtschaftet. Auch als Naherholungsgebiet spielte K. Wusterh. keine Rolle.
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Falkenberg
Bei dem Standort Falkenberg handelt es sich ebenfalls um ein ehemaliges Rieselfeld,

welches innerhalb der norddstlichen Stadtgrenze Berlins liegt (N 52° 34.716', E 13° 33.421").
Im Unterschied zu den Ubrigen Rieselfeldstandorten bestand die Flache aus einem einzigen
Sickerbecken (300 m x 150 m), umgeben von einem 3-4 m hohen Wall. Das Innere des
Beckens stand zum uberwiegenden Teil des Jahres stellenweise unter Wasser und war von
einzelnen Baumgruppen aus Silberweiden durchzogen. Durch den fehlenden Baumbewuchs
war der Wall starker Sonneneinstrahlung ausgesetzt. Da dieses Gebiet dem Naturschutz
unterstand, fanden keinerlei PflegemalRnahmen statt. An die Flache grenzten ein durch
schottische Hochlandrinder beweidetes weiteres Becken, Koppeln mit Pferde- und
Heckrinderhaltung sowie eine Einfamilienhaussiedlung. Das dem Naturschutz unterliegende
Gebiet durfte nur auf den gekennzeichneten Wegen betreten werden. Trampelpfade im
Umkreis des Aussichtspunktes wiesen jedoch auf eine regelmaRige Begehung des Gelandes
hin. Wanderwege in direkter Umgebung zum Sickerbecken boten Spaziergangern und ihren
Hunden aus der benachbarten Siedlung bzw. dem nahe gelegenen Tierheim entsprechende
Erholungsmdglichkeiten. Das Sickerbecken wurde auf dem Wall und im trockenen sudostlich
gelegenen Bereich des Beckeninneren beprobt. Darlber hinaus wurden die Zecken auf einer

ndrdlich angrenzenden Wiese und einem &stlich gelegenen Wanderweg gefunden.

3.2.2 Identifizierung der Zeckenspezies und des Geschlechts

Alle geflaggten Zecken wurden im Labor bezlglich ihrer Spezies identifiziert. Die
Abgrenzung von adulten D. reticulatus zu Ixodes spp. war aufgrund der Grélke und der
Farbgebung mit dem bloRen Auge moglich (Babos 1964). Die Abgrenzung zur Schafzecke
Dermacentor marginatus erforderte hingegen die stereomikroskopische Untersuchung
(Zeiss) unter 32-facher VergroRerung. Als Differenzierungsmerkmal wurde zum einen der
jeweils an der dorsalen Seite des zweiten Palpengliedes befindliche nach hinten gerichtete
Dorn bei D. reticulatus herangezogen. Zum anderen stellt die tief eingeschnittene Coxa | mit
ihrem kraftigen Dorn ein spezifisches Merkmal dieser Zeckenspezies dar (Babos 1964). Die
Einteilung in mannliche und weibliche Zecken wurde sowohl fir D. reticulatus als auch fur
1. ricinus makroskopisch anhand der geschlechtsspezifischen Kdrpergrélie, Farbgebung und
Grolie des Rickenschildes vorgenommen. Anschliellend wurde jede Zecke in ein separates
1,5 ml Reaktionsgefal’ tUberflhrt, beschriftet und bei -80 °C asserviert.
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3.2.3 DNA-Isolation

3.2.3.1 Bestimmung der Anzahl der Zecken fiir die DNA-Isolation

In der Studie wurde eine Stichprobe von 2000 adulten weiblichen Buntzecken untersucht.
Um eine reprasentative Anzahl zu analysierender Zecken fir jeden Fangtag zu ermitteln,
wurde zu Beginn der Laborarbeiten folgender Berechnungsansatz erstellt: Sowohl 2010 als
auch 2011 sollte die Untersuchung von 1000 Buntzecken erfolgen, wobei auf jeden Standort
250 Zecken pro Jahr entfielen. Aufgrund des bimodalen Aufkommens adulter D. reticulatus
im Jahresverlauf, wurden die 250 zu untersuchenden Zecken jeweils in zwei Gruppen pro
Jahr unterteilt (125 Zecken/Jahreshalfte). AbschlieRend wurde die reprasentative
Untersuchungszahl pro Fangtag durch Multiplikation der Anzahl geflaggter weiblicher
Buntzecken/Tag mit dem nach folgender Formel berechneten Prozentwert ermittelt:

W/G x 100 = Prozentwert zur Berechnung der Zeckenanzahl an Tag X

G = Anzahl gesammelter Zecken pro Jahreshalfte

W = zu untersuchende Zecken pro Jahreshalfte (n=125)

Im Laufe der Studie zeigte sich, dass die Anzahl weiblicher geflaggter Buntzecken zum Teil
fur das oben stehende Berechnungsmuster nicht ausreichte. Demnach wurde in der
Jahreshalfte | 2010 die angestrebte Anzahl von 125 Exemplaren an keinem der Fangorte
erreicht. Die Zeckenzahlen der Jahreshalfte Il 2010 wurden um die fehlende Differenz
erganzt und ebenfalls nach oben stehender Formel berechnet. Darliber hinaus kamen im
Jahr 2010 am Standort Falkenberg keine 250 D. reticulatus zusammen. Alle vorhandenen
weiblichen Buntzecken wurden fur die DNA-Isolation verwendet und die fehlenden
19 Individuen aus den Zeckenfangen 2010 der ubrigen Standorte gleichermallen erganzt.
Eine Auflistung der Anzahl der fir die DNA-Extraktion verwendeten Zecken/Fangtag findet
sich in Tab. 24 bis Tab. 27 im Anhang.

3.2.3.2 DNA-Isolationsverfahren

Sammelzeitraum 2010

Um eine groRe Anzahl an Zecken (n=48) in einem Durchgang zu bearbeiten, wurde das
NucleoSpin 8 Blood Kit von der Firma MACHEREY-NAGEL unter Verwendung des
NucleoVac 96 Vacuum Manifold-Systems, welches mit einer Vakuumpumpe gekoppelt war,
verwendet. Zundchst wurde der Chitinpanzer der Zecken aufgebrochen, um die
Nukleinsduren im anschlieBenden Extraktionsprozess leichter zuganglich zu machen. Dazu
wurden die im 1,5 ml Reaktionsgefald befindlichen Zecken mit 50 ul PBS-Puffer versetzt und
mit einem separaten sterilen Pistill gemoérsert. Das Homogenat wurde mit 25 yl Proteinase K

und 200 ul Puffer BQ1 durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren vermischt. Das Enzym und
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das im Puffer befindliche Guanidinhydrochlorid bewirken die Zelllyse und den Proteinabbau.
Im Thermoschittler erfolgte tGber Nacht die Inkubation der Ansatze bei 56 °C und 900 rpm.
AnschlieRend wurden die Ansatze mit 200 yl 99,8%igem Ethanol versetzt und auf die
NucleoSpin Blood Binding Strips Uberflihrt, wo die Bindung der DNA an die Silika Matrix
erfolgt. Nicht abgebaute Bestandteile des Zeckenkdrpers wurden verworfen. Im Anschluss
wurden unerwlinschte Zellbestandteile durch Zugabe verschiedener Waschpuffer und
Anlegen eines Vakuums entfernt. Nach einem einmaligen Waschschritt mit 150 ul Puffer B5
(Vakuum -0,2 bar, 5 min), wurde die DNA durch Zugabe von 600 ul und 900 ul BW Puffer
zweimal gereinigt (Vakuum jeweils -0,2 bar, 3 min bzw. 1 min). Zum Abschluss wurden die
Saulen erneut mit Puffer B5 belegt (900 ul, -0,2 bar, 1 min). Zur Entfernung samtlicher
Pufferreste wurden die Saulen durch Anlegen eines Vakuums von -0,6 bar fir 10 min
getrocknet. Die Elution der DNA erfolgte durch Zugabe von 70 yl BE-Puffer, welcher zur
Verbesserung der DNA-Ausbeute zuvor auf 70 °C erwarmt wurde. Der Elutionspuffer
inkubierte auf den Saulen zunadchst 5 min bei Raumtemperatur. Im letzten Schritt wurde
erneut ein Vakuum angelegt (-0,6 bar, 2 min) und die DNA in die zuvor platzierten Tube
Strips Uberfuhrt. Die gewonnene DNA wurde bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C

gelagert.

Sammelzeitraum 2011

Die DNA der im Jahr 2011 gesammelten weiblichen Buntzecken wurde mithilfe des neu zur
Verflgung stehenden automatisierten Maxwell 16 Systems der Firma PROMEGA extrahiert.
Das System basiert ebenfalls auf der voribergehenden Bindung der DNA an eine
Silikamatrix, die in diesem Fall einen Eisenkern ummantelt und sogenannte Magnetic beads
bildet. Verwendet wurde das Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit (PROMEGA), welches alle
notwendigen Puffer und Enzyme zur Verfligung stellte. Zur Vorbereitung der Proben wurden
200 ul Lysispuffer zu den gefrorenen Zecken gegeben und diese jeweils mit einem separaten
Pistill homogenisiert. Zum AufschlieRen der Zellen wurden anschliefend 30 ul Proteinase K
und weitere 200 pl Lysispuffer zugesetzt. Nach dem Vortexen wurde der Ansatz 10 min bei
70 °C und 900 rpm im Thermoschittler gemischt. Anschliefend wurden die Proben mit
300 pl Lysispuffer aufgefiillt und auf dem Vortex gemischt. Um das Uberfiihren fester
Zeckenpartikel in die Maxwell 16 LEV DNA Purification Kartuschen und eine damit
beobachtete Blaufarbung des gewonnenen DNA-Eluats zu vermeiden, wurde der Ansatz
zwei Minuten bei 5800 x g zentrifugiert. Vorbereitend wurden jeweils 50 pl Elutionspuffer in
die in dem Gerat entsprechend platzierten Elutionsgefalie pipettiert. Unter dem Programm
,DNA/Blood” fuhrte das Gerat selbststéandig alle Reinigungs- und Elutionsschritte zur DNA-
Gewinnung durch. Aufgrund gelegentlich zurtickbleibender Magnetic Beads im Eluat wurden

im Anschluss samtliche Tubes fir 5min in den MagneSphere Technology Magnetic
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Separation Stand Uberfihrt. Durch die Magnetwirkung wurden die Beads fixiert und das
Eluat konnte in sterile beschriftete 0,5 ml ReaktionsgefalRe pipettiert werden. Die Lagerung

der gewonnenen DNA erfolgte bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C.

3.2.3.3 Bestimmung der Quantitat und Qualitdt der gewonnenen DNA

Im Anschluss an die DNA-Isolation wurde jede Probe hinsichtlich der Quantitat und Qualitat
ihres Nukleinsduregehaltes in einer Take3-Platte im Synergy 4 (BIOTEK) mithilfe der
Software Gen5 photometrisch untersucht. Im Vorfeld der Untersuchungen wurde das Gerat
mit 2 yl des bei der DNA-Isolation eingesetzten Elutionsmediums kalibriert. Anschlief3end
wurden 2 ul jeder Probe auf die Take3 Multi-Volume Platte (BIOTEK) pipettiert und die
gesuchten Parameter durch Messungen der Absorption bei 260, 280 und 320 nm ermittelt.
Im Wellenlangenbereich von 260 nm absorbieren die Basen der Nukleinsduren. Bei 280 nm
liegt hingegen das Absorptionsmaximum der aromatischen Aminosauren. Das Verhaltnis
OD2g0/OD5go (OD = Optische Dichte) lasst damit auf den Reinheitsgrad der Probe schlief3en.
Optimalerweise liegt der Quotient im Bereich zwischen 1,8 und 2. Niedrigere Werte deuten
auf eine Verunreinigung der Proben mit Proteinen hin, héhere Werte lassen auf eine
Verunreinigung mit carboxygruppenhaltigen Substanzen, die ebenfalls bei 260 nm
absorbieren, schlieRen. Die Messung der Absorption bei 320 nm liefert weitere Aussagen
Uber den Reinheitsgrad der Proben. Je dichter der Messwert an Null liegt, desto weniger ist
die Probe mit absorbierenden Puffern oder sonstigen eintribenden Stoffen verunreinigt.

Die Bestimmung der Menge der extrahierten DNA wurde automatisch mit der nachfolgenden
Formel errechnet: Konzentration [ug/ml] = (OD2g—0OD350) x Verdlinnungsfaktor x 50 ug/ml.
Die Formel basiert auf der Tatsache, dass die optische Dichte einer reinen doppelstrangigen
DNA mit einem Gehalt von 50 ug/ml bei der Wellenldange von 260 nm 1 betragt. Die
Ergebnisse der Nukleinsduremessung wurden in ng/ul wiedergegeben. Eluate, deren
Reinheitsgrad auferhalb von 1,6-2,3 lag, wurden nicht in die nachfolgenden
Erregeruntersuchungen einbezogen, sondern durch weitere DNA-Extraktionen uberzahliger

Zecken des gleichen Zeitraumes und Standortes ersetzt.

3.2.4 Erregernachweis: Grundlagen und Prinzip

3.2.4.1 Prinzip der Polymerasekettenreaktion

Proben mit einem entsprechenden Reinheitsgrad wurden in die Polymerasekettenreaktion
(PCR) zur Untersuchung auf Babesia spp., Borrelia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp.,
Cand. Neoehrlichia mikurensis und Rickettsia spp. eingesetzt. Die PCR dient der gezielten

Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten und bildet damit ein grundlegendes diagnostisches
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Nachweisverfahren. Das Verfahren besteht in der Regel aus 20-40 Zyklen, die sich aus einer
Abfolge von drei sich wiederholenden Schritten zusammensetzen. Zunachst wird die
vorliegende  doppelstrangige  Ausgangs-DNA  (Template) durch  Auflésung der
Wasserstoffbrickenbindungen in ihre Einzelstrange aufgetrennt (= Denaturierung).
AnschlieRend lagern sich Primer, ca. 18-30bp Ilange Oligonukleotide, an die
komplementaren Bereiche der aufgetrennten DNA an (= Annealing) und bilden den
Startpunkt zur Vervollstandigung des Einzelstranges, welche sofort beginnt. Die
verwendeten Primer wurden im lyophilisierten Zustand bei der Firma INVITROGEN
angefordert und als 100 yM konzentrierte Stockldsung bei -20 °C aufbewahrt. Eine
thermostabile DNA-Polymerase baut nun, beginnend am 3'-OH-Ende beider Primer, die DNA
durch den Einbau komplementarer Basen wieder zum Doppelstrang auf (= Elongation).
Jeder Teilschritt wird bei einer bestimmten Temperatur fiir eine bestimmte Dauer
durchgefiihrt, wobei die GroRe des Templates, die Beschaffenheit der Primer und auch das
verwendete Enzym mafgeblichen Einfluss haben. Die konventionelle PCR verkorpert das
Basis-PCR-Verfahren, dessen Produkte Uber die Gelelektrophorese (Kapitel 3.2.9)
ausgewertet werden kdénnen. Im Rahmen einer real-time PCR koénnen die Produkte durch
den Einsatz eines fluoreszierenden und an doppelstrdngige DNA bindenden Farbstoffs oder
einer speziellen Sonde hingegen in Echtzeit und direkt bezlglich ihrer Quantitadt bestimmt
werden (Kapitel 3.2.6.2).

In dieser Studie wurde zum Nachweis der verschiedenen Erregergruppen eine Vielzahl
spezifischer PCRs durchgefiihrt, wobei in den Uberwiegenden Fallen konventionelle
Verfahren angewandt wurden. Die PCR-Bedingungen werden unter den jeweiligen Kapiteln
besprochen. Bei der Durchfliihrung aller PCR-Ansatze wurde das Kontaminationsrisiko so
gering wie moglich gehalten. Samtliche Reagenzien wurden im Vorfeld aliquotiert. Die
Anfertigung des Mastermixes und die Zugabe des Templates erfolgten in separaten
Raumen. Zur Kontrolle der PCRs wurden in jedem Ansatz Positiv- und Negativkontrollen
mitgefiihrt. Um Kreuzkontaminationen mit der Positivkontrolle und damit falsch positive
Ergebnisse zu vermeiden, wurden die Kontrollen so gewahlt, dass die verwendete Spezies
nach aktuellem Kenntnisstand mdglichst nicht bzw. nur selten in D. reticulatus vorkam. Fur
die Negativkontrolle wurde dem Ansatz anstelle der Template DNA ein entsprechendes
Volumen DEPC-Wasser zugesetzt. In allen PCR-Assays wurde das Template in einer
Konzentration von ca. 60-120 ng/pl verwendet. Hoher konzentrierte Proben wurden im
Vorfeld der PCR-Untersuchung entsprechend mit DEPC-Wasser verdunnt. Bei Proben
niedrigerer Konzentration wurde die Menge des Templates erhdht. Die Aufbewahrung der
Proben bis zur Weiterverarbeitung erfolgte in Abhangigkeit von der Lagerungsdauer bei 4 °C

(Verarbeitung am selben Tag) oder -20 °C.
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3.2.4.2 Herstellung von Positivkontrollen

Vervielfaltiqung durch Klonierung

Der erfolgreiche Ablauf jeder PCR wurde durch den Einsatz einer Negativ- und
Positivkontrolle Gberprift. Um Material fur die Positivkontrollen in ausreichender Menge zu
gewinnen, wurden aus der vorhandenen DNA der verschiedenen Erreger Plasmide
hergestellt. Wahrend die Borrelien- und Rickettsien-Plasmide bereits aus anderen Studien
zur Verfigung standen, mussten die Piroplasmen- und Anaplasmen-Plasmide zunachst neu
hergestellt werden. Als Ausgangsmaterial lagen Blutproben Anaplasmen- bzw.
Piroplasmen-infizierter Tiere vor. Die Spezies entsprachen A. phagocytophilum, Babesia
rossi und B. microti. In Vorbereitung der Klonierung wurde im ersten Schritt die DNA aus den
Blutproben unter Verwendung des NucleoSpin Blood Kits von der Firma MACHEREY-
NAGEL gemal Herstellerangaben isoliert. Die Zielsequenzen innerhalb der extrahierten
DNA wurden anschlieBend durch Anwendung der erregerspezifischen PCR-Verfahren
(siehe Kapitel 3.2.5 bis 3.2.8) vervielfaltigt und die Produkte entsprechend Kapitel 3.2.10.1
aufgereinigt. Bevor das Material in die Klonierungsreaktion eingesetzt wurde, wurde der Erfolg
der DNA-Aufreinigung mittels Gelelektrophorese tberprift (Kapitel 3.2.9) und die Konzentration
in der Take3-Platte im Synergy 4 (BIOTEK) Plattenphotometer (BIOTEK) bestimmt.

Fur die Klonierung wurde in Abhangigkeit von der zuvor verwendeten Polymerase das TOPO
TA Cloning Kit for Sequencing (Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase) oder das Zero Blunt
TOPO PCR Cloning Kit (Phusion Hot Start Il Polymerase) verwendet. Das Prinzip beruht auf
dem Einbau des aufgereinigten und zu klonierenden Fragmentes in einen Plasmid-Vektor
(TOPO TA Cloning Vektor PCR 4 TOPO bzw. pCR 4Blunt-TOPO Vektor), welcher wiederum
in Escherichia coli Zellen transformiert und mit der Zellteilung an die Tochterzellen
weitergegeben wird. Beide Plasmid-Vektoren hatten eine GroRe von 3956 bp und bestanden
aus verschiedenen Funktionseinheiten, die sicherstellen sollten, dass ausschlief3lich
Bakterien mit erfolgreich eingeschleustem Insert vermehrt werden (Abb. 3). Diese Funktion
wurde unter anderem durch das an das LacZa-Fragment gebundene ccdB-Gen
gewahrleistet. Bei Nichteinbau des Fragmentes in das Plasmid wird dieses Gen hingegen
exprimiert und fuhrt Gber die Inhibition der bakteriellen Gyrase zum Absterben der Zellen.
Zudem verfugten die Plasmide Uber resistenzvermittelnde Regionen gegen Ampicillin und
Kanamycin. Erfolgreich transformierte Zellen wuchsen dementsprechend auch bei Zugabe

der Antibiotika zum Wachstumsmedium.
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LacZa initiation codon LacZo initiation codon
M13 Reverse priming site T3 priming site M13 Reverse priming site | T3 priming site
I

[ 1
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

j'§pe | F’sltl F’Ime | EcIoR | EcoR | Not | jl'z‘pe | Pst1 Pmel  EcoRI EcoR 1 Not |

I I I I I I I
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTTIGEGR~AGGGC GAATTCGCGG — GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTTIEIMEESARGGGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GCARNMMMCIICEMTTCCCG CTTAAGCGCC — CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGAAMMMALLGEMTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

P e e )
311| CCGCTAAATT canrredece TaTAGTGAGT coTaTTACAA TrCACTGGCC GrecTTTTAC | | CcceranatT canrredice TaTaGTGAGT coTaTTACa TTCACTGRCC GTeGTTTTAC

GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

Comments for both vectors (3956 nucleotides): /ac promoter region: bases 2-216; CAP binding site: bases 95-132;
RNA polymerase binding site: bases 133-178; Lac repressor binding site: bases 179-199; Start of transcription: base
179; M13 Reverse priming site: bases 205-221; LacZa-ccdB gene fusion: bases 217-810; LacZa portion of fusion:
bases 217-497; ccdB portion of fusion: bases 508-810; T3 priming site: bases 243-262; TOPO® Cloning site: bases
294-295; T7 priming site: bases 328-347; M13 Forward (-20) priming site: bases 355-370; Kanamycin resistance gene:
bases 1159-1953; Ampicillin (bla) resistance gene: bases 2203-3063 (c); Ampicillin (bla) promoter: bases 3064-3160
(c); pUC origin: bases 3161-3834; (c)=complementary strand

Abb. 3: Vektor-Karten der bei der Klonierung von DNA-Material verwendeten Vektoren. Grafik wurde
auf Basis der Darstellungen unter www.thermofisher.com modifiziert. ©2018 Thermo Fisher Scientific

Inc. Used under permission.

Der wesentliche Unterschied beider Plasmide besteht in der Struktur der Insertionsstelle am
linearisierten Plasmid. Der TOPO TA Cloning Vektor PCR 4 TOPO tragt ein uberhangendes
Thymidin und ermdglicht damit die Bindung an die durch Tag Polymerasen erzeugten
Adenosinschwanze der PCR-Produkte (sogenannte sticky ends). Dahingegen binden die
glatten Enden (blunt ends) der Insertionsstelle des pCR 4Blunt-TOPO Vektors die ebenfalls
glatten Enden der durch die Phusion Hot Start Il Polymerase erzeugten Amplifikate. Dieser
Einbau des Fragmentes in das jeweilige Plasmid wird durch eine kovalent gebundene
Topoisomerase katalysiert und als Ligation bezeichnet. Fir die Ligation wurden 0,5 ul Salt
Solution (INVITROGEN), 0,5 ul Vektor PCR 4 TOPO (INVITROGEN) und 2 ul PCR-Produkt
vermengt und anschlieRend flr 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beendigung des
Ligationsschrittes wurde durch Uberfiihrung des Reaktionsansatzes auf Eis herbeigefihrt.
Anschlielfend wurden die Plasmide in One Shot TOP10 chemisch kompetente E. coli Zellen
Uberfuhrt (= Transformation) und damit die Grundlage fir eine intensive Vermehrung
geschaffen. Dazu wurden 2 yl des Ansatzes zu den auf Eis aufgetauten TOP10 Zellen
gegeben, vorsichtig mit der Pipettenspitze verrihrt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Die
anschlielende Hitzeschock-Transformation fur 30 sec in einem 42 °C warmen Wasserbad

beglnstigte die Aufnahme des Plasmids in die kompetenten Zellen. Die E. coli Zellen wurden
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mit 250 pl eines vorgewarmten S.0.C. Mediums aufgeflllt und im Warmeschittelschrank bei
200 rpm und 37 °C dber 1 Stunde hinweg herangezogen. Anschlielend wurde die
Zellsuspension auf zuvor angefertigte LB-Agarplatten (2 x 20 ml Agar) ausplattiert und tber
Nacht bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert. Bei der Anfertigung des Agars wurden zur
Selektion erfolgreich transformierter Zellen 20 ml LB-Agar mit 10 ul Antibiotikum versetzt,
wobei wahlweise Kanamycin (0,1 g/ml) oder Carbenicillin (0,1 g/ml) verwendet wurde.
Carbenicillin gehért ebenso wie Ampicillin zu den B-Lactam Antibiotika, weist aber gegenlber
B-Lactamasen eine hdhere Stabilitdt auf, wodurch die Bildung von Satellitenkollonien auf
Agarplatten reduziert wird. Zur weiteren Vermehrung der erfolgreich transformierten Zellen
wurden am folgenden Tag Bakterienkulturen aus den auf den LB-Agarplatten gewachsenen
Kolonien angefertigt. Dazu wurden einzelne Klone jeweils mithilfe einer sterilen
Pipettenspitze gepickt. Diese wurden samt der Pipettenspitzen in separate sterile
Glasrohrchen (berfiihrt, welche zuvor mit 5 ml LB-Medium und 2,5 yl Kanamycin bzw.
Carbenicillin (jeweils 0,1 g/ml) beflllt wurden. Im Anschluss wurden die Kolonien bei 37 °C
und 200 rpm Uber Nacht geschuttelt.

Am Folgetag wurde ein Teil der Bakterienkultur zur Anfertigung von Glycerolstocks
verwendet. Dazu wurden 500 ul der Bakteriensuspension mit der gleichen Menge
autoklavierter Glycerollésung vermischt und fir zwei Stunden auf Eis inkubiert. Die Stocks
wurden bei -80 °C eingefroren und standen als Reservematerial zur Verfugung. Bei Bedarf
konnten die Stocks auf einer LB-Agarplatte mit Antibiotikumzusatz ausgestrichen werden

und erneut fur die Plasmidgewinnung genutzt werden.

Plasmidpraparation

Der verbleibende Teil der zuvor hergestellten Bakterienkultur wurde zur lIsolierung der
Plasmide aus den kompetenten Zellen verwendet. Zunachst wurden die Bakterien bei
11000 x g fur 3 min herunter zentrifugiert. In den anschliefienden Schritten wurden die Zellen
unter Verwendung des NucleoSpin Plasmid Kits der Firma MACHEREY-NAGEL lysiert und
das freigesetzte Plasmid gereinigt (Miniprep). Mit Ausnahme der Elution des Plasmids mit
50 ul erwarmten Aqua bidest (65 °C) anstelle des mitgelieferten Elutionspuffers, wurden alle
Reaktionsschritte entsprechend den Herstellerangaben durchgefihrt.

Groliere Plasmidvolumina konnten durch Verwendung des PureYield Plasmid Midiprep
Systems der Firma PROMEGA gewonnen werden (Midiprep). Im Unterschied zur
Vorbereitung des Miniprep-Verfahrens wurden die transformierten Zellen in zwei jeweils
50 ml LB-Medium enthaltenden Erlenmeyerkolben Uberflhrt, welchen ebenfalls die bereits
beschriebenen Antibiotikakonzentrationen zugesetzt wurden, und tber Nacht bei 37 °C und
200 rpm inkubiert. Das Material wurde dann in 50 ml Falcons Uberfuhrt, bei 5000 x g fr

20 min zentrifugiert und schlieBlich dem Midiprep-Verfahren nach Herstellerangaben
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unterzogen. Auf diese Weise lie} sich Plasmidmaterial vorhandener Positivkontrollen
vermehren.

Das aus der Mini- und Midi-Prep gewonnene Plasmid wurde zur Bestimmung der Qualitat
und Quantitat photometrisch in der Take3-Platte im Synergy 4 (BIOTEK) gemessen. Darlber
hinaus wurde der erfolgreiche Einbau des gesuchten Inserts Uberprift. Dazu wurde das
Fragment mithilfe eines Restriktionsenzyms an den beidseits gelegenen EcoRI-Schnittstellen
vom Vektor getrennt. Fir den Restriktionsverdau wurden folgende Reagenzien miteinander
versetzt: 16,5 yl autoklaviertes Aqua bidest, 2 yl 10 x Puffer EcoRlI (FERMENTAS), 0,5 ul
Restriktionsenzym EcoRI (10 U/ul, FERMENTAS) und 1,0 pl Plasmid-DNA. Der Ansatz
wurde bei 37 °C flir eine Stunde im Wasserbad inkubiert. In der nachfolgenden
Gelelektrophorese (Kapitel 3.2.9) konnte mithilfe der gleichzeitig mitgeflihrten
Grolienstandards (1 kb und 100 bp Marker) abgeschatzt werden, ob neben dem Plasmid
(3519 bp) auch das Insert mit der zu erwartenden GroRRe vorhanden war.

Abschliellend wurde das Plasmid zur Sequenzierung bei GATC eingeschickt und mithilfe der
M13-Standardprimer analysiert. Die erhaltenen Sequenzierungsergebnisse wurden mit der
Software Clone Manager Professional 9 bearbeitet und mithilfe der NCBI-Datenbank
ausgewertet.

Die zuvor bestimmte Konzentration des isolierten Plasmids mittels Take3-Platte im Synergy
4 diente zudem als Grundlage fir die Herstellung von Positivkontrollen mit bekannter
Kopienzahl. Ausgehend von der Konzentration und der Plasmidgré3e wurde die Anzahl der
enthaltenen Plasmidkopien/ul rechnerisch ermittelt. Darauf aufbauend wurde eine
Stammlésung von 10° Kopien durch Verdiinnung mit DEPC-Wasser hergestellt und
bei -80 °C eingefroren. Fir die Durchfiihrung der PCRs wurde diese Stammlésung nach
Bedarf weiter verdiinnt und dementsprechend eine Positivkontrolle mit bekannter Kopienzahl

mitgeflhrt.

3.2.5 Konventionelle PCR-Verfahren zum Nachweis verschiedener Piroplasmen

Die zu erwartenden Pravalenzen in Deutschland waren nach einhergehender
Literaturrecherche als gering einzustufen (Kapitel 2.2.1.3). Aufgrund dessen wurden die
Zecken zu Pools zusammengefasst und anschlieRend untersucht. Jeder Pool setzte sich aus
funf Zecken zusammen, die in ihrer DNA-Konzentration maximal um 10 ng/ul divergierten.
Das eingesetzte Template entsprach ungefahr einer Konzentration von 60-120 ng/ul. Héher
konzentrierte Pools wurden entsprechend verdinnt. Zecken, die einen geringeren DNA-
Gehalt aufwiesen, wurden einzeln untersucht. Zur Uberpriifung der PCR wurde in jedem
Ansatz eine Negativkontrolle sowie Plasmid-DNA von B. rossi bzw. spater von B. microti als

Positivkontrolle mitgefihrt.
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3.2.5.1 PCR zum Nachweis einer Partialsequenz in dem 18S rRNA Gen

Die Erregerpravalenz sollte eingangs unter Verwendung einer auf Basis von Wielinga et al.
(2009) publizierten konventionellen PCR zum Nachweis eines Fragmentes des 18S rRNA
Gens bestimmt werden. Die im Rahmen dieser Studie modifizierte PCR zielte primar darauf
ab alle mit D. reticulatus im Zusammenhang beschriebenen Babesien und Theilerien
(B. canis, B. caballi, T. equi) zu detektieren. Dartber hinaus sollte eine mdglichst grol3e
Anzahl v. a. in Europa bedeutender Babesien erfasst werden. Der Nachweis von B. rossi,
der uns anfangs einzigen zur Verfligung stehenden Positivkontrolle, musste ebenfalls
gewabhrleistet sein. Die Kompatibilitdt der Primer zu den gesuchten Sequenzen wurde durch
das Erstellen eines Alignments Uberprift (Software Clone Manager Professional 9 bzw.
Mega 7). In der Weiterfuhrung wurde die auf den modifizierten Primern basierende PCR
anhand der Annealing-Temperatur und dem Einsatz unterschiedlicher Polymerasen
optimiert. Bei der nachfolgenden Untersuchung der Feldproben wurde jedoch ersichtlich,
dass die modifizierte PCR vergleichsweise unspezifisch agierte. Die Sequenzierung einer
Stichprobe der gebildeten Amplifikate ergab den Nachweis verschiedener Pilze und
Flechten. Anhand der FragmentgroRen waren diese in der Gelelektrophorese schwer von
den gesuchten Piroplasmen zu unterscheiden. Folglich wurde diese PCR fir die

Untersuchung von wirtssuchenden D. reticulatus verworfen.

3.2.5.2 PCR zur Detektion der Internal Transcribed Spacer-1 Region

Die PCR zur Detektion der Internal Transcribed Spacer-1 Region (ITS-1 Region) wurde als
Alternative zur im Kapitel 3.2.5.1 erlauterten PCR von Grund auf neu entwickelt. Mithilfe der
Software Clone Manager Professional 9 wurden Primer erstellt (Tab. 5), welche in den
konservierten Bereichen der 18S- und 5,8S rRNA Gene lagerten und das variable ITS-1 Gen
flankierten. Die Primer zeigten keine Repeats und keine Bereiche zur Ausbildung von
Sekundarstrukturen. Mithilfe eines in Clone Manager Professional 9 bzw. Mega 7 erstellten

Alignments wurde die Kompatibilitat der Primer zu den einzelnen Spezies bestimmt.

Um eine grotmogliche Sensitivitat und Spezifitat des Assays zu gewahrleisten, wurde die
PCR im Vorfeld der eigentlichen Untersuchungen bezlglich ihrer Reaktionskomponenten
und Reaktionsbedingungen optimiert. Dazu wurden verschiedene Reaktionsansatze, welche
in der Annealing-Temperatur, der verwendeten Polymerase oder in den Primer- und MgCl,-
Konzentrationen variierten, durchgefuhrt. Entsprechende Erlduterungen sind in den

folgenden Abschnitten nachzulesen.
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Bestimmung der Annealing-Temperatur und der Polymerase

Zur optimalen Bindung der Primer an die DNA-Einzelstrange ist eine passende Annealing-
Temperatur (T,) erforderlich. Als Faustregel gilt, dass die T, 3°C unter der
Schmelztemperatur (T,,) des jeweiligen Primers liegt. Zur Orientierung lasst sich die T,
mithilfe einfacher Programme im Internet (z. B. www.thermofisher.com) berechnen. Fur
Primer mit einer Lange von weniger als 25 bp kann die Formel ,T,,=4(G+C)+2 (A + T)*
angewendet werden.

Zur genaueren Abklarung wurden verschiedene Reaktionsansatze durchgefiihrt, bei denen
die Amplifikation der Plasmid-DNA von B. microti und B. rossi unter Verwendung
verschiedener Temperaturgradienten (65-75°C) Uberprift wurde. Um zeitgleich die
effizienteste Polymerase zu ermitteln, wurde zusatzlich die Phusion Hot Start Il Polymerase
als auch der Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase eingesetzt. Anschlieliend konnte die

optimale Annealing-Temperatur Uiber die Intensitat der Banden im Gel bestimmt werden.

Bestimmung der MgCl,- und Primerkonzentration

Die Konzentration von MgCl, beeinflusst die Denaturierung der Doppelstrange, die Bindung
der Primer wihrend des Annealingschrittes und vor allem die Aktivitat der Mg®*-abhangigen
Polymerasen und spielt somit eine ausschlaggebende Rolle fir die Funktionsweise einer
PCR. Durch Erhéhung der MgCl,-Konzentrationen kann die Amplifikationsrate des
gewlnschten Produktes geférdert werden. Im Gegenzug bewirken zu hoch gewahlte
Konzentrationen die Bildung unspezifischer Produkte. Zur Optimierung der MgCl,-
Konzentration wurden Reaktionsansatze mit den Konzentrationen 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM,
2 mM, 2,5 mM, 3 mM und 3,5 mM untersucht.

Im letzten PCR-Optimierungsschritt wurden unterschiedliche Primerkonzentrationen getestet.
Folgende Konzentrationen wurden unter der optimierten Annealing-Temperatur und der
angepassten MgCl,-Menge Uberprift: 0,2 uM, 0,4 uM, 0,5 uM, 1 uM, 1,4 uM, 2 pM.

Untersuchungen zur Sensitivitdt der PCR

Zur Bestimmung der Sensitivitat der entwickelten PCR wurden verschiedene Versuche
durchgefiihrt. Zunachst erfolgte die Bestimmung der Detektionsuntergrenze der zuvor
hergestellten Plasmide von B. microti und B. rossi mithilfe zweier verschiedener Enzyme
(Maxima Hot Start Taq Polymerase; Phusion Hot Start |l Polymerase). In einem zweiten
Schritt wurden mdgliche inhibitorische Effekte ausgehend von der isolierten Zecken-DNA
Uberprift. Dazu wurden zunachst einzelnen Zeckenisolaten mit einer Konzentration von
60-120 ng/ul 10" bis 10° Kopien der oben erwahnten Babesien-Plasmide zugesetzt.
Anschliel3end wurde die Sensitivitat der PCR in gleicher Weise in den erstellten Zeckenpools

(jeweils 60-120 ng/pl) kontrolliert. Um eine mdglichst hohe Sensitivitat zu erzielen, wurde der
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Einsatz verschiedener DNA-Mengen (1-5 pl) aus den Pools untersucht. Aufgrund der
unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren in den Jahren 2010 und 2011 wurden die

Einzelproben und Pools aus beiden Jahren getestet.

Die Ergebnisse zur Etablierung dieser PCR werden im Detail in Kapitel 4.2.1.2 erlautert. Zum
besseren Uberblick wird bereits in der nachfolgenden Tab. 5 der 25 ul Reaktionsansatz
aufgefiihrt. Das Temperaturprotokoll sah folgende Schritte vor: Aktivierung der Polymerase
bei 95 °C flr 4 min, gefolgt von 40 Zyklen bestehend aus Denaturierung (95 °C, 30 sec),
Annealing (67 °C, 30 sec) und Elongation (72 °C, 30 sec). Die abschlieRende Phase der

finalen Extension wurde bei 72 °C flr 7 min durchgeflihrt.

Tab. 5: Reaktionsansatz zur Amplifikation der ITS-1 Region verschiedener Babesia spp.

Volumen Reagenz

2,5yl 10 x Maxima Hot Start Taq Puffer

2yl Magnesiumchlorid (25 mM)

0,75 pl dNTP Mix (10 mM each)

1l BabFOR (FP) (10 uM), 5' TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT 3'
1l BabREV2 (RP) (10 uM), 5' AGCCRAGACATCCAYCGCTGAAA 3'
0,25 pl Maxima Hot Start Taqg DNA Polymerase (5 U/ul)

2yl Template DNA (60-120 ng/pl)

15,5 yl Nukleasefreies Wasser

3.2.6 Nachweis von Borrelia spp.

Die Untersuchung auf Borrelien wurde aufgrund vergleichsweise haufig beschriebener
Beobachtungen in Deutschland (Kapitel 2.2.2.4) in samtlichen 2000 D. reticulatus Zecken
einzeln durchgefuhrt. Dazu wurde eine Zielsequenz in der stark konservierten 5S-23S rRNA
intergenic spacer region (IGS) amplifiziert. Um einen Uberblick Uber den Infektionsgrad der
Zecken zu schaffen, wurde eingangs eine konventionelle PCR verwendet. Da diese
gelegentlich unspezifische Nebenbanden erzeugte, wurden Proben, die in der
Gelelektrophorese Banden der gesuchten GréRe bildeten, mit einer von Strube et al. (2010)
entwickelten real-time PCR anschlieliend Uberprift. Da Uber das erzeugte Fragment keine
Differenzierung der Borrelien-Genospezies maoglich war, wurden, ausgehend von den
Ergebnissen der real-time PCR, positive Proben einer weiteren PCR zum Nachweis einer
hbb Gensequenz (histon-ahnliches Protein) unterzogen (Schreiber et al. 2014), welche auf

Basis der von Portnoi et al. (2006) verdéffentlichten PCR entwickelt wurde.
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3.2.6.1 Konventionelle PCR zur Detektion der 5S-23S rRNA intergenic spacer region

In der eingangs verwendeten konventionellen PCR wurde ein 67 bp groRes Fragment der
58-23S rRNA 1GS-Sequenz untersucht. Im Verlauf der Untersuchungen wurde ein Wechsel
der Polymerase vorgenommen (Sammeljahr 2010: Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase,
Sammeljahr 2011: Phusion Hot Start Il Polymerase). Die Temperaturbedingungen fur den im
Jahr 2010 durchgefiihrten PCR-Ansatz waren wie folgt: Aktivierung der Polymerase bei
94 °C fur 2 min, gefolgt von 40 Zyklen bestehend aus Denaturierung (94 °C, 15 sec),
Annealing (56 °C, 60 sec) und Elongation (72 °C, 45 sec). Das im Jahr 2011 verwendete
Temperaturprotokoll bestand hingegen aus folgenden Schritten: Aktivierung der Polymerase
bei 98 °C flr 30 sec, anschliefende Amplifikationsphase (50 Zyklen) bei 98 °C fiir 10 sec
(Denaturierung), 56 °C fiir 30 sec (Annealing) und 72 °C fir 30 sec (Elongation) sowie eine
abschlieliende Extension bei 72 °C flr 10 min. Die entsprechenden Reaktionsansatze sind
fur beide Jahre in Tab. 6 aufgelistet. Die verwendeten Primer, die ebenfalls in der real-time
PCR genutzt wurden, sind Tab. 7 des entsprechenden Kapitels zu entnehmen. Beide
Reaktionsansatze ermdglichten den Nachweis von minimal 10 Kopien. Als Positivkontrolle
wurde Plasmid-DNA, die identisch zu den Vertretern des B. burgdorferi s.l.-Komplexes war,

eingesetzt.

Tab. 6: Reaktionsansatze der konventionellen PCR zum Nachweis der Zielsequenz in der

5S-23S rRNA IGS-Region verschiedener Borrelien-Genospezies, modifiziert nach Strube et al. (2010)

PCR 2010 (25 pl-Ansatz) PCR 2011 (20 pl-Ansatz)

Volumen Reagenz Volumen Reagenz

2,5 ul 10 x Maxima Hot Start Taq Puffer 4,0 ul 5 x Phusion HF Puffer

3,5 ul Magnesiumchlorid (25 mM)

3,5 pl dNTP Mix (10 mM each) 0,4 pl dNTP Mix (10 mM each)

0,5 ul IGS-MGB Borrelia for (FP) (10 uM) 0,5 pl IGS-MGB Borrelia for (FP) (10 uM)

0,5 pl IGS-MGB Borrelia rev (RP) (10 uM) 0,5 pl IGS-MGB Borrelia rev (RP) (10 uM)

0,2 ul Maxima Hot Start Tag DNA 0,2 ul Phusion Hot Start Il Polymerase
Polymerase (5 U/pl) (2 U/

1l Template DNA (60-120 ng/ul) 1l Template DNA (60-120 ng/ul)

13,3 ul Nukleasefreies Wasser 13,4 ul Nukleasefreies Wasser

3.2.6.2 Real-time PCR zur Detektion der 5S-23S rRNA intergenic spacer region

Proben, die sich in der Gelelektrophorese im Anschluss an die konventionelle PCR zum
Nachweis eines Fragmentes der 5S-23S rRNA 1GS-Sequenz positiv darstellten, wurden
mittels real-time PCR im CFX96 Real-Time System (BIORAD) auf dasselbe Gen
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nachuntersucht. Im Unterschied zur konventionellen PCR wird bei diesem Verfahren die
gebildete DNA-Menge direkt gemessen, sodass eine sofortige Auswertung der Ergebnisse
moglich ist. Die Messung der DNA erfolgt Uber die Detektion eines Fluoreszenzsignals, das
hier durch Zugabe einer spezifisch bindenden Hybridisierungssonde erzeugt wird. Die
verwendete Sonde gehdért der Gruppe der Tagman Minor Groove Binder-Sonden an, die
dadurch  gekennzeichnet sind, dass das Oligonukleotid am 5-Ende den
Reporterfluoreszenzfarbstoff FAM (Fluoreszein) und am 3'-Ende einen nicht fluoreszierenden
Quencher tragt. Das Prinzip der Sonde beruht darauf, dass das Fluoreszenzsignal des
Fluoreszeins bei intakter gebundener Sonde durch den Quencher unterdriickt wird. Durch
die 5'>3'-Exonukleaseaktivitat der Polymerase wird die Sonde wahrend der
Doppelstrangsynthese abgebaut. Der Quencher verliert seinen inhibitorischen Effekt auf den
Reporter, dessen Fluoreszenzsignal nun am Ende jedes Zyklus gemessen wird. Darlber
hinaus besitzt die verwendete Sonde am 3'-Ende einen Minor Groove Binder, der nach
Anheftung der Sonde die Bildung aulRerst stabiler Sonden-DNA-Hybride ermoglicht, indem er
in die kleine Furche des neu entstandenen Doppelstrangs bindet. Dadurch wird der Einsatz
von kurzen Sonden ermdglicht, welche zu einer besseren Messung der Reporterfluoreszenz
und einer erhéhten Spezifitat fihren.

In der Studie wurden alle Proben im Doppelansatz untersucht. Als Positivkontrolle wurden
ebenfalls 10 Kopien der Plasmid-DNA von Vertretern des B. burgdorferi s.|.-Komplexes
eingesetzt. Die verwendeten Primer entsprechen denen der konventionellen PCR und sind
zusammen mit den Ubrigen Reaktionskomponenten des 25 ul Ansatzes der real-time PCR in
Tab. 7 aufgefuhrt. Das Temperaturprotokoll bestand aus der Aktivierung der Polymerase bei
95 °C fur 5 min sowie aus 40 Zyklen der Denaturierung (94 °C, 20 sec), des Annealings
(56 °C, 60 sec) und der Elongation (72 °C, 45 sec).

Tab. 7: Reaktionsansatz der real-time PCR zum Nachweis des 5S-23S rRNA |GS-Fragmentes

verschiedener Borrelien-Genospezies, modifiziert nach Strube et al. (2010)

Volumen Reagenz

12,5 pl MaximaProbe qPCR Mastermix

0,5l IGS-MGB Borrelia for (FP) (10 uM), 5 TCCTAGGCATTCACCATAGACT 3'
0,5 pl IGS-MGB Borrelia rev (RP) (10 uM), 5' TGGCAAAATAGAGATGGAAGAT 3'
0,25 pl IGS-MGB Borrelia Sonde 6-FAM-ATTACTTTGACCATATTT-MGBNFQ

1 ul Template DNA (60-120 ng/ul)

10,25 pl Nukleasefreies Wasser
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3.2.6.3 Konventionelle PCR zum Nachweis einer Sequenz im hbb Gen

Mithilfe der konventionellen PCR zum Nachweis einer Sequenz im hbb Gen wurde die
Genospeziesbestimmung bei den zuvor positiv getesteten Proben vorgenommen. Die PCR
basierte auf der Veroffentlichung von Portnoi et al. (2006), wurde am Institut flr Parasitologie
und Tropenveterinarmedizin der FU Berlin jedoch modifiziert (Schreiber et al. 2014). Der
entsprechende 20 pl Reaktionsansatz ist Tab. 8 zu entnehmen. Die verwendeten Primer
amplifizierten eine 153 bp lange Zielsequenz, die die notwendigen Basenunterschiede zur
Differenzierung wichtiger Vertreter des sensu lato-Komplexes (B. afzelii, B. garinii,
B. burgdorferi s.s., B. valaisiana, B. spielmanii) sowie von einigen Vertretern der
Ruckfallfieber-Gruppe (z. B. B. miyamotoi) aufwies. Das Temperaturprotokoll sah folgende
Schritte vor: nach einer anfanglichen Aktivierung der Polymerase bei 98 °C fir 30 sec folgte
die Amplifikationsphase (40 Zyklen) bei 98 °C flir 5 sec (Denaturierung), 57 °C fir 30 sec
(Annealing) und 72 °C fur 10 sec (Elongation). Abschlieend wurde die finale Extension bei
72 °C fur 5 min durchgefiihrt. Mit einer Nachweisrate von 5 Kopien der Positivkontrolle war

diese PCR &ullerst sensitiv.

Tab. 8: Reaktionsansatz zum Nachweis der hbb Gensequenz der Borrelien-Genospezies

Volumen Reagenz

4 ul 5 x Phusion HF Puffer

0,4 pl dNTP Mix (10 mM each)

1l hbb640 (FP) (10 uM), 5' GTAAGGAAATTAGTTTATGTCTTT 3'
1l hbb Bw (RP) (10 uM), 5' TAAGCTCTTCAAAAAAAGCATCTA 3'
0,2 ul Phusion Hot Start Il Polymerase (2 U/ul)

1 ul Template DNA (60-120 ng/ul)

12,4 pl Nukleasefreies Wasser

3.2.7 Nachweis von Anaplasma und Ehrlichia spp. sowie Candidatus Neoehrlichia

mikurensis

3.2.7.1 Konventionelle PCR zur Detektion einer Sequenz im 16S rRNA Gen

Der Nachweis von Vertretern der Anaplasmen und Ehrlichien bzw. von Cand. Neoehrlichia
mikurensis wurde in D. reticulatus bislang nur vereinzelt in der Literatur beschrieben (Kapitel
2.2.3-2.2.5). Dementsprechend erfolgte die Untersuchung der Zecken in Form von Pools,
deren Zusammenstellung schon in Kapitel 3.2.5 erlautert wurde. Zu Beginn der Studie lag

der Fokus auf der Untersuchung von Anaplasmen und Ehrlichien, sodass die folgenden
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Beschreibungen zur Etablierung der PCR ausschliefllich auf den Nachweis dieser beiden
Gattungen beruhen. Im Rahmen anderer in der Arbeitsgruppe durchgefiihrter Versuche
wurde erst im Verlauf der Studie deutlich, dass dieser Assay auch zur Vervielfaltigung einer
Gensequenz des bis dahin weitestgehend unbekannten Erregers Cand. Neoehrlichia
mikurensis fuhrte und somit das Nachweisspektrum erweiterte.

Als Ausgangspunkt wurde ein bereits publiziertes Primerpaar verwendet, welches den
Nachweis verschiedener Vertreter der Gattungen Anaplasma und Ehrlichia mithilfe einer
gemeinsamen PCR ermoglichte (Tabar et al. 2009). Zur Detektion einer gréeren Vielfalt von
Erregern innerhalb dieser Gattungen wurde der Vorwartsprimer durch Einbau eines Wobbles
geringgradig modifiziert (Tab. 9) und die Reaktionsbedingungen des Assays, wie schon in
Kapitel 3.2.5.2 beschrieben, angepasst. Die modifizierte PCR wurde bereits angewandt und
in Kriicken et al. (2013) publiziert. Die Erstellung eines Alignments mithilfe Clone Manager
Professional 9 bzw. Mega7 verdeutlichte die Kompatibilitat der Primer zu den
nachfolgenden, im Fokus stehenden Spezies, welche bereits im Menschen und in
domestizierten Tieren in Europa beschrieben wurden: A. phagocytophilum (GenBank
Zugangsnummer AY055469.3), A. marginale (AF311303), A. platys (EF139459.1), A. bovis
(AB211163.1), E. canis (AF162860), A. centrale (AF318944.1) und A. ovis (AY262124.1).
Uber diesen Rahmen hinaus deckt das Primerpaar die Sequenzen von E. ruminantium
(NR_074513.1), E. chaffeensis (M73222.1), E. muris (AB196302.1) und E. ewingii
(NR_044747.1) ab. Letztere Vertreter wurden bislang nicht in Europa oder in domestizierten
Tieren beschrieben. Nahezu alle Spezies konnten anhand des 257 bp groRen Fragmentes
differenziert werden. Jeweils 100%ig identische Sequenzen wurden lediglich zwischen
A. phagocytophilum/A. platys, A. marginalel/A. centrale/A. ovis bzw. E. chaffeensis/E. muris
erzeugt. Weiterhin wurde die Sensitivitat der modifizierten PCR im Vorfeld der eigentlichen
Untersuchungen Uberprift. Dazu wurden einzelne zuvor als negativ bestimmte Zecken aus
den Jahren 2010 und 2011 in Einzel- und Poolform in dhnlicher Weise wie bereits in Kapitel
3.2.5.2 beschrieben mit Plasmid-DNA von A. phagocytophilum (10, 20, 50, 100 und
200 Kopien) versetzt und das Detektionsminimum bestimmt. Mit einer Nachweisgrenze von
20 Kopien agierte die PCR sehr sensitiv. Eine Zusammenfassung des 25l
Reaktionsansatzes ist in Tab. 9 aufgefliihrt. Die Temperaturbedingungen sahen die
Aktivierung der Polymerase bei 95 °C flir 5 min, 40 Zyklen bestehend aus Denaturierung
(94 °C, 15sec), Annealing (60 °C, 30 sec) und Elongation (72 °C, 30 sec) sowie eine
abschliel3ende finale Extension bei 72 °C fur 7 min vor. Bei jeder PCR wurde Plasmid-DNA

von A. phagocytophilum (20 Kopien) als Positivkontrolle eingesetzt.
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Tab. 9: Reaktionsansatz zum Nachweis der 16S rRNA Gensequenz verschiedener Anaplasmataceae

Volumen Reagenz

2,5 ul 10 x Maxima Hot Start Taq Puffer

1,5 ul Magnesiumchlorid (25 mM)

0,75 pl dNTP Mix (10 mM each)

0,75 pl E+Afor (FP) (10 uM), 5' GGGGATGATGTCAARTCAGCAY 3'
0,75 ul E+Arev (RP) (10 uM), 5' CACCAGCTTCGAGTTAAGCCAAT 3'
0,25 pl Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (5 U/pl)

1 ul Template DNA (60-120 ng/pl)

17,5 ul Nukleasefreies Wasser

3.2.7.2 High Resolution Melt Analysis zur Detektion der 16S rRNA Gensequenz

Zeitgleich zu dieser Untersuchung Gbernahmen weitere am Institut durchgefiihrte Studien die
PCR zum Nachweis der 16SrRNA Gensequenz. Dabei wurde in [ ricinus und
verschiedenen Nagetierspezies auch Cand. Neoehrlichia mikurensis nachgewiesen,
woraufhin das Verfahren der High Resolution Melt (HRM) am Institut flir Parasitologie und
Tropenveterinarmedizin der FU Berlin etabliert wurde (Kriicken et al. 2013). Die Methode,
welche eine Differenzierung von A. phagocytophilum, Cand. Neoehrlichia mikurensis und
E. canis erlaubte, basierte auf der Detektion desselben Fragmentes und war ausgesprochen
zeit- und kosteneffizient. Der Untersuchung wurden ausschlieBlich Proben unterzogen, die
nach Durchfihrung der konventionellen PCR in der Gelelektrophorese Banden der
gesuchten Grolie erzeugten.

Bei der HRM wurde das Template zunachst mittels real-time PCR im CFX96 Real-Time
System (BIORAD) amplifiziert. Mit Ausnahme der Erhéhung der Anzahl der Zyklen auf 50
entsprach der Temperaturverlauf dem der konventionellen PCR (Kapitel 3.2.7.1). Das
gewonnene Material wurde anschlielend durch schrittweise Erhéhung der Temperatur von
72 °C auf 95 °C (0,6 °C/min) in seine Einzelstrange aufgespalten. Dadurch wurde der zuvor
an die Doppelstrange interkalierende Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen frei und die Starke des
Fluoreszenzsignals nahm ab. EvaGreen ist ein Farbstoff, der in der PCR in solchen
Konzentrationen eingesetzt werden kann, dass alle Bindungsstellen gesattigt sind. Daher
bindet es wahrend der Schmelzphase nicht erneut an noch vorhandene
Doppelstrangmolekiile und beugt einer Verfalschung der Schmelzwerte vor. Die
Verringerung des Fluoreszenzsignals ist an das auf der Basenabfolge beruhende
unterschiedliche Schmelzverhalten der DNA der verschiedenen Erreger gekoppelt und
ermoglichte dadurch die Speziesdifferenzierung. So ist beispielsweise das DNA-Fragment

von Cand. Neoehrlichia mikurensis durch den geringeren Gehalt an Cytosin und Guanin
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vergleichsweise instabil und wird bereits bei niedrigeren Temperaturen aufgespalten.
Kricken et al. (2013) beschreiben weiterhin, dass die Schmelztemperatur auch bei
Koinfektionen durch eine mdgliche Bildung von vergleichsweise instabilen Heteroduplexen
erniedrigt sei. Im Anschluss an die Reaktion wurden die Ergebnisse mithilfe der Software
Precision Melt Analysis ausgewertet.

Der 25 ul Reaktionsansatz fur die HRM ist in Tab. 10 aufgefiihrt. Die verwendeten Primer
entsprechen denen der konventionellen PCR. Jeweils 100 Kopien von A. phagocytophilum

und Cand. Neoehrlichia mikurensis wurden als Positivkontrollen mitgefihrt.

Tab. 10: Reaktionsansatz zur Schmelzkurvenanalyse von A. phagocytophilum und Cand. Neoehrlichia

mikurensis anhand des 16S rRNA Gens

Volumen Reagenz

5,0 ul 5 x Phusion HF Puffer

0,75 pl dNTP Mix (10 mM each)

0,75 pl E+Afor (FP) (10 uM), 5' GGGGATGATGTCAARTCAGCAY 3'
0,75 ul E+Arev (RP) (10 uM), 5' CACCAGCTTCGAGTTAAGCCAAT 3'
0,25 pl Phusion Hot Start Il Polymerase (2 U/pl)

0,4 pl Eva Green Fluorescent DNA Stain

1l Template DNA (60-120 ng/pl)

16,1 pl Nukleasefreies Wasser

3.2.8 Konventionelle PCR zum Nachweis von Rickettsia spp. mittels g/ltA-Gen

Bisherige Veroffentlichungen deuteten auf eine hohe Pravalenz von Rickettsien in
D. reticulatus hin (Kapitel 2.2.6.3). Aus diesem Grund wurden alle 2000 Zecken einzeln
untersucht. Zur Bestimmung der Rickettsien-Pravalenz wurde zunéchst eine 203 bp grofRRe
Zielsequenz des gltA Gens (Citratsynthase codierendes Gen) amplifiziert. Im Anschluss
daran wurde eine Stichprobe positiv getesteter Zecken mit einer zweiten konventionellen
PCR untersucht, die ein 676 bp grol3es Fragment im selben Gen vervielfaltigte. Diese PCR
agierte weniger sensitiv als der vorangegangene Assay, welcher eine Nachweisgrenze von
5 Kopien aufwies. Dahingegen ermdglichte die 676 bp PCR die Differenzierung
verschiedener Rickettsien-Genospezies innerhalb der spotted fever group und typhus group.
Die Detektionsuntergrenze lag bei 50 Kopien. Beide PCR-Assays wurden am Institut fur
Parasitologie und Tropenveterinarmedizin der FU Berlin etabliert (Schreiber et al. 2014). Die
verwendeten Primer und Reaktionsansatze beider PCR-Verfahren sind in Tab. 11 und
Tab. 12 aufgelistet.
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Das Temperaturprotokoll der 203 bp PCR umfasste die Aktivierung der Polymerase bei
98 °C fur 30 sec, die Amplifikationsphase (50 Zyklen) bei 98 °C fur 10 sec (Denaturierung),
52 °C fir 30 sec (Annealing) und 72 °C fiir 15 sec (Elongation) sowie die finale Extension bei
72 °C fur 5 min. Bei der 676 bp PCR wurde die Polymerase zunachst bei 95 °C fir 4 min
aktiviert. Uber 50 Zyklen hinweg erfolgten anschlieBend Denaturierung (95 °C, 15 sec),
Annealing (53 °C, 30 sec) und Elongation (72 °C, 40 sec). AbschlieRend wurde die finale
Extension bei 72 °C fir 10 min durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde das Plasmid von

R. helvetica eingesetzt.

Tab. 11: Primer zur Vervielfaltigung der Fragmente im gltA Gen von Rickettsia spp.

Primer Fragment Sequenz (5'-3) Lange (nt)
Rmasglta863up (FP) 203 bp GCTAAAGCTAAGGATAAAAATGAT 24
CS409d (FP) 676 bp CCTATGGCTATTATGCTTGC 20
Rmasglta1065lo (RP)  Beide TCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGC 26

Tab. 12: Reaktionsansatze zum Nachweis der Fragmente im g/tA Gen von Rickettsia spp.

203 bp PCR (25 pl-Ansatz) 676 bp PCR (25 pl-Ansatz)

Volumen Reagenz Volumen Reagenz

5,0 pl 5 x Phusion HF Puffer 2,5l 10 x Maxima Hot Start Taq Puffer

1,5 ul Magnesiumchlorid (25 mM)

0,5 ul dNTP Mix (10 mM each) 0,5 ul dNTP Mix (10 mM each)

1,25 pl Rmasglta863up (FP) (10 uM) 1,25 pl CS409d (FP) (10 pM)

1,25 ul Rmasglta1065lo (RP) (10 M) 1,25 pl Rmasglta1065lo (RP) (10 uM)

0,25 pl Phusion Hot Start Il Polymerase 0,2 pl Maxima Hot Start Taqg DNA Polym.
(2 U/l (5U/ul)

1ul Template DNA (60-120 ng/l) 1ul Template DNA (60-120 ng/l)

16,25 ul Nukleasefreies Wasser 16,8 ul Nukleasefreies Wasser

3.2.9 Gelelektrophorese

Nach jedem Durchlauf einer konventionellen PCR wurde zur Auswertung der vervielfaltigten
Proben eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt. Dabei wandern die negativ geladenen
DNA-Fragmente mithilfe eines elektrischen Feldes durch ein Gitternetz von Agarosefasern
zur Anode. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Grofle passieren kleinere Molekule das
Netzwerk schneller als GroéfRere. In Abhangigkeit von der GroRe der gesuchten DNA-
Fragmente wurden unterschiedlich konzentrierte Gele verwendet. Orientierung bietet die

Auflistung von Sambrook und Russel (2000). Mit Ausnahme der 67 bp grofRen Zielsequenz
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der Borrelien-PCR, welche in einem 2,5%igem Gel analysiert wurde, wurden samtliche
verbleibenden Proben in einem 1,5%igem Gel Uberprift. Zur Herstellung entsprechender
Gele wurde Agarose zusammen mit TAE-Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht. Das auf
65 °C heruntergekiihlte Agarosegel wurde mit GRGreen versetzt (1 pl/10 ml Gel), zum
Ausharten in einen Schlitten mit eingesetztem Kamm gegossen und schliel3lich in eine mit
TAE-Puffer befiillite Gelelektrophoresekammer Gberfihrt. Im Anschluss wurde jede Probe mit
einem 6 x Ladungspuffer versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Neben den zu
untersuchenden Proben wurden zur Kontrolle der PCR die Negativ- und Positivkontrollen
aufgetragen. Zudem wurde ein an die Grolle des gesuchten Fragmentes angepasster
Grolienstandard mitgefiihrt (50 bis 100 bp Marker). Von jedem Marker wurden 5 ul (125 ng)
in die Taschen pipettiert. Die Fragmente wurden je nach Konzentration des Gels in einem
Bereich von 80-110 V aufgetrennt. Die Sichtbarmachung der Banden positiver Proben
erfolgte anschlieRend auf dem UV-Tisch in der G:Box (SYNGENE) mithilfe der GeneSnap
Version 7.09.06 Software.

3.2.10 Identifizierung der Erregerspezies

Die Durchfiuihrung der verschiedenen PCR-Verfahren und deren anschlieiende Auswertung
mittels Gelelektrophorese lieRen Aussagen uber die Anzahl infizierter Zecken mit den
jeweiligen Erregergattungen zu. Eine abschliefende Bestatigung und Zuordnung des
amplifizierten Materials zu der entsprechenden Erregerspezies war jedoch nur Uber die
Sequenzierung der erhaltenen Produkte mdglich. In Vorbereitung der Sequenzierung musste
die amplifizierte DNA zunachst aufgereinigt werden, um Uberschissige Salze, Primer und

Polymerasen zu entfernen.

3.2.10.1 Aufreinigung der DNA-Proben mittels Gel-Extraktion und Fallung

Die Extraktion des Amplifikats aus dem Gel mit anschlieRender Fallung und Reinigung stellte
eine einfache und vergleichsweise preiswerte Mdglichkeit zur Aufreinigung der DNA dar. Die
im Gel als positiv ermittelten Proben wurden erneut auf ein Gel aufgetragen, mit dem
Unterschied, dass eine Proben-Menge von 12 pl mit 3 yl 6 x Ladungspuffer und 3 ul Aqua
bidest versetzt wurde. Zur Extraktion wurden die Banden der einzelnen Proben mit einer
separaten Skalpellklinge aus dem Gel herausgeschnitten und auf den Filter einer 1000 pl
Pipettenspitze, die in einem 1,5 ml Reaktionsgefall steckte, lUberfiihrt. Im anschlielenden
Zentrifugationsschritt (10 min, 11000 x g) passierte die DNA zusammen mit flissigen
Bestandteilen des Gels die Membran und wurde so vom Gelblock getrennt. Die Menge der

erhaltenen Fllssigkeit wurde mithilfe einer Pipette gemessen. Zur Fallung der DNA wurde
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1 yl Glycogen zugesetzt. Des Weiteren wurden 3 M Natriumacetat (pH 5,5) im Verhaltnis
1:10 zur Ausgangsmenge der gemessenen Flussigkeit und 100%iges Isopropanol
(bei -20 °C gekihlt) im Verhaltnis 1:1 zugegeben und mehrmals geschwenkt. Der Ansatz
wurde Uber Nacht bei -20 °C gelagert. Am Folgetag wurden die Proben zur Trennung der
gefallten DNA von den Ubrigen Bestandteilen zunachst in der Kihilzentrifuge bei 4 °C und
20817 x g fur 45 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, 1 ml 75%iges
gekihltes Ethanol dem Pellet zur Waschung zugesetzt und auf dem Vortexer gemischt. Die
Proben wurden ein weiteres Mal bei 4 °C und 20817 x g flr 10 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Wahlweise wurde die Ethanolwaschung ein zweites Mal durchgefihrt.
Das Pellet wurde ausgiebig getrocknet, um letzte Ethanolreste zu entfernen. Im letzten

Schritt wurde das aufgereinigte DNA-Pellet in 25 ul nukleasefreiem Wasser gelost.

3.2.10.2 Aufreinigung mittels High Pure PCR Product Purification Kit (ROCHE)
Die Aufreinigung der DNA mithilfe des High Pure PCR Product Purification Kits von der

Firma ROCHE basiert auf dem Saulenprinzip und stellt ein zeitlich effektives Verfahren dar.
Die DNA konnte im Vorfeld auf ein Gel aufgetragen und ausgeschnitten werden oder aber
das PCR-Produkt wurde direkt mit dem ROCHE Kit verarbeitet. Voraussetzung fiir die
letztgenannte Methode war, dass neben dem gesuchten Fragment keine weiteren Banden in
der PCR erzeugt wurden. Fir die Aufreinigung wurde das Material auf die High Pure Filter
Saulen Uberfuhrt und die an die Membran gebundene DNA durch den Einsatz verschiedener
Waschpuffer von Kontaminanten befreit. Alle Reaktionsschritte wurden entsprechend den
Herstellerangaben durchgefihrt. Lediglich die Elution der DNA erfolgte mit 50 pl erwarmten

(65 °C) nukleasefreiem Wasser anstelle des mitgelieferten Elutionspuffers.

3.2.10.3 Sequenzierung

Die aufgereinigte DNA wurde zur Sequenzierung an ein externes Unternehmen (GATC
Biotech, Konstanz oder LGC Genomics, Berlin) geschickt. In diesem Verfahren wird die
Basenabfolge der Sequenz jeder Probe analysiert, wodurch eine Genospeziesidentifizierung
ermoglicht wird.

Um die fir die Sequenzierung geforderte Menge und Konzentration an Nukleinsduren zu
gewahrleisten, wurden im Vorfeld samtliche aufgereinigte Amplifikate in der
Gelelektrophorese uberpruft. Die als Grofien- und Mengenstandard mitgefuhrte A Phagen
DNA (restringiert mit EcoRI und Hindlll; 5 pul, 125 ng) erlaubte Aussagen Uber die
Konzentration der vorhandenen Banden. Zur besseren Auftrennung der Banden des Markers

wurde dieser zunachst bei 65 °C fur 5 min erhitzt und anschliefend 3 min auf Eis herunter
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gekuhlt. Die Amplifikate (1 pl) wurden mit 9 ul Aqua bidest und 2 ul 6 x Ladungspuffer
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Bei ausreichender Quantitat der Proben wurden
diese zusammen mit einem Aliquot des spezifischen Primers entsprechend den Vorgaben
der Sequenzierungsfirmen vorbereitet und verschickt.

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden mit der Software Clone Manager Professional 9

bearbeitet und die Spezies mithilfe der NCBI-Datenbank ermittelt.

3.2.11 Datenberechnungen

3.2.11.1 Grundlagen: Normierung der Fangdaten

Zwischen den Jahren sowie den einzelnen Standorten entstanden im Laufe der Studie
Differenzen in Bezug auf die Gesamtfangdauer bzw. der Anzahl der durchgefihrten
Fangtermine. Auch konnte die angestrebte Fangzeit von einer Stunde nicht an jedem Termin
eingehalten werden. Ein anzufGhrender Grund war der unterschiedliche Beginn der
Probennahmen zwischen den Jahren. Wahrend 2011 schon mit Jahresbeginn geflaggt
wurde, wurde 2010 aufgrund des Studienbeginns erst Ende Marz/Anfang April begonnen.
Als weitere Ursache sind schlechte Wetterbedingungen, die zum Verschieben eines
Fangtermins bzw. zum frihzeitigen Abbruch der Probennahme flihrten, zu nennen. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden die Fangwerte der Zecken an den vereinzelten
Tagen, an denen keine volle Stunde geflaggt wurde, auf die zu erwartende Anzahl bei einer
Fangdauer von 1 Stunde extrapoliert und bei Analysen von Zahldaten gerundet. Fur
vergleichende zeitliche und raumliche Beschreibungen wurde der Durchschnitt der

gefangenen Zecken/h aus allen Fangterminen errechnet.

3.2.11.2 Statistische Berechnungen

Samtliche Daten wurden zunachst tabellarisch in Microsoft Excel erfasst. Die Berechnung
und Darstellung statistischer Zusammenhange erfolgte mit RStatistics (Version 3.3.2) und
RStudio (Version 0.99.903).

Berechnungen zu den Zeckenfangzahlen

Anteilsberechnungen in Bezug auf verschiedene Zeckenspezies oder -geschlechter sowie
deren 95 % Konfidenzintervalle (als Wilson Score Intervalle) wurden unter Verwendung der
-propCl“-Funktion im Paket ,prevalence” in der R-Software durchgefiihrt. Um signifikante
Unterschiede unter ihnen zu bestimmen, wurde mithilfe eines Binomial-Tests im Rahmen der
~chisq.test“-Funktion gepruft, inwieweit die Anteile signifikant unterschiedlich von 50 %

waren. Der paarweise statistische Vergleich der Geschlechterverhaltnisse innerhalb
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einzelner Saisons und Jahre wurde zudem mit der Funktion ,tab2by2.test* (Mid-P Exakt
Test) im Paket ,epitools® durchgefihrt.

Um mdgliche Einflisse der ermittelten Variablen Standort, Jahr, Saison, Temperatur und
relative Luftfeuchtigkeit auf die Aktivitdt von D. reticulatus im Zusammenhang zu
untersuchen, wurde mithilfe der Negativ-Binomial-Regressionsanalyse ein generalisiertes
lineares Modell erstellt. Die Modellrechnung beruhte auf den normierten 1-Stunden-Werten.
Da die Negativ-Binomial-Regressionsanalyse nur mit ganzzahligen Zahldaten, die stets
grofer als Null sind, rechnet, wurden vorhandene Zahlen mit Komastelle mit dem Befehl
.round“ gerundet. Aulierdem flossen nur die Daten aus den Jahren 2010 und 2011 in die
Rechnung mit ein, da 2012 ausschliellich der Standort Glterfelde beprobt wurde. Das
Grundmodell wurde mithilfe der ,glm.nb“Funktion im Paket ,MASS“ erstellt und
anschliellend unter Verwendung verschiedener Funktionen verbessert. Die Verbesserung
beinhaltete die ldentifizierung der flir das Modell nicht relevanten Variablen und wurde
mithilfe des AICs (Akaike Informationskriterium) bzw. des Wald-Tests vorgenommen. Das
AIC gibt die Anpassungsgite des Modells an. Durch Verwendung der ,drop1”-Funktion
wurden schrittweise Variablen entfernt, welche die deutlichste Verbesserung des AICs nach
Entnahme aus dem Modell bewirkten. Dies wurde solange durchgeflhrt, bis keine
Verbesserung des AICs mehr herbeigefihrt werden konnte. Zusatzlich wurde fur jede
kategoriale Variable der generelle Einfluss mittels Wald-Test berechnet. Dazu wurde die
Funktion ,wald.test im Paket ,aod“ genutzt. Signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Level dieser Variablen wurden hingegen durch einen in der Modellberechnung
integrierten t-Test ermittelt. Ein p-Wert von p<0,05 wurde als signifikant erachtet. Die 95 %
Konfidenzintervalle der Variablen wurden mithilfe der ,confint“-Funktion berechnet. Zur
besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Level einer Variable wurden die Rate Ratios und die
dazugehdrigen 95 % Konfidenzintervalle durch Exponieren (,exp“) der im Modell errechneten
Schatzwerte ermittelt.

AbschlieBend wurde die Gute des besten Modells ermittelt. Dazu wurde das Modell mittels
Likelihood-Ratio-Test (,Irtest“-Funktion, Paket ,Imtest) gegen das Nullmodell (nur Intercept),
Grundmodell und gegen ein entsprechendes Poisson-Model getestet. Dariber hinaus
wurden als KorrelationsmaRe die Pseudo-R? Berechnungen nach McFadden und nach
Nagelkerke herangezogen (,pR2"-Funktion, Paket ,pscl”’), welche beide einen Wert zwischen
,0” und ,1” annehmen kénnen. Je dichter das Pseudo-R? an ,1” grenzt, desto mehr der

Variabilitat der abhangigen Variable wird durch die erklarenden Variablen definiert.

Berechnungen zu den Erregerprévalenzen

Die Pravalenzen der verschiedenen Erreger mit den dazugehérigen Konfidenzintervallen

wurden ebenfalls als Wilson Score Intervalle mit der ,propCIl“-Funktion im Paket ,prevalence”
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berechnet. Der Vergleich der ermittelten Infektionsraten wurde zunachst einzeln nach
Standort, Jahr und Saison durchgeflhrt. Der paarweise statistische Vergleich innerhalb
dieser Parameter wurde mit dem Mid-P Exakt Test mithilfe der Funktion ,tab2by2.test® im
Paket ,epitools® durchgefiihrt. Die in diesem Zusammenhang z. T. erforderliche p-Wert
Korrektur nach Holm wurde durch die ,p.adjust“-Funktion vorgenommen. Auch hier galt ein
p-Wert von p<0,05 als signifikant.

Um den Einfluss der Parameter Standort, Jahr und Saison auf die Infektionsrate der Zecken
im Zusammenhang zu betrachten, wurde anschlieliend eine logistische Regression
durchgefiihrt. Unabhangig von der fir die Wahl der zu untersuchenden Proben
unternommene Teilung des Kalenderjahres in zwei Jahreshalften, wurden in der
Modellrechnung flir den Parameter Saisonalitat weiterhin die vier Jahreszeiten
herangezogen, wie sie auch bei Betrachtung der Zeckenaktivitat verwendet wurden. Das
Modell wurde mit der ,gim“-Funktion in der R-Software erstellt. Die Variablenselektion und
die Beurteilung der Modellgite wurden in gleicher Weise durchgefiihrt, wie schon unter dem
Abschnitt ,Berechnungen zu den Zeckenfangzahlen® beschrieben. Lediglich der Vergleich
des Schlussmodells zu einem Poisson-Modell war unter diesem Gesichtspunkt nicht
erforderlich. Die Berechnung der 95 % Konfidenzintervalle erfolgte mithilfe der Funktion
sconfint’. Durch Exponieren der im Modell erhaltenen Schatzwerte der relevanten Variablen
wurden die Odds Ratios errechnet, welche die Wahrscheinlichkeit infizierte Zecken in

Abhangigkeit von der Auspragung der jeweiligen Variable zu finden, wiedergeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Dermacentor reticulatus

4.1.1 Uberblick zu den Fangzahlen

In den Jahren 2010 bis 2012 wurde an allen vier Standorten eine Gesamtanzahl von 9186
wirtssuchenden D. reticulatus und [. ricinus Zecken geflaggt. In dem Zeitraum Marz/April bis
November 2010 kamen in einer Fangzeit von 3410 min 3734 Zecken zusammen.
Dahingegen wurden im Zeitraum Januar bis November 2011 eine Gesamtfangzeit von
5000 min und eine Gesamtanzahl von 5150 geflaggten Zecken dokumentiert. Bei der
zusatzlichen Beprobung des Standortes Giiterfelde im Winter und Frihjahr 2011/2012
kamen innerhalb von 390 min weitere 302 Exemplare hinzu.

Diese zwischen den Jahren entstandenen Variabilitdten in der Fangdauer, aber auch in der
Fangfrequenz, waren ebenfalls zwischen den Standorten nicht zu vermeiden (Tab. 13).
Wahrend 2011 die Fanghaufigkeit an den Standorten mit 21 Terminen identisch war,
variierte die Anzahl 2010 zwischen 14 und 16 individuellen Terminen. Ursachen daflr lagen
zum einen im Studienaufbau (unterschiedlicher Sammelbeginn pro Jahr), zum anderen

schrankten teils schlechte Witterungsbedingungen die Probennahmen ein.

Tab. 13: Uberblick zur absoluten Anzahl gesammelter Buntzecken sowie Angabe der Anzahl der

Fangtermine und der Gesamtfangdauer pro Jahr. n.d. = nicht untersucht

Giiterfelde Gatow Falkenberg K. Wusterh.

Absolute Anzahl gefangener Zecken

Anzahl Fangtermine/Gesamtfangdauer

2010 906 1214 400 656
(Mrz-Nov) 16/975 min 14/840 min 14/755 min 14/840 min
2011 1359 1928 629 777
(Jan-Nov) 21/1230 min 21/1270 min 21/1250 min 21/1250 min
201112 297 n.d. n.d. n.d.
(Dez-Apr)  7/390 min 0 0 0

Zum besseren Vergleich der Zeckenaktivitdt zwischen raumlichen und zeitlichen Faktoren
wird in den folgenden Ausflihrungen die Anzahl gefangener Zecken/h verwendet. An 8 von
149 Fangterminen wich die Probennahmedauer von der angestrebten Zeit von 1 Stunde
(minimal 20 min bis maximal 75 min) ab, sodass die Zeckenzahlen an diesen Tagen

entsprechend dieser Fangdauer extrapoliert wurden (Kapitel 3.2.11.1). Lediglich die
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Geschlechter- und Speziesvergleiche in Kapitel 4.1.3 und 4.1.5 basieren auf den
nicht-normierten Zahlen. Detaillierte Angaben zu den absoluten Daten in Bezug auf die
Zeckenanzahl und die Fangdauer sind flr sdmtliche Sammeltermine in Tab. 24 bis Tab. 27
im Anhang aufgelistet.

Der Gesamtzeckenfang umfasste die beiden Zeckenspezies D. reticulatus und |I. ricinus
(nahere Informationen siehe Kapitel 4.1.5). Mit 8166 gesammelten Exemplaren stellte
D. reticulatus den dominierenden Anteil dar und verdeutlichte somit die Charakteristik der
Fangorte als Buntzeckenhabitate. Auf Basis der normierten 1-Stunden-Daten gibt Tab. 14

einen Uberblick Uber die Funde von D. reticulatus in Abhangigkeit von Standort und Jahr.

Tab. 14: Angabe der durchschnittlichen Fangzahlen (@) adulter D. reticulatus/h sowie der minimalen
(Min) und maximalen (Max) Fangwerte/h getrennt nach Standort, Jahr und Saison. Die Werte

basieren auf den normierten Daten (Kapitel 3.2.11.1). n = Anzahl Fangtermine, n.d. = nicht untersucht

Giiterfelde Gatow Falkenberg K. Wusterh.
o Min-Max n o Min-Max n o Min-Max n o Min-Max n
Jahr 2010
Frihjahr 17,08 1-37 5 46,7 19-63 3 11,3 2-28 3 223 835 3
Sommer 0,4 0-1 5 08 0-2 5 02 0-1 5 0,25 0-1 4
Herbst 1353 21-254 6 1783 40-270 6 70 6-96 6 84 1-156 7
Gesamt 56,2 0-254 16 86,7 0-270 14 32,5 0-96 14 46,9 0-156 14
Jahr 2011
Winter 50,3 0-101 3 130,5 79-182 2
Frihjahr 742 10-166 6 89  19-162 6
Sommer 0,2 0-1 5 04 0-2 0,6 0-2 5
Herbst 108,9 27-183 7 1424 29-270 55,5 24-82 41 13-61 8
Gesamt 64,7 0-183 21 89,7 0-270 21 30,1 0-82 21 371 0114 21
Jahr 2012
Winter 18,8 2-42 4 nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Frahjahr 81 58-121 3 nd. n.d. nd. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d.
Gesamt 454 2121 7 nd. n.d. nd. n.d. n.d. nd. nd. n.d. n.d.

27,5 3-52 2 365 2-71
31,3 1-70 6 62,7 5-114
6
7
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4.1.2 Saisonales Aktivititsmuster adulter Dermacentor reticulatus

Anhand der Fangdaten war im Verlauf eines Jahres ein ausgepragtes bimodales Auftreten
adulter D. reticulatus ersichtlich. Die entsprechenden Aktivitatsverlaufe sind fir alle vier

Standorte der Abb. 4 zu entnehmen.

250 ‘\

‘I\ P
200+ / ‘
150+
100+

501

Anzahl gesammelter D. reticulatus/h

Probennahme mit Angabe von Datum und Saison
(Friihjahr [F] bis Winter [W])

44444 +---- Gatow —— Falkenberg —— Glterfelde —-o— K. Wusterh.

Abb. 4: Im Jahresverlauf auftretende Aktivitaten von D. reticulatus an den untersuchten Standorten
Guterfelde, Gatow, Falkenberg und K. Wusterh. im Zeitraum 2010 bis 2011 bzw. 2012 (Guterfelde)

Die Rohdaten (Tab. 24 bis Tab. 27, Anhang) verdeutlichen dieses charakteristische
Zeckenaufkommen sowohl fir Weibchen als auch fir Mannchen. Generell war das
Vorkommen der Buntzecken durch einen Anstieg wahrend der Frihjahrs- und Herbstmonate
und einem Ruhen wahrend der Sommermonate gekennzeichnet. Eine erste stabile
Aktivitdtsphase erstreckte sich von Marz bis Mitte/Ende Mai (= Saison Frihjahr) mit einem
Aktivititsmaximum gegen Ende Marz. In Abhangigkeit vom Standort betrug die
durchschnittliche Anzahl gesammelter D. reticulatus/h in diesem Zeitraum 11,3-46,7 (2010)
bzw. 31,3-89,0 (2011) (Tab. 14). Wahrend der Monate Juni bis Mitte August (= Saison
Sommer) wurden an allen Standorten keine bis maximal 0,8 Buntzecken/h geflaggt. Im
Anschluss wurde eine zweite Aktivitdtsphase adulter D. reticulatus beobachtet, welche ihr
Maximum zumeist zwischen September und Oktober fand und bis Mitte November enorm

abfiel. Die durchschnittliche Zeckenzahl/h betrug in dieser Zeit (= Saison Herbst)
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70-178,3 (2010) bzw. 41-142,4 (2011). Der starke Rickgang der Anzahl aktiver Zecken mit
Ende November deutete auf das Ende der zweiten Aktivitadtsphase hin. In den Monaten
Dezember bis Februar (= Saison Winter) wurde die Probennahme aufgrund der
fortwahrenden winterlichen Bedingungen (2010/2011) bzw. aufgrund des Studiendesigns
(2011/2012) nur eingeschrankt durchgeflihrt. Einzelne Probennahmen bei geeigneter
Witterung (minimale Temperatur ca. 0 °C, keine geschlossene Schneedecke) wiesen auf
eine mogliche Aktivitat adulter Zecken in diesem Zeitraum hin, zeigten im Vergleich zu den
anderen Saisons jedoch starke Schwankungen. Demnach wurde mit dem Abschmelzen der
Schneedecke im Januar 2011 eine hohe Aktivitat von durchschnittlich 88,8 (Spanne 50-182)
Zecken/h beobachtet, die Mitte Februar jedoch wieder auf <3 Zecken/h abfiel. Auch im
Winter 2011/2012 wurden an samtlichen Terminen 2-42 D. reticulatus/h am zusatzlich

beprobten Standort Giterfelde gesammelt.

4.1.3 Entwicklungsstadien und Geschlechterstruktur von Dermacentor reticulatus

Alle in dem Studienzeitraum gesammelten Buntzecken wurden als adulte Zecken
identifiziert. Auf der Basis der absoluten (nicht-normierten) Daten widerspiegelte das
Verhaltnis der Geschlechter ein signifikant héheres Vorkommen an Weibchen an allen

Fangorten und Fangjahren (2010, 2011). Entsprechende Daten sind in Tab. 15 aufgefihrt.

Tab. 15: Uberblick zu den absoluten (n absol.) und relativen (n rel. %) Fangzahlen weiblicher und
mannlicher D. reticulatus fur alle Standorte unter Angabe der 95 % Konfidenzintervalle (KI).
Unterschiedliche Indizes (a’b) zeigen signifikante Unterschiede im Geschlechterverhaltnis innerhalb der
einzelnen Fangorte an (p<0,005).
Jahr 2010 Jahr 2011
n absol. nrel. (%) 95%KI(%) nabsol. nrel. (%) 95 % Kl (%)

Giiterfelde

Weibchen 513 56,6° 53,4-59,8 779 57,3° 54,7-59,9
Mannchen 393 43,4° 40,2-46,6 580 42.7° 40,1-45,3
Gatow

Weibchen 669 55,12 52,3-57,9 1095 56,8° 54,6-59,0
Mannchen 545 44.9° 42 1-47,7 833 43,2° 41,0-45,4
Falkenberg

Weibchen 230 57,5 52,6-62,3 381 60,6° 56,7-64,3
Mannchen 170 42 5° 37,8-47,4 248 39,4° 35,7-43,3
K. Wusterh.

Weibchen 382 58,2° 54,4-61,9 455 58,6° 55,1-62,0
Mannchen 274 41,8° 38,1-45,6 322 41.4° 38,0-44,9
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Demnach war das Auftreten weiblicher D. reticulatus im Jahr 2010 mit 55,1 % in Gatow bis
58,2 % in K. Wusterh. signifikant groRer als das der Mannchen (jeweils p<0,005). Auch im
Jahr 2011 wurden weibliche Zecken mit Anteilen von 56,8 % in Gatow bis 60,6 % in
Falkenberg signifikant haufiger gesammelt (jeweils p<0,001). In Abhdngigkeit vom Standort
war im Jahr 2011 eine relative Zunahme weiblicher Zecken um 0,3-3,1 % im Vergleich zum
Vorjahr zu verzeichnen. Der Unterschied war an keinem der Standorte signifikant (Mid-P
Exakt Test). Die Betrachtungen der Geschlechterverhaltnisse unter dem Gesichtspunkt der
Saisons bestatigten die signifikant gréReren Anteile weiblicher D. reticulatus innerhalb der
zeckenreichen Saisons Fruhjahr und Herbst fir jeden Standort (@ 2010/2011, jeweils
p<0,001). Ein Vergleich beider Saisons untereinander zeigte einen um 4,4-6,9 % hdoheren
Anteil an weiblichen Zecken in der Frihjahrssaison an samtlichen Standorten. Sowohl fir
Gatow als auch K. Wusterh. war dieser Unterschied signifikant (Mid-P Exakt Test, jeweils
p<0,05). Abbildung 5 veranschaulicht die Geschlechterverhaltnisse fiir die Frihjahrs- und
Herbstsaison fur alle Standorte. Auch in der Wintersaison (n=55 bis 261) Ubertraf die Anzahl
weiblicher Buntzecken (52,7-68,5 %) die der mannlichen Vertreter, jedoch war der
Unterschied ausschlief3lich an den Standorten Guterfelde und K. Wusterh. signifikant (jeweils
p<0,05).

Guterfelde Gatow Falkenberg K. Wusterh.

Fruhjahr (Méarz - Mai)

39,9 % 38,7 % 35,3% 37,5 %
60,1 % 61,3 % 64,7 % 62,5 %

n=537 n=763 n=215 n=443

Herbst (Mitte August bis November)

44,3 % 45,5 % 41,6 % 44,4 %
55,7 % 54,5 % 58,4 % 55,6 %

n=1574 n=2112 n=758 n=913
Anteil @ Anteil &

Abb. 5: Anteile mannlicher und weiblicher D. reticulatus innerhalb der Saisons Frihjahr und Herbst fur
alle Standorte (2010 und 2011 zusammen). Samtliche Geschlechterverhaltnisse sind signifikant

unterschiedlich (jeweils p<0,001). Grafik beruht auf den nicht-normierten Daten.
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4.1.4 Einflussfaktoren auf die Aktivitdat von Dermacentor reticulatus
4.1.4.1 Beschreibung der Zeckenaktivitat unter Betrachtung abiotischer Parameter

4.1.4.1.1 Parameter Fangort
Zwischen den Fangorten waren deutliche Unterschiede in den Aktivitatshohen der

Buntzecken erkennbar. Die meisten D. reticulatus wurden in Gatow geflaggt (n=3142),
gefolgt von Giterfelde (n=2265), K. Wusterh. (n=1433) und Falkenberg (n=1029) (Tab. 13).
Diese Standortreihenfolge konnte in beiden Jahren beobachtet werden. Mit einer Dichte von
88,5 gesammelten Buntzecken/h (@ 2010/2011) Uberstieg Gatow die Zeckendichte der
anderen Fangorte um das 1,45-fache (Glterfelde), 2,16-fache (K. Wusterh.) bzw. 2,85-fache
(Falkenberg). Diese Reihenfolge lag auch beim standortabhangigen Vergleich der Saisons
Frahjahr, Herbst und Winter vor. Eine Ausnahme bildete die Herbstsaison 2011, wonach
K. Wusterh. die geringste durchschnittliche Anzahl an Zecken/h aufwies. Tabelle 14 liefert

einen Uberblick Gber die hier genannten Fangzahlen/h.

4.1.4.1.2 Parameter Jahr
Die Jahre 2010 und 2011 umfassten Sammelzeitrdume unterschiedlicher Lange, zwischen

denen die absolute Anzahl gesammelter Buntzecken mit 3176 (2010) bzw. 4693 (2011)
Exemplaren divergierte (Tab. 13). Aufgrund der ausgepragten Saisonalitat der Zecken ist ein
Vergleich der Jahre unter diesen Umstanden schwierig. Bei der Auswertung der Daten sind
damit zwei Betrachtungsweisen mdglich: 1) Bei dem Vergleich der tatsachlich beprobten
Fangzeitraume (2010: Marz-November, 2011: Januar-November) war die Dichte von
D. reticulatus/h 2010 mit 55,6 Zecken identisch zu den in 2011 gesammelten
55,4 Exemplaren/h (Tab. 14). Innerhalb der Standorte Gatow und Falkenberg blieb dabei die
ermittelte Zeckendichte/h zwischen den Untersuchungsjahren mit einem Unterschied von
1,5-3 D. reticulatus relativ konstant. Dahingegen war im Jahr 2011 am Standort Glterfelde
eine Zunahme der Zeckenanzahl um 13,1 % (8,5 Zecken/h) bzw. am Standort K. Wusterh.
eine Abnahme um 20,9 % (9,8 Zecken/h) im Vergleich zum Vorjahr zu verzeichnen. Durch
das ausgepragte saisonale Verhalten flie3en bei dieser Betrachtungsweise jedoch Perioden
unterschiedlicher Zeckenaktivitdt in den Datenvergleich ein. 2) Durch das Entfernen der
Daten aus dem Jahresbeginn 2011 ist hingegen ein Vergleich identischer Sammelzeitraume
(Marz-November) mdoglich. Dieser Vergleich ist jedoch nur grob moglich, da in den beiden
Jahren nicht an absolut identischen Kalendertagen gesammelt wurde. AuRerdem wird damit
ein starrer Zeitraum geschaffen, der eine mdgliche Variabilitdt z. B. im Temperaturverlauf
oder Vegetationsaufwuchs in der jeweiligen Saison und mdglicherweise damit

einhergehende Verschiebungen in den Zeckenaktivitdten nicht berticksichtigt. Bei diesem
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Vergleich ist die durchschnittliche Zeckenzahl/h mit 55,6 (2010) bzw. 54,8 (2011)
Exemplaren dennoch ebenfalls nahezu identisch. Aufgegliedert in die einzelnen Standorte
wurde eine Abnahme der Zecken/h von 2010 zu 2011 in Falkenberg (32,5 vs. 30,3) und
K. Wusterh. (46,9 vs. 37,2) dokumentiert. In Gatow (86,7 vs. 85,4) und Guterfelde (56,2 vs.
67,1) war die Dichte nahezu identisch bzw. 2011 vergleichsweise héher.

Wahrend der zeckenreichen Saisons Frihjahr und Herbst wurden ebenfalls Unterschiede in
der Anzahl gesammelter Zecken zwischen den Jahren deutlich, wobei die Entwicklungen in
den genannten Saisons ein gegenlaufiges Muster zeigten. Im Vergleich zum Frihjahr 2010
lag die ermittelte Aktivitat von D. reticulatus in derselben Jahreszeit 2011 an allen Standorten
zusammen mit 65,3 Exemplaren/h weitaus hoher (+42 Zecken/h). Die Erhéhung wurde durch
einen Anstieg der Anzahl gesammelter D. reticulatus/h um den Faktor 1,91 (Gatow),
2,77 (Falkenberg), 2,81 (K. Wusterh.) und 4,34 (Glterfelde) verursacht. Der unterschiedliche
Sammelbeginn zwischen dem Frihjahr 2010 und 2011 flhrt womdglich zu der grofen
Differenz zwischen den Jahren. Durch Entfernung der Sammeldaten im Frihjahrsbeginn
2011 und der Betrachtung der Ubereinstimmenden Zeitrdume (Ende Marz-Ende Mai), zeigt
sich jedoch ein ebenfalls hoheres Vorkommen an Buntzecken im Frahjahr 2011. Somit
wurden mit 55,4 Zecken/h 32,7 Exemplare/h mehr gesammelt als im Jahr 2010. Im
Gegensatz dazu reduzierte sich die Zeckendichte, bedingt durch eine Abnahme an allen
Standorten, in der Herbstsaison von 2010 (121,4/h) zu 2011 (85,3/h). In Giterfelde, Gatow
und Falkenberg betrug die durchschnittliche Anzahl an D. reticulatus/h im Herbst 2011 nur
noch das 0,8-fache desselben Zeitraumes des Vorjahres. Am Standort K. Wusterh. war die
Zeckendichte sogar auf die Halfte reduziert (Faktor 0,49).

4.1.4.1.3 Parameter Saison

Innerhalb eines Jahres lieR} sich das Aktivitadtsverhalten von D. reticulatus einzelnen Saisons
zuordnen, welche im GrofRen und Ganzen den meteorologischen Jahreszeiten entsprachen
(Kapitel 4.1.2). Einen Uberblick tber die Anzahl gesammelter Buntzecken/h, getrennt nach
Standort, Jahr und Saison, liefert Tab. 14. Hohe Aktivitatsphasen traten in der Frihjahrs- und
Herbstsaison auf, welche in ihren Verlaufen ungefahr symmetrischen Optimumskurven
entsprachen. In der Friihjahrssaison lag die durchschnittliche Anzahl gesammelter Zecken/h
an allen Standorten zusammen bei 23,3 (2010) und 65,3 (2011) Exemplaren. Mit einer
Dichte von 121,4 (2010) bzw. 85,3 (2011) Individuen/h Uberstieg die Herbstsaison die der
Frihjahrsmonate um den Faktor 5,21 (2010) bzw. 1,31 (2011). Mit Ausnahme von
K. Wusterh. (Jahr 2011) war diese Entwicklung an allen Ubrigen Fangorten fir beide Saisons
zu verzeichnen. Diese Vergleiche durfen jedoch nur unter Vorbehalt erfolgen, da die Daten

fur das Frihjahr 2010 aufgrund des spaten Studienbeginns unvollstéandig erscheinen. In den
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beiden verbleibenden Saisons wurden nahezu keine (Sommer) bzw. unregelmatig (Winter)
Buntzecken gesammelt. Mit durchschnittlich 0,42 (2010) bzw. 0,3 (2011) geflaggten
Individuen/h wurden in der Sommersaison vergleichsweise wenig Zecken gesammelt.
Dahingegen wurden in der Wintersaison zwar wenige unregelmaflige Probennahmen
(9 Fangtermine) durchgefiihrt, allerdings war D. reticulatus mit  durchschnittlich
60 Exemplaren/h relativ aktiv (Winter 2010/2011).

4.1.4.1.4 Wetterbedingte Einfliisse auf die Zeckenaktivitat
Meteorologische Faktoren gelten als wichtige EinflussgroRen auf die Zeckenaktivitat. Im

Rahmen dieser Studie wurde die Bedeutung der Temperatur und der relativen
Luftfeuchtigkeit untersucht. Mithilfe einer mobilen Wetterstation wurden beide Parameter
einmalig an jedem Fangtermin vor Ort bestimmt. Tabelle 16 listet die erhaltenen
Durchschnittswerte im Jahresverlauf sowie die monatlichen Minimal- und Maximalwerte auf.
Abbildung 6 gibt hingegen samtliche Messdaten zusammen mit den entsprechenden

Fangzahlen von D. reticulatus im Detail wieder.

Tab. 16: Darstellung der berechneten Durchschnittswerte () sowie der Schwankungsbereiche von
Temperatur und relativer Luftfeuchtigkeit fir alle Kalendermonate basierend auf den vor Ort
gemessenen Daten aller Standorte und Jahre (2010-2012) zusammen. Min = Minimum,

Max = Maximum

n Fang- Temperatur (°C) RH (%)

Monat termine o Min Max o Min Max
Januar 6 34 -0,5 6 76,8 67 83
Februar 6 3,7 1 8 47,5 29 57
Marz 15 11,3 5 16 47,7 38 75
April 14 15,1 6,7 24 44 4 25 67
Mai 15 18 10 25 46,9 24 75
Juni 17 22,5 17 30 44,3 26 59
Juli 14 24,5 15 30 45,8 30 87
August 16 21,7 15 29 54,9 40 66
September 17 18 11,5 23 51,6 42 69
Oktober 15 12,3 8 18,5 62,7 51 85
November 13 6,7 -1,1 14 75,9 55 90
Dezember 1 4,5 - - 88,0 - -
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Abb. 6: Gemeinsame Darstellung der Anzahl gesammelter D. reticulatus pro Stunde sowie der vor Ort
gemessenen Temperatur- und relativen Luftfeuchtigkeitswerte flr alle Standorte fir den Zeitraum
2010 und 2011. Am Standort Guterfelde wurde die Aktivitat bis April 2012 dokumentiert. Das Fehlen
der Datendarstellung von Dezember 2010 bis Februar 2011 beruht auf einer Unterbrechung der

Probennahme in diesem Zeitraum.

Temperatur
Anhand der Verlaufskurven in Abb. 6 und den Durchschnittstemperaturen in Tab. 16 ist

ersichtlich, dass der Temperaturverlauf im Jahresgang einen ungefahr glockenférmigen
Charakter mit Maximalwerten im Monat Juli annahm. Zum Vergleich ist ebenso das
zweigipfelige Aktivitatsverhalten von D. reticulatus in den Abbildungen dargestellt. In der
ersten der beiden Aktivitatsphasen, welche der Frihjahrssaison entsprach, kam es zu einem

stetigen Anstieg der durchschnittlichen Temperatur von 11,3 °C (Marz) auf 18 °C (Mai). Die
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Aktivitdt von D. reticulatus stieg in dieser Phase zunachst an, fiel nach Erreichen eines
Maximums bei weiterhin steigender Temperatur gegen Ende Mai hin aber wieder ab. In der
Sommersaison, andauernd von Juni bis Mitte August, lag die durchschnittliche Temperatur
zunachst bei 22,5 °C, erreichte im Juli ihr jahrliches Maximum (24,5 °C) und fiel schlief3lich
bis Mitte August (21,9 °C; 8 Fangtermine in 1. Augusthélfte) zunehmend ab. In diesem
Zeitraum wurde nahezu keine Aktivitdt von D. reticulatus dokumentiert. In der
darauffolgenden zweiten Aktivitdtsphase, welche der Herbstsaison entsprach, sank die
Durchschnittstemperatur von Mitte August (22,1 °C; 8 Fangtermine in 2. Augusthalfte) bis
Ende November (6,7 °C) stetig ab. Das Aktivitatsverhalten von D. reticulatus widerspiegelte
in dieser Phase eine ungefahr symmetrische Optimumskurve, wie sie schon in gleicher
Weise im Frihjahr beobachtet wurde.

An Tagen der Saisons Frihjahr und Herbst, an denen an den jeweiligen Fangorten die
Maximalzahlen von D. reticulatus ermittelt wurden, lagen die Durchschnittstemperaturen mit
15,6 °C (Spanne 15-16 °C; Fruhjahr 2011; 2010 nicht berlcksichtigt) bzw. 17,4 °C
(10,2-23 °C; Herbst beide Jahre) relativ nah beieinander. Weiterhin verdeutlichten die
gesammelten Daten der verschiedenen Saisons, dass D. reticulatus zum einen in einem
gro3en Temperaturbereich aktiv war und zum anderen unterschiedliche Aktivitatsgrade trotz
ahnlicher Temperaturbereiche annahm. Demnach wurden im Frihjahr 2011 (2010
unvollstandige Daten) fur alle Standorte gemittelte Minimal- bzw. Maximaltemperaturen von
6,4 °C (5-9 °C) und 24,5 °C (23-25 °C) gemessen. Die durchschnittliche Anzahl gefangener
Buntzecken lag an diesen Fangtagen entsprechend bei 41,5 (16-60) bzw. 8,75 (1-19)
Zecken/h. Im Herbst (g 2010/2011) wurden durchschnittliche Temperaturwerte von minimal
3,4 °C (-1,1-8,7 °C) bis maximal 22,5 °C (20-29 °C) dokumentiert. Die ermittelten Fangwerte
lagen hier bei 71,5 (13-179) bzw. 29,6 (6-40) Zecken/h. Darlber hinaus verdeutlichte die
fehlende Aktivitat von D. reticulatus an kihlen Sommertagen, an denen die Temperatur
durchaus vergleichbar mit gemessenen Werten im Friihjahr oder Herbst war, das variierende
Verhalten dieser Zeckenspezies. Beispielsweise wurden in Guterfelde (2011) zu ahnlichen
Tageszeiten bei ungefahr 15 °C 166 (Ende Marz) bzw. 0 (Ende Juli) D. reticulatus geflaggt.

Ein Vergleich zwischen den Fangjahren 2010 und 2011 war aufgrund der Datenlage nur fir
die Saison Herbst sinnvoll. Mit Beginn der Saison verhielten sich die durchschnittlichen
Temperaturen mit 21 °C (20-29 °C; Jahr 2010) und 23,3 °C (19-22 °C; Jahr 2011) als auch
die zu diesen Zeitpunkten gemessene durchschnittiche Anzahl aktiver Zecken/h mit
22 (13-32; Jahr 2010) und 25,3 (6-40; Jahr 2011) Exemplaren in beiden Jahren ahnlich. Ab
ca. Anfang November wurde an den meisten Fangorten eine tendenziell ricklaufige
Zeckenaktivitdt beobachtet. Dennoch traten Schwankungen der Zeckenzahl, aber auch der
Temperaturen, in dieser Zeit auf. Demnach wurden am Standort Guterfelde 2011 bei 1 °C

57 Zecken/h gesammelt, zwei Wochen spater wurden hingegen bei 10 °C 77 Zecken/h
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gefunden. Die Variabilitat in der Anzahl geflaggter Zecken war in den Wintermonaten noch
deutlicher ausgepragt. Nach dem Abschmelzen einer wochenlang bestehenden
Schneedecke im Januar 2011 wurden in Abhangigkeit vom Fangort 50-182 Zecken/h bei
durchschnittlichen Temperaturen von 4,6 °C (3,4-6 °C) gesammelt. In der schneefreien
ersten Monatshalfte im Februar 2011 wurden ebenfalls 79 bis 101 Exemplare/h bei
durchschnittlich 8 °C (7,8-8 °C) dokumentiert. Mit Absinken der Temperatur auf 1-1,5 °C

wurden in der zweiten Monatshalfte nur noch 0-3 Zecken/h gefunden.

Relative Luftfeuchtigkeit

Die relative Luftfeuchtigkeit wurde zusatzlich neben der Temperatur an jedem Fangtag vor
Ort gemessen (Abb. 6). Die durchschnittlichen Messdaten fiir jeden Monat sind in Tab. 16
dargestellt. Es ist ersichtlich, dass die relative Luftfeuchtigkeit Uber das Jahr hinweg
tendenziell einen umgekehrten glockenformigen Verlauf annahm. In der zeckenreichen
Frihjahrssaison lag sie relativ stabil bei durchschnittlich 46,3 %. In den Monaten der
zeckenarmen Sommersaison wurden die niedrigsten Werte gemessen und erreichten im
Juni mit 44,3 % ihren Tiefstwert. In der im Anschluss folgenden zeckenreichen Herbstsaison
nahm die durchschnittliche Feuchte von 50,3 % ab Mitte August bis 75,9 % im November
wieder stetig zu. Trotz der Verlaufstendenz dieses Parameters wahrend eines Jahres war
eine Beschreibung der Messwerte im Zusammenhang mit der Aktivitdt von D. reticulatus
schwer moglich. Im Gegensatz zu den Temperaturwerten, die in Abhangigkeit von der
Jahreszeit nahezu stetig zu- oder abnahmen, zeigte die relative Luftfeuchtigkeit plétzliche
und immense Schwankungen zwischen einzelnen Fangtagen innerhalb eines Standortes
oder einer Saison. Dartber hinaus gilt es zu beachten, dass die Probennahme an Tagen an
denen die Vegetation durch Regen oder mangelndes Abtrocknen feucht war, was
vermeintlich Tagen mit einer hohen relativen Luftfeuchtigkeit entsprach, nicht durchgefiihrt
wurde und damit keine Aussagen Uber die Aktivitat von D. reticulatus unter diesen

Bedingungen getroffen werden konnten.

4.1.4.2 Negativ-Binomial-Regressionsanalyse zur Beurteilung der Bedeutung

abiotischer Parameter fiir die Zeckenaktivitat

Die Aktivitat adulter Buntzecken wird vermutlich Gber eine Vielzahl abiotischer und biotischer
Faktoren beeinflusst. Wie in den Kapiteln 4.1.4.1.1 bis 4.1.4.1.4 aufgefiihrt, scheinen
Unterschiede in der Aktivitat von D. reticulatus insbesondere unter Betrachtung der
Fangorte, der Saisons und der Temperatur aufzutreten. Publikationen von Mierzejewska et
al. (2015a) und Hubalek et al. (2003a) gaben zudem Anlass die Aktivitat auch in

Abhangigkeit vom klimatischen Parameter relative Luftfeuchtigkeit als auch vom Zeitfaktor
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Jahr zu prufen. Um mogliche Einflisse dieser unabhangigen Variablen (Standort, Jahr (2010,
2011), Saison, Temperatur, relative Luftfeuchtigkeit) auf die Aktivitdt von D. reticulatus
gemeinsam zu untersuchen, wurden diese mithilfe einer Negativ-Binomial-Regressionsanalyse
statistisch ausgewertet. Das enstandene Grundmodell (Modell 1A), welches zunachst samtliche
genannten Variablen beinhaltete, wurde einer Riickwartsselektion unterzogen. Anhand der Héhe
des aus der Modellrechnung hervorgehenden AICs und der Prifung mittels Wald-Test wurde der
Parameter relative Luftfeuchtigkeit als nicht relevante Variable identifiziert. Die Entfernung der
relativen Luftfeuchtigkeit brachte das Schlussmodell 1B hervor, welches mit einem Wert von
1110,9 den vergleichsweise niedrigsten und damit besten AIC aufwies und die Ubrigen Variablen
Standort, Jahr, Saison und Temperatur beinhaltete. Mit Ausnahme des Faktors Jahr (bten alle
drei verbleibenden Variablen einen signifikanten Einfluss auf die Aktivitdt von D. reticulatus aus.
Entsprechende detaillierte Erlauterungen zur Bedeutung dieser Faktoren werden in den
nachfolgenden Kapiteln 4.1.4.2.1 bis 4.1.4.2.4 gegeben. Tabelle 17 stellt beide Modelle anhand
der Variablen, AICs und der Pseudo-R>-MaRe (McFadden, Nagelkerke) vergleichend
gegenlber. Letztere zeigen zwischen beiden Modellen jeweils nahezu identische Werte.
Demnach wird durch die Variablen in beiden Modellen die Aktivitat der Zecken in etwa gleich gut
erklart. Das Pseudo-R? nach Nagelkerke (0,805), welches dicht an ,1“ liegt, und das Pseudo-R?
nach McFadden (0,176), welches in Abhangigkeit von der vorliegenden Referenz schon ab
einem Wert von 0,2 bzw. 0,4 als sehr gut gilt (Louviere et al. 2000, Hedderich und Sachs 2015),
verdeutlichen eine gute Anpassung des Schlussmodells 1B durch die erfassten erklarenden
Variablen an die vorhandenen Daten. Dennoch zeigen diese Werte, dass nicht alle auf die
Zeckenaktivitat Einfluss nehmenden Faktoren in dem Modell erfasst wurden. Auf Grundlage der
vorgegebenen Daten untermauerte der im statistischen Vergleich des Schlussmodels mit dem
Nullmodel auftretende signifikante Unterschied die Wahl eines guten Modells. Dariiber hinaus
bestatigte der signifikante Unterschied zum Poisson-Modell ebenso die Anwendung des Negativ-
Binomial-Modells, welches im Gegensatz zum Poisson-Modell auch mit Daten, die eine
Uberdispersion zeigen, arbeiten kann.

Zur grafischen Veranschaulichung des Modells 1B wurde Abb. 7 erstellt. Diese zeigt sowohl die
tatsachlich gesammelten Zeckenzahlen (Punkte) als auch die mithilfe der Regressionsanalyse
modellierten Zeckenzahlen (Verlaufskurven). In der Grafik selbst wurden beispielhaft
ausgewahlte Teilabbildungen zusammengefligt, welche die Unterschiede in der
Buntzeckenaktivitdt in Abhangigkeit von Standort, Saison und Temperatur aufzeigen. Die
errechneten Kurven in den Grafiken besagen, dass die tatsachliche Aktivitat mit einer 95 %igen
Wahrscheinlichkeit in diesem Bereich liegt. Die Abbildungen zeigen, dass die errechneten
Kurven zum Grofiteil optisch gut den realen Werten angepasst sind. Eine Ausnahme stellt die
Teilabbildung ,B: K. Wusterh.“ dar, wonach die modellierte Aktivitatskurve der Zecken Uber den

tatsachlichen Fangwerten lag.
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Tab. 17: Vergleichende Darstellung des mittels Negativ-Binomial-Regressionsanalyse berechneten Grund- und Schlussmodells. Zur Beurteilung der Variablen
sind die errechneten Schatzwerte und die dazugehdrigen p-Werte (Level-Ebene), die im Wald-Test ermittelten p-Werte (Variablen-Ebene) sowie die Rate

Ratios mit den entsprechenden 95 % Konfidenzintervallen (Kl) aufgefiihrt (n.b. = nicht berechnet; Wald-T. = Wald-Test).

Grundmodell 1A Schlussmodell 1B
S [Sandors | wer [ WS [Rote Jogoora[sohde [Standad |, o [T (Bt [ogk
Intercept 3,092 0,955 0,001 22,026 |2,922-179,707 |2,345 0,377 <0,001 10,438 |4,817-23,568
Wetterdaten
Temperatur 10,329 0,049 <0,001 1,389 1,250-1,538 0,284 0,043 <0,001 1,328 1,212-1,448
Temperatur® |[-0,011 0,002 <0,001 <0.001 0,989 0,985-0,992 -0,010 0,001 <0,001 <0001 0,989 0,987-0,993
RH -0,045 |0,036 0,210 0,956 0,883-1,031 n.b.
RH? 0,0004 |0,0003 0,159 028 1,000 0,999-1,001 n.b.
Jahr: 2010 vs. ...
2011 0,3 0,153 0,050 |0,05 1,349 0,977-1,859 0,288 0,155 0,063 0,063 1,334 0,962-1,845
Ort: Gatow vs. ...
Falkenberg |-1,067 |0,204 <0,001 0,344 0,230-0,514 -1,083 0,206 <0,001 0,339 0,226-0,508
Guterfelde -0,378 | 0,197 0,055 |<0,001 |0,685 0,465-1,006 -0,355 0,197 0,072 |<0,001 0,701 0,474-1,034
K. Wusterh. [-0,739 |0,2 <0,001 0,477 0,321-0,709 -0,724 0,202 <0,001 0,485 0,325-0,723
Saison: Friihjahr vs. ...
Sommer -4,302 {0,338 <0,001 0,014 0,006-0,027 -4,264 0,332 <0,001 0,014 0,007-0,027
Herbst 0,917 0,189 <0,001 |<0,001 |2,501 1,607-3,866 0,948 0,159 <0,001 [<0,001 |2,582 1,838-3,619
Winter 0,705 0,337 0,037 2,023 1,059-3,984 0,674 0,329 0,040 1,962 1,066-3,742
AIC: 1112,4 R?: Mc Fadden (0,178), Nagelkerke (0,808) AIC: 1110,9 R?: Mc Fadden (0,176), Nagelkerke (0,805)
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Abb. 7: Grafik zum mittels Negativ-Binomial-Regressionsanalyse erstellten Modell 1B mit Darstellung
der modellierten (Kurve) und tatsachlichen (Punkte) Fangwerte von D. reticulatus (Anzahl der Zecken
pro Stunde). Der graue Bereich um die Kurve zeigt das 95% Konfidenzintervall. Die Daten sind flr die
Parameter Standort und Saison in Abhangigkeit von der Temperatur dargestellt und werden
beispielhaft anhand der Teilabbildungen flir das Jahr 2011 wiedergegeben. Aufgrund der geringen
Aktivitdt (Sommer) bzw. geringen Anzahl an Fangterminen (Winter) sind die Standorte Gatow und

Guterfelde fur diese Saisons exemplarisch dargestellt.
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4.1.4.2.1 Bedeutung des Faktors Standort

Unter Berlcksichtigung der weiteren Variablen bestatigte sich in der Negativ-Binomial-
Regressionsanalyse der wichtige Einfluss des Parameters Standort auf die Aktivitat von
D. reticulatus. Im Vergleich zu den Standorten Falkenberg und K. Wusterh. wurden unter
Konstanthaltung aller anderen Faktoren in Gatow 2,95-mal (95 % Kl: 1,97-4,43; p<0,001)
bzw. 2,06-mal (95 % KIl: 1,38-3,08; p<0,001) mehr Buntzecken gesammelt. Die im Vergleich
zu Guterfelde scheinbar 1,43-fach (95 % Kl: 0,97-2,11, p=0,072) héhere Zeckendichte
verfehlte jedoch knapp die Signifikanz. Anhand der 95 % Konfidenzintervalle konnten zudem
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Standorten Guterfelde, Falkenberg und
K. Wusterh. ausgemacht werden (Tab. 17). Bei Betrachtung von Abb. 7 kénnen die vom
Modell berechneten erwarteten Verlaufskurven fur die D. reticulatus-Aktivitat fur die vier
Standorte am Beispiel der zeckenreichen Saisons Fruhjahr und Herbst im Jahr 2011
abgelesen werden. Die unterschiedliche Hohe der Verlaufskurven verdeutlicht die

standortabhangigen Differenzen in den Zeckenaktivitaten.

4.1.4.2.2 Bedeutung des Faktors Jahr

Die statistische Auswertung des Faktors Jahr in der Negativ-Binomial-Regressionsanalyse
beruhte, aufgrund der ausschlieBlich fur die Jahre 2010 und 2011 fir alle vier Standorte
vorliegenden Daten, auf diesen beiden Jahren. Samtliche fur 2010 und 2011 vorliegenden
Daten sind in die Berechnung eingeflossen. Unter gleichzeitiger Betrachtung der Variablen
Standort, Saison und Temperatur konnte kein signifikanter Einfluss durch den Faktor Jahr
ermittelt werden (95 % KI: 0,96-1,85 %; p=0,063).

4.1.4.2.3 Bedeutung des Faktors Saison

Unter Betrachtung des Zusammenwirkens der verschiedenen Faktoren im statistischen
Modell bestatigte sich der signifikante Einfluss des Parameters Saison auf die Aktivitat von
D. reticulatus. In Ubereinstimmung mit den genannten Beobachtungen zeigte das Modell
unter Konstanthaltung aller anderen Faktoren eine erhdhte Zeckenanzahl in der
Herbstsaison im Vergleich zur Frihjahrssaison. Mit einer 2,58-fachen Erhéhung war dieser
Unterschied hdéchst signifikant (95 % KI: 1,84-3,62 %; p<0,001). Die im Vergleich zum
Frihjahr bestimmte Reduktion der Anzahl geflaggter Zecken wahrend der Sommermonate
auf 1,4 % war ebenfalls hochst signifikant (95 % Kl: 0,67-2,71 %; p<0,001). Die Modellierung
ergab aullerdem einen signifikanten Unterschied zwischen der Frihjahrssaison und der
Wintersaison (95 % Kl: 1,07-3,74 %; p<0,05). Demnach stieg die Anzahl der Zecken/h unter

den gegebenen Bedingungen in den Wintermonaten um das 1,96-fache. Bei Betrachtung der
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95 % Konfidenzintervalle der Saisons Sommer bis Winter wurde zudem der signifikante
Unterschied der Sommersaison gegeniber den Saisons Herbst und Winter deutlich
(Tab. 17). Abbildung 7 veranschaulicht die saisonale Variabilitdt anhand der Anzahl
tatsachlich gefangener Zecken (Punkte) und der modellierten Werte (Verlaufskurven). Die
Teilabbildungen verdeutlichen die hier genannten Unterschiede bezliglich der ermittelten
Zeckenzahl in den Saisons Frihjahr und Herbst fir alle vier Standorte. Die Sommer- und

Wintersaison ist anhand der Fangorte Gatow und Guterfelde beispielhaft dargestellt.

4.1.4.2.4 Bedeutung der Temperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit

Temperatur
Die Erlauterungen in Kapitel 4.1.4.1.4 dokumentieren zunachst einen Anstieg der

Zeckenaktivitdt von D. reticulatus bis zu einem bestimmten Temperaturwert, gefolgt von
einem Ruckgang der ermittelten Zeckenzahlen bis nahe Null mit zunehmend heilReren
Temperaturen im Hochsommer. Aus diesem Grund wurde zwischen der metrischen Variable
Temperatur und der Zeckenaktivitdt eine quadratische statt einer linearen Beziehung
angenommen und diese daher in der Regressionsanalyse durch die beiden Parameter
Temperatur und Temperatur? ausgedrickt. Es konnte ein signifikanter Einfluss der
Temperatur bei zeitgleicher Betrachtung der verbleibenden Variablen (Modell 1B, Tab. 17)
statistisch belegt werden (p<0,001). Die resultierende glockenférmige Kurve war aufgrund
des negativen Schatzwertes flir Temperatur? (-0,010122) nach unten geo6ffnet. Unter
Konstanthaltung aller anderen Faktoren stieg die Anzahl gesammelter Zecken/h mit
zunehmender Temperatur zunachst an, erreichte bei einem Scheitelpunkt von 14,03 °C die
maximale Zeckenaktivitdt und nahm anschlieBend mit weiter steigenden Temperaturen
wieder ab (Abb. 7). Dieses Ergebnis erschien vereinbar mit den in Kapitel 4.1.4.1.4 detailliert
beschriebenen realen Beobachtungen. Entsprechend dem Regressionsmodell wurden
innerhalb des gemessenen Temperaturbereiches 80 % der Buntzecken in einer Spanne von
5,0-23,0 °C gefangen (Area under the curve-Berechnung ausgehend vom Scheitelpunkt
14,03 °C). Demnach sind nur jeweils 10 % der Zecken unterhalb von 5,0 °C bzw. oberhalb
von 23 °C zu erwarten. Die Summierung der Anzahl gefangener Zecken nach funf
verschiedenen Temperaturklassen zeigte, dass zwischen -1,1 °C und 5,1 °C 512 Zecken
aktiv waren, wohingegen in dem Temperaturbereich von 23,8-30 °C nur 110 Exemplare
gefunden wurden. Zur grafischen Veranschaulichung der genannten Ergebnisse zeigt Abb. 7
die in Abhangigkeit von der Temperatur beobachteten Fangzahlen/h und die darauf
basierenden erwarteten temperaturabhangigen Zeckenaktivitatskurven im Modell. Mit
Ausnahme der Sommersaison war in allen verbleibenden Saisons erkennbar, dass die

tatsachliche als auch die erwartete Anzahl an aktiven D. reticulatus diesem glockenformigen
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Verlauf entsprach. In der Sommersaison, der Zeit mit den héchsten Temperaturen im Jahr,

lag sowohl die gemessene als auch die erwartete Zeckenanzahl/h bei nahezu Null.

Relative Luftfeuchtigkeit

Die Berechnung der Bedeutung der relativen Luftfeuchtigkeit im Zusammenhang mit den
weiteren Variablen in der Negativ-Binomial-Regressionsanalyse zeigte keinen signifikanten
Einfluss dieses Parameters auf die Aktivitdt von D. reticulatus unter den genannten
Sammelbedingungen (Kapitel 3.2.1.1). Analog zu den Temperaturberechnungen wurde im
Modell 1A (Tab. 17) ebenso fir die relative Luftfeuchtigkeit von einem quadratischen
Einfluss, welcher durch die Faktoren RH und RH? ausgedriickt wurde, ausgegangen. Die
p-Werte von 0,210 (RH) und 0,159 (RH?) verdeutlichten jedoch, dass die relative
Luftfeuchtigkeit, unabhangig von ihrer Hohe, keinen Einfluss auf die Anzahl gesammelter
D. reticulatus hatte. Aufgrund der daraus resultierenden Verbesserung des AIC wurde dieser

Parameter im Modell 1B (Tab. 17) nicht weiter bertcksichtigt.

4.1.5 Vergleichende Darstellung zu Ixodes ricinus

Mithilfe der stereomikroskopischen Untersuchung wurde neben der dominierenden
Zeckenspezies D. reticulatus (n=8166) zusatzlich /. ricinus (n=1020) gefunden. Detaillierte
Informationen zur Anzahl gefangener /. ricinus, deren Entwicklungsstadien und Geschlecht
sind fir jeden Fangtag in Tab. 24 bis Tab. 27 im Anhang aufgefihrt. 2010 wurden mit
durchschnittlich 10 Zecken/h nahezu doppelt so viele [ ricinus gefangen wie 2011
(5,4 Exemplare/h). Mit 16,2 Individuen/h (2 2010/2011) wurden in Falkenberg die meisten
1. ricinus geflaggt, gefolgt von K. Wusterh. (5,2/h), Guiterfelde (4,1/h) und Gatow (3,7/h).
Weitere Informationen zu den durchschnittichen Fangen dieser Zeckenspezies sind,
getrennt nach Standort, Jahr und Saison, der Tab. 18 zu entnehmen. Im Gegensatz zu den
Buntzeckenfangen befanden sich unter den gesammelten /. ricinus sowohl adulte Zecken als
auch Pramarginalstadien. Dementsprechend wurden 707 adulte /. ricinus, 402 Nymphen und
7 Larven dokumentiert. Im Vergleich zu den Pramarginalstadien Uberwog an den vier
Standorten in der Mehrheit der Falle die Zahl der Adulten. In Abhangigkeit vom Fangort
reichte das Verhaltnis zwischen den juvenilen und adulten Stadien von 1:1,5 (Glterfelde) bis
1:5,3 (K. Wusterh.). Lediglich in Falkenberg waren die Pramarginalstadien mit einem
Verhaltnis von 1,1:1 geringflgig haufiger vertreten. In Bezug auf die Geschlechterverteilung
ist im Unterschied zu den D. reticulatus-Fangen, welche einen durchgehend hdéheren Anteil
an weiblichen Zecken zeigten, kein einheitliches Verteilungsmuster an den Standorten
erkennbar. Der durchschnittliche Anteil weiblicher I. ricinus beider Jahre reichte von 48,6 %

in Falkenberg bis maximal 59,3 % in Guterfelde.
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Tab. 18: Angabe der durchschnittlichen Fangzahl (@) von [. ricinus/h sowie der minimalen (Min) und
maximalen (Max) Fangzahlen/h getrennt nach Standort, Jahr und Saison. Die Werte basieren auf den

normierten Daten (Kapitel 3.2.11.1). n = Anzahl der Fangtermine, n.d. = nicht untersucht

Giterfelde Gatow Falkenberg K. Wusterh.
o Min-Max n o Min-Max n o Min-Max n o Min-Max n
Jahr 2010
Frihjahr 7,0 0-22 5 37 0-11 3 329 14,740 3 120 6-18
Sommer 7.4 0-15 5 76 0-21 5 30,2 17-38 5 70 0-15 4
Herbst 2,7 0-8 6 15 0-4 6 13,8 0-31 6 50 0-12 7
Gesamt 55 0-22 16 41 0-21 14 23,8 0-40 14 71 0-18 14

Jahr 2011
Winter 0 0-0 3 05 0-1 2 0 0-0 2 0 0-0 2
Fruhjahr 8,0 0-30 6 64 0-18 7 17,7 0-33 6 53 0-12 6
Sommer 24 0-5 5 3 0-13 5 17,2 449 6 70 0-14 5
Herbst 0,4 0-2 7 16 0-3,4 7 34 0-9 7 21 0-7 8

Gesamt 3,0 0-30 21 34 0-18 21 111 049 21 4,0 0-14 21
Jahr 2012

Winter 0 0-0 4 nd. n.d. nd. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d.

Frahjahr 1,7 0-4 3 nd n.d. nd. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d.

Gesamt 0,7 0-4 7 nd. n.d. nd. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d.

Im Vergleich zu D. reticulatus wurden verhaltnismaflig wenig /. ricinus geflaggt. Tabelle 19
gibt einen Uberblick Uber die absoluten Zahlen aller gesammelten /. ricinus getrennt nach
Standort und Jahr und stellt deren Verhaltnis zu D. reticulatus dar. Demnach war
D. reticulatus an allen vier Fangorten signifikant haufiger vertreten (p<0,001 bis p<0,005). Im
Vergleich zu den Ubrigen Fangorten fiel jedoch der Standort Falkenberg durch einen héheren
Anteil an [ ricinus Zecken auf (2010: 43,9 %; 2011: 27,4 %). Demgegenlber war
D. reticulatus mit durchschnittlich 91,9 % (2010) bzw. 94,9 % (2011) an den verbleibenden
Standorten dominierend. Bei Betrachtung der Speziesverteilung pro Jahr zeigte sich
ebenfalls ein signifikant grélRerer Buntzeckenanteil in allen drei Jahren (jeweils p<0,001).
Demnach betrug der Anteil von D. reticulatus am Gesamtzeckenfang in den Jahren 2010 bis
2012 85,1 % (n=3734; 95 % KI: 83,9-86,2 %), 91,1 % (n=5150; 95 % KI: 90,3-91,9 %) bzw.
98,3 % (n=302; 95 % KI: 96,2-99,3 %). Im Gegensatz dazu waren jedoch innerhalb der
einzelnen Saisons Unterschiede in der Speziesverteilung ersichtlich. Ursachlich waren
unterschiedliche Aktivitatsmuster der beiden Zeckenspezies im Verlauf eines Jahres. Im
Gegensatz zu dem bimodalen Auftreten von D. reticulatus wurde I. ricinus in Abhangigkeit

vom Standort durchgangig von ca. Marz bis Mitte November geflaggt. Im Resultat war der
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Anteil von D. reticulatus in der Herbstsaison (alle Orte und Jahre 2010/2011) mit
durchschnittlich 96,7 % (95 % KI: 96,2-97,1 %) signifikant gréRer (p<0,001). Entsprechendes
galt fir die Wintersaison, da hier nahezu keine /I ricinus gefunden wurden (99,8 %;
95 % KI: 98,96-99,97 %; p<0,001). Im Umkehrschluss Uberwog [ ricinus in den
Sommermonaten mit einem durchschnittlichen Anteil von 96,8 % (95 % KIl: 94,7-98,1 %;
p<0,001). Ein ebenfalls signifikant hoherer Anteil von D. reticulatus wurde mit Ausnahme des
Standortes Falkenberg fiir die verbleibenden drei Orte in der Frihjahrssaison beobachtet.
Letztere zeigten einen durchschnittlichen Buntzeckenanteil von 89,4 %
(95 % KI: 87,9-90,7 %; p<0,001). Am Standort Falkenberg konnte in der Frihjahrssaison
keine Signifikanz nachgewiesen werden (p=0,626), da in den Fangjahren die beiden
Zeckenspezies in ihrer Verteilung deutlich variierten. Demnach war [. ricinus im Fruhjahr
2010 mit einem Anteil von 77,9 % dominierend, 2011 lag hingegen der Anteil von
D. reticulatus mit 63,1 % vergleichsweise hoch. Zur Veranschaulichung der
Speziesverhaltnisse innerhalb der einzelnen Saisons zeigt die Abb. 8 die prozentualen

Anteile beider Zeckenspezies getrennt nach Standort und Jahr.

Tab. 19: Uberblick zu den absoluten (n absol.) und relativen (n rel. %) Fangzahlen von D. reticulatus

und [ ricinus unter Angabe der 95 % Konfidenzintervalle (KlI). Die Zahlen basieren auf den

nicht-normierten Daten. Die Indizes (a’b) zeigen signifikante Unterschiede in den Pravalenzen an
(p=0,001).
Jahr 2010 Jahr 2011

n absol. nrel. (%) 95%KI (%) nabsol. nrel. (%) 95 % Kl (%)
Giterfelde
D. reticulatus 906 91,1° 89,2-92,8 1359 95,6° 94,4-96,5
I. ricinus 88 8,9° 7,2-10,8 63 4,4° 3,5-5,6
Gatow
D. reticulatus 1214 95,4° 94,2-96,5 1928 96,4° 95,4-97,1
I. ricinus 58 4,6° 3,5-5,8 73 3,6° 2,9-4,6
Falkenberg
D. reticulatus 400 56,1° 52,4-59,7 629 72,6° 69,6-75,5
I. ricinus 313 43,9° 40,3-47,6 237 27.4° 24,5-30,4
K. Wusterh.
D. reticulatus 656 86,9° 84,3-89,1 777 90,2° 88,1-92,1
I. ricinus 99 13,1° 10,9-15,7 84 9,8° 7,9-11,9
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Abb. 8: Prozentuale Verteilung von D. reticulatus und /. ricinus innerhalb der Saisons Frihjahr bis
Winter fur alle Standorte im Jahr 2010 und 2011. Grundlage sind die nicht-normierten Sammeldaten.

n = Gesamtzahl aus beiden Zeckenspezies

4.2 Erregeruntersuchungen
4.2.1 Etablierung der PCR zum Nachweis verschiedener Piroplasmen

4.2.1.1 Auswertung der PCR zum Nachweis der Partialsequenz im 18S rRNA Gen

Die anfanglich verwendete PCR zum Nachweis eines 383-447 bp groRen Fragmentes des
18S rRNA Gens basierte auf der Veroffentlichung von Wielinga et al. (2009) und wurde zum
gleichzeitigen Nachweis von T. equi und einer noch groReren Vielfalt verschiedener
Babesien in den Primern und dem Reaktionsablauf modifiziert (Kapitel 9.2, Anhang). Das
erstellte Alignment zeigte, dass theoretisch samtliche in den Fokus genommenen Spezies
mit den Primern nachweisbar sind. Folgende Sequenzen wurden Uberprift: B. canis
(GenBank  Zugangsnummer EU152128.1), B.vogeli (HM590440.1), B. cf. microti
(KM116006.1), B. caballi (Z15104.1), B. major (EU622907.1), B. bigemina (JQ723014.1),
B. bovis (JQ723013.1), B. divergens (U16370.1), B. motasi (AY260180.1), B.ovis
(AY260178.1), B.capreoli (KX839234.1), B.venatorum (KF724377.1), B. microti
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(AB197940.1), B. rossi (JQ613104.1) und T. equi (KF559357.1). Eine Speziesdifferenzierung
war anhand der erzeugten Fragmente mdglich. Bei Verwendung der PCR wurden die zur
Verflgung stehenden Plasmide von B. rossi, B. microti und T. equi erfolgreich amplifiziert.
Die Modifizierung der Primer bewirkte jedoch eine erhdhte Unspezifitdt dieses Assays bei
der Untersuchung der Feldproben. Demnach wurden Produkte verschiedener Pilze und
Flechten erzeugt, die in der Gelelektrophorese in ihrer Grofle nicht von den
Babesienfragmenten zu unterscheiden waren. Die Uberpriifung der erzeugten Sequenzen
mit BLAST lieferte fir folgende Spezies die hochsten Ubereinstimmungen: Kontaminant |
(Xanthoria spp., z. B. JQ301641.1), Kontaminanten Il und V (Cyathicula-, Ombrophila- bzw.
Cudoniella spp., z. B. EU940015.1, AY789364.1, AY789340.1), Kontaminanten Il und IV
(Acremonium-, Sarocladium- bzw. Paecilymyces spp., z. B. GQ867783.1, KC987205.1). Da
eine weite Verbreitung dieser Umweltkontaminanten bei im Freiland gesammelten

D. reticulatus anzunehmen war, wurde die PCR flir diese Anwendung verworfen.

4.2.1.2 Auswertung der PCR zum Nachweis der ITS-1 Region von Babesien

4.2.1.2.1 Nachweisspektrum

Die vollkommen neu entwickelte PCR zum Nachweis der ITS-1 Region agierte im Vergleich
zur vorangegangenen PCR spezifischer, ermdglichte aber lediglich den Nachweis eines
kleineren Artenspektrums. Entsprechend des Alignments (Abb. 11, Kapitel 9.3) erlaubt die
Verwendung des Primerpaares die Amplifikation des ITS-1-Abschnittes der fur D. reticulatus
bedeutenden Babesien (B. canis, B. caballi) sowie einer Vielzahl weiterer in Europa,
vorwiegend in domestizierten Tieren beschriebenen Spezies dieser Gattung (B. bigemina,
B. major, B. venatorum, B. microti, B. divergens, B. vogeli) (Deplazes et al. 2013a). Auch bei
dieser PCR erfasste das Primerpaar den aulerhalb Europas auftretenden Erreger B. rossi.
Fir B. motasi, B. ovis, B. capreoli und T.equi konnte die Ubereinstimmung der Primer
aufgrund inkomplett vorliegender publizierter Sequenzen nicht Uberprift werden. Der
Nachweis von B. bovis war aufgrund der Inkompatibilitit des Ruckwartsprimers nicht
moglich. Die erfolgreiche Amplifikation von Material von B. canis, B. rossi und B. microti
wurde durch Anwendung der PCR bestatigt. T. equi konnte hingegen nicht amplifiziert
werden, sodass sich diese PCR ausschlielich auf die Amplifikation der genannten Babesien
beschrankt. Der Vergleich der Sequenzen im Alignment verdeutlichte Variationen in der
Basenabfolge und in den erzeugten Fragmentldngen (333-499 bp), wodurch die Moglichkeit
der Speziesdifferenzierung bestand. Durch die Untersuchung der isolierten Zecken-DNA
konnte zudem eine erhdhte Spezifitdt der PCR ermittelt werden. Es wurden weder den
Schlauchpilzen ahnelnde Fragmente, wie sie in der vorangegangenen PCR auftraten, noch

anderweitige unspezifische Amplifikate gebildet.
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4.2.1.2.2 Ergebnisse zur Optimierung der Reaktionsbedingungen

Im Vorfeld der eigentlichen Untersuchungen wurden die Reaktionsbedingungen
und -komponenten optimiert. Die entsprechenden Ergebnisse werden in den folgenden
Abschnitten erlautert. Die Auffihrung des gesamten Reaktionsansatzes sowie der

Reaktionsbedingungen erfolgte zum besseren Uberblick bereits in Kapitel 3.2.5.2.

Festlequng der Annealing-Temperatur und der Polymerase

Die rechnerisch ermittelten Schmelztemperaturen der Primer lagen bei 72 °C (FP) und 70 °C
(RP), wonach die Annealing-Temperatur theoretisch bei 67-69 °C angesetzt werden konnte.
Die Plasmid-DNA von B. microti und B. rossi wurde unter Anwendung verschiedener
Temperaturgradienten (65-75 °C) bei einer Annealing-Temperatur von 67 °C optimal
amplifiziert. Dartber hinaus agierte die Maxima Hot Start Taqg DNA Polymerase im Vergleich
zur Phusion Hot Start Il Polymerase weitaus sensitiver und vervielfaltigte die Plasmid-DNA

von B. microti und B. rossi jeweils in den Verdiinnungsstufen 108 bis 10".

Einstellung der MgCl,- und Primerkonzentration

Zur Optimierung der PCR wurden anschlieBRend die Konzentrationen dieser
Reaktionskomponenten variiert. Der Einsatz von 2 mM MgCl, zeigte sowohl bei den
Plasmidpositivkontrollen als auch bei den gespikten Proben scharf umrissene und
zuverlassig replizierbare Banden. Letztere Proben entsprachen isolierter Zecken-DNA,
denen eine definierte Menge der Positivkontrolle zugesetzt wurde.

Unter Verwendung dieser MgCl,-Konzentration und einer Annealing-Temperatur von 67 °C

wurde eine optimale Primerkonzentration von 0,4 uM bestimmt.

Bestimmung der Sensitivitdt der PCR

Nach der erfolgreichen Einstellung der Reaktionskomponenten konnten bis zu 10 Kopien der
reinen Plasmid-DNA (B. microti, B. rossi) nachgewiesen werden. Die Funktionsfahigkeit der
PCR unter Realbedingungen wurde anschlieRend mithilfe verschiedener Reaktionsansatze,
bei denen eine definierte Menge der Positivkontrollen zu den mdglicherweise inhibitorisch
wirkenden Zeckenisolaten hinzugefligt wurde, dberprift. In der Untersuchung der
Einzelproben mit einem DNA-Gehalt von 60-120 ng/ul gelang der Nachweis von bis zu
10" (B. microti) bzw. 10? Kopien (B. rossi). Bei der Uberpriifung der Zeckenpools wurden die
zugesetzten Plasmidkopien bis zu einer Templatemenge von 2 ul Zecken-DNA
(60-120 ng/ul) zuverlassig amplifiziert (<50 Kopien). Zugaben Uber diese Menge hinaus

zeigten eine abnehmende Sensitivitat.
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4.2.2 Anzahl und Verteilung untersuchter Dermacentor reticulatus

Aus der Gesamtanzahl der 8166 gesammelten Buntzecken wurde eine Stichprobe von 2000
adulten weiblichen D. reticulatus auf verschiedene zeckenlbertragene Erreger untersucht.
Kapitel 3.2.3.1 zeigt die Bedingungen und die Formel zur Berechnung einer reprasentativen
Anzahl zu untersuchender Zecken flir jeden Fangtag pro Jahreshalfte. Wahrend im Jahr
2011 die angestrebte Gesamtanzahl von 125 zu analysierenden Zecken pro Jahreshalfte an
allen vier Fangorten vorhanden war, wich die Anzahl der zur Verfigung stehenden
Buntzecken im Jahr 2010 aufgrund des spaten Studienbeginns und zu geringer Fangwerte in
der ersten Jahreshilfte davon ab. Einen Uberblick tber die im Endeffekt fur jede
Jahreshalfte und fir jeden Standort untersuchte Anzahl von D. reticulatus liefert Tab. 20.
Detaillierte Informationen fur die einzelnen Fangtage sind hingegen in Tab. 24 bis Tab. 27
(Anhang) aufgefuhrt.

Tab. 20: Uberblick zur Anzahl untersuchter D. reticulatus aus allen gesammelten weiblichen

Buntzecken
Jahr 2010 Jahr 2011

Standort n untersucht (n gesammelt) n untersucht (n gesammelt)

Jahreshiilfte | Jahreshilfte Il Jahreshiilfte | Jahreshiilfte Il
Giterfelde 91 91) 165 (461) 125 (362) 125 (416)
Gatow 89 (89) 167 (580) 125 (524) 125 (571)
Falkenberg 15 (15) 216 (216) 125 (153) 125 (228)
K. Wusterh. 50 (50) 207 (332) 125 (279) 125 (176)

4.2.3 Préavalenzen

4.2.3.1 Babesia spp.

Vertreter der Babesien wurden mithilfe einer PCR zum Nachweis eines 333-499 bp grofien
Fragmentes der ITS-1 Region untersucht. Diese in Form von Pools durchgefiihrten
Untersuchungen zeigten Banden der entsprechenden GréfRe in vier Pools. Die Kontrolle
durch Analyse der im Pool vereinten Einzelzecken konnte den Hinweis auf eine Babesien-
Infektion jedoch in keinem Fall bestatigen. Demnach waren samtliche der 2000 analysierten

D. reticulatus in Bezug auf eine Infektion mit Babesien negativ (0 %; 95 % KI: 0-0,14 %).
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4.2.3.2 Borrelia spp.

Die Bestimmung der Pravalenz verschiedener Borrelien erfolgte durch Detektion eines
Fragmentes in der 5S-23S rRNA IGS-Region mithilfe zweier verschiedener PCR-Verfahren.
Die vorangeschaltete konventionelle PCR agierte vergleichsweise unspezifisch und wurde
durch Anwendung einer real-time PCR, welche das gesuchte Gensegment mithilfe einer
Sonde detektiert, Uberprift. Im Ergebnis wurde in funf der insgesamt 2000 einzeln
untersuchten Zecken ein den Borrelien entsprechendes 67 bp groles Fragment
nachgewiesen (0,25 %; 95 % KIl: 0,11-0,58 %) (Tab. 21). Die Funde stammen von allen vier
Standorten und die Pravalenzen erreichten Werte von 0,2% (Gatow, Guterfelde;
95 % KI: 0,03-1,1 %), 0,21 % (Falkenberg; 95 % KIl: 0,04-1,17 %) bzw. 0,39 % (K. Wusterh.;
95% KI: 0,11-1,43 %). Mit 0,2% (2010; 95 % KI: 0,05-0,73 %) und 0,3 % (2011;
95 % KI: 0,1-0,88 %) waren die Pravalenzen zwischen den Jahren nahezu identisch. Nach
Amplifikation des 153 bp groRen Fragmentes des hbb Gens gelang die Bestimmung der
Genospezies bei zwei der funf positiven Proben mittels Sequenzierung. Eine Probe
entsprach zu 100 % der Sequenz von B. miyamotoi, welche bereits aus |. ricinus und
I. hexagonus in Deutschland isoliert wurde (GenBank Zugangsnummer HE993870.1)
(Schreiber et al. 2014). Die zweite Probe war 100 % identisch zu verschiedenen Isolaten von
B. afzelii (GenBank Zugangsnummer CP009212.1). Aufgrund der niedrigen Pravalenzen und
den stark uberlappenden 95 % Konfidenzintervallen wurde auf eine vergleichende

statistische Auswertung auf signifikante Unterschiede verzichtet.

Tab. 21: Borrelien-Pravalenzen in D. reticulatus mit Angabe der 95 % Konfidenzintervalle (KIl)

Giterfelde Gatow Falkenberg K. Wusterh.
Jahr 2010
Anzahl positiv/untersucht 1/256 0/256 1/231 0/257
Pravalenz 0,39 % 0% 0,43 % 0%
95 % KI 0,07-2,18 % 0,0-1,05 % 0,08-2,41 % 0,0-1,04 %
Jahr 2011
Anzahl positiv/untersucht 0/250 1/250 0/250 2/250
Pravalenz 0% 0,4 % 0 % 0,8 %
95 % K 0,0-1,07 % 0,07-2,23 % 0,0-1,07 % 0,22-2,87 %

4.2.3.3 Anaplasmataceae

In Bezug auf den Nachweis verschiedener Anaplasmataceae wurde D. reticulatus in Form
von Pools, jeweils bestehend aus der DNA von finf Zecken, analysiert. Innerhalb dieser

Familie wurde der Fokus der Untersuchung auf Vertreter der Anaplasmen und Ehrlichien
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sowie auf Cand. Neoehrlichia mikurensis gelegt. Die gemeinsame PCR zum Nachweis der
Erreger basierte auf der Detektion eines 257 bp grofden Fragmentes des 16S rRNA Gens.
Zunachst zeigten sechs Pools Banden der entsprechenden Grolde in der Gelelektrophorese.
Die separate Untersuchung aller poolbildenden Zecken in einem weiteren PCR-Durchlauf
sowie in der HRM verifizierte eine Infektion jedoch bei nur einer einzigen Zecke. Damit
betrug die Pravalenz in den 2000 untersuchten Zecken 0,05 % (95 % KI: 0,01-0,28 %)
(Tab. 22). Der Fund der positiv getesteten Zecke stammte aus dem Fangort Falkenberg
(2010). Die Sequenzierung des amplifizierten Materials zeigte mit 99 % die hdchsten
Ubereinstimmungen mit den Spezies A. phagocytophilum (GenBank Zugangsnummer
AY055469.3) und A. platys (GenBank Zugangsnummer EF139459.1). Da in Deutschland
bislang kein Vorkommen von A. platys beschrieben wurde, war davon auszugehen, dass es
sich bei der Sequenz um A. phagocytophilum handelte.

In den Untersuchungen wurden weder Ehrlichien noch Cand. Neoehrlichia mikurensis
nachgewiesen (0 %; 95 % KI: 0-0,14 %).

Tab. 22: Pravalenzen von Anaplasma spp., Ehrlichia spp. und Cand. Neoehrlichia mikurensis in

D. reticulatus mit Angabe der 95 % Konfidenzintervalle (KI)

Giiterfelde Gatow Falkenberg K. Wusterh.
Jahr 2010
Anzahl positiv/untersucht 0/256 0/256 1/231 2 0/257
Pravalenz 0% 0% 0,43 % 0 %
95 % K 0,0-1,05 % 0,0-1,05 % 0,08-2,41 % 0,0-1,04 %
Jahr 2011
Anzahl positiv/untersucht 0/250 0/250 0/250 0/250
Pravalenz 0% 0% 0% 0%
95 % K 0,0-1,07 % 0,0-1,07 % 0,0-1,07 % 0,0-1,07 %

3 Anaplasma sp.

4.2.3.4 Rickettsia spp.

4.2.3.4.1 Pravalenzen

Aufgrund hoher erwarteter Pravalenzen wurden die 2000 Buntzecken einzeln auf eine
Infektion mit Rickettsien untersucht. In einer vorangeschalteten PCR, welche ein 203 bp
groRes Fragment des gltA-Gens amplifizierte, zeigten 1280 (64,0 %; 95 % KIl: 61,9-66,1 %)
Zecken positive Banden. Samtliche nach Fangort, Jahr und Saison getrennten Pravalenzen
sind in Tab. 23 aufgefihrt. Die Durchschnittspravalenzen in den verschiedenen
Untersuchungsjahren waren nahezu identisch (2010: 63,0 %; 2011: 65,0 %; Mid-P Exakt
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Test p=0,35). Im Gegensatz dazu zeigten die Standorte grofe Differenzen in der Anzahl
Rickettsien-infizierter Buntzecken. Demnach waren die in Gatow ermittelten Pravalenzen mit
28,5% (2010) bzw. 34,4 % (2011) signifikant niedriger als in den verbleibenden drei
Standorten (2010: 71,9-77,0 %; 2011: 71,2-81,2 %; beide Jahre jeweils Mid-P Exakt Test,
p-Werte korrigiert nach Holm: p<0,001). Dartber hinaus wurden 2011 am Standort
Falkenberg im Vergleich zu Giuterfelde weniger Rickettsien-infizierte Buntzecken ermittelt
(Mid-P Exakt Test korrigiert nach Holm: p<0,05). Die folgenden Betrachtungen kleinerer
Zeitfenster im Jahresverlauf zeigten keine signifikanten Unterschiede in den Pravalenzen.
Gemal der urspriinglichen Aufteilung in zwei Jahreshalften betrugen die Infektionsraten an
allen Standorten zusammen in der ersten Jahreshalfte in 2010 57,6 % (n=245) und in der
zweiten 64,8 % (n=755). In 2011 erreichten die Pravalenzen 62,8 % (n=500) in der ersten
bzw. 67,2 % (n=500) in der zweiten Jahreshalfte. Die nach Abschluss der Zeckensammlung
sinnvoller erscheinende Aufteilung nach Saisons ahnelte in ihren Ergebnissen der
ursprunglichen Einteilung, da die zeckenreichen Saisons Frihjahr und Herbst mit 627 bzw.
1255 Exemplaren den Groldteil der Zecken der beiden Jahreshalften ausmachten. Demnach
waren in den FrUhjahrsmonaten (alle Standorte zusammen) 57,8 % (n=244; 2010) bzw.
61,6 % (n=383; 2011) der untersuchten D. reticulatus mit Rickettsien infiziert. Dagegen lagen
die durchschnittlichen Pravalenzen mit 64,8 % (n=755; 2010) und 67,2 % (n=500; 2011) in
den Herbstmonaten um 5,6-6,9 % hdher als im Frihjahr. Bei Betrachtung der einzelnen
Standorte war jedoch kein einheitliches Pravalenzmuster beim Vergleich dieser beiden
Saisons erkennbar. Auf die verbleibenden Saisons Sommer und Winter entfielen insgesamt
118 untersuchte Zecken, wobei in den Sommermonaten mit lediglich finf D. reticulatus eine
zu vernachlassigende Stichprobe vorhanden war. In den Wintermonaten 2010/2011 lag die
durchschnittliche Rate Rickettsien-infizierter Buntzecken bei 66,4 %. Paarweise statistische
Tests zwischen allen vier Saisons (Durchschnitt aller Standorte) verdeutlichten fehlende
signifikante Unterschiede sowohl fir das Untersuchungsjahr 2010 als auch fir 2011
(paarweise Mid-P Exakt Tests, p-Werte korrigiert nach Holm: p=0,15 bis p=1,0).

Zur Bestimmung der Genospezies wurden 18 aus den vier Fangorten ausgewahlte Proben in
einer zweiten PCR untersucht, welche ein 676 bp groles Fragment des gltA-Gens
vervielfaltigte und aufgrund der langeren Sequenz bessere Differenzierungsmaoglichkeiten
zwischen nahe verwandten Rickettsia spp. ermoglichte. Die Sequenzierung des
amplifizierten Materials zeigte bei allen 18 Zecken eine 100%ige Ubereinstimmung mit

verschiedenen Isolaten von R. raoultii (u. a. GenBank Zugangsnummer KT261764.1).
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Tab. 23: Pravalenzen von Rickettsia spp. in D. reticulatus in Bezug auf Fangort, Jahr und Saison unter
Angabe der 95 % Konfidenzintervalle (Kl). Unterschiedliche Indizes (*°) verdeutlichen signifikante

Pravalenzunterschiede zwischen den Fangorten in beiden Jahren (p<0,05).

Giterfelde Gatow Falkenberg K. Wusterh.
Positive Zecken/Gesamtzahl untersuchter Zecken
Pravalenz in % (95 % KIl)

Jahr 2010
Gesamt 193/256 73/256 166/231 198/257

75,4 (69,8-80,3)° 28,5 (23,3-34,3)° 71,9 (65,7-77,3)° 77,0 (71,5-81,8)°
Frihjahr 59/91 29/88 11/15 42/50

64,8 (54,6-73,9) 33,0 (24,0-43,3) 73,3 (48,0-89,1) 84,0 (71,5-91,7)
Sommer 0/0 0/1 0/0 0/0

- 0 (0,0-73,0) - -
Herbst 134/165 44/167 155/216 156/207

81,2 (74,6-86,4) 26,3 (20,3-33,5) 71,8 (65,4-77,3) 75,4 (69,1-80,7)
Jahr 2011
Gesamt 203/250 86/250 178/250 183/250

81,2 (75,9-85,6)° 34,4 (28,8-40,5)° 71,2 (65,3-76,5)" 73,2 (67,4-78,3)®
Frihjahr 74/92 19/90 76/101 67/100

80,4 (71,2-87,3) 21,1 (14,0-30,6) 75,2 (66,0-82,6) 67,0 (57,3-75,4)
Sommer 1M 0/1 0/0 2/2

100 (27,0-100) 0 (0,0-73,0) - 100 (42,5-100)
Herbst 104/125 53/125 83/125 96/125

83,2 (75,7-88,7) 42,4 (34,1-51,2) 66,4 (57,7-74,1) 76,8 (68,7-83,3)
Winter 24/32 14/34 19/24 18/23

75,0 (57,9-86,7)

41,2 (26,4-57,8)

79,2 (59,5-90,8)

78,3 (58,1-90,3)
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4.2.3.4.2 Logistische Regression zur Beurteilung der Bedeutung verschiedener

Parameter fiir die Rickettsien-Pravalenz

Um mdgliche Einflisse der Variablen Fangort, Jahr und Saison auf die Infektionsrate von
D. reticulatus mit Rickettsia spp. gleichzeitig zu betrachten, wurden die Daten in einem
generalisierten linearen Modell mittels logistischer Regression zusammen untersucht. Das

daraus hervorgehende Grundmodell (Modell 2A) ist in Abb. 9 dargestellt.

Modell 2A _
n Odds Ratio 95 % KI  p-Wert
Jahr 2010 : 1000
Jahr 2011 - h.._. 1000 1,12 0,91-1,39 0,2770
Gatow 506
Giiterfelde - : —e— 506 794  6,00-10,58 <0,001
Falkenberg —e 481 537  4,09-7,08 <0,001
K. Wusterh. - : e 507 6,57 5,00-8,69 <0,001
Friihjahr 627
Sommer - — 5 124 017-11,21 0,8364
Herbst = 1255 1,25 1,003-1,57 0,0463
Winter - H—— 113 139  0,87-224 01757
UK\ A
o

Odds Ratio

Wald-Test (p-Werte): Fangort (<0,001), Jahr (0,28), Saison (0,19)
AIC: 2313,5
R* Nagelkerke 0,200/ Mc Fadden 0,121

Abb. 9: Forestplot zu dem in der logistischen Regressionsanalyse erstellten Grundmodell 2A zur
Beurteilung mdglicher Einflussfaktoren auf die Rickettsien-Pravalenz in D. reticulatus unter Angabe
der Odds Ratios, 95 % Konfidenzintervalle und p-Werte. Es wurden die Referenzkategorien Gatow,
Jahr 2010 und Saison Frihjahr gegen die verbleibenden Level aus Standort, Jahr und Saison

getestet. n = Anzahl untersuchter Zecken

Die Optimierung dieses Modells wurde durch die Elimination der Parameter Jahr und Saison,
welche durch ihren fehlenden bzw. schwach signifikanten Einfluss weder das Modell
verbesserten (AIC) noch einen signifikanten Einfluss als Faktor (Wald Test) hatten, erreicht.
Als Resultat beinhaltete das Beste Modell (Modell 2B) ausschlie3lich den Parameter Fangort
(Abb. 10). Der Vergleich beider Modelle zeigte eine Verbesserung des AIC um 2,4 Punkte.
Das Pseudo-R? nach McFadden und Nagelkerke war in beiden Modellen nahezu gleich. Der
signifikante Unterschied zum Nullmodel bewies die Gute des Modells. Im Ergebnis

verdeutlichte das Beste Modell eine signifikant geringere Infektionswahrscheinlichkeit von
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D. reticulatus mit Rickettsien in Gatow im Vergleich zu den drei verbleibenden Fangorten
(jeweils p<0,001). Gemessen am Fangort Gatow, war die Wahrscheinlichkeit infizierte
Buntzecken zu finden (Odds) an den anderen Standorten 5,48-mal (Falkenberg), 6,6-mal
(K. Wusterh.) bzw. 7,86-mal (Guterfelde) hoher.

Modell 2B _
n Odds Ratio 95 % KI  p-Wert

Gatow : 506
Giiterfelde A e 506 786  504-10,46 <0,001
Falkenberg - l—*:ii 481 5,48 4,18-7,22 <0,001
K. Wusterh. : e 507 660 502872 <0,001

Odds Ratio

AIC: 23111
R* Nagelkerke 0,197/ Mc Fadden 0,119

Abb. 10: Forestplot zu dem in der logistischen Regressionsanalyse erstellten Besten Model 2B zur
Beurteilung mdglicher Einflussfaktoren auf die Rickettsien-Pravalenz in D. reticulatus unter Angabe
der Odds Ratios, 95 % Konfidenzintervalle und p-Werte. Ausschliel3lich der Standort hat einen
signifikanten Einfluss. Die Referenzkategorie Gatow wurde gegen die verbleibenden Standorte

Guterfelde, Falkenberg und K. Wusterh. getestet. n = Anzahl untersuchter Zecken
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5 Diskussion

Zeckenubertragene Erkrankungen stellen einen wichtigen Bereich der Infektionsmedizin
sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin dar. Die Arten und Pravalenzen von
in den Zecken befindlichen Erregern, aber auch das Vorkommen und die Aktivitat
verschiedener Zeckenspezies selbst, variieren in Abhangigkeit von der geografischen
Region und unterliegen dartiber hinaus einem stetigen Wandel. Die vorliegende Studie liefert
umfassende Untersuchungen zum Aktivitatsverhalten adulter D. reticulatus im Jahresverlauf
in Berlin und dem angrenzenden Umland und untersucht die aktuelle Situation zur
Erregerlast (Babesien, Borrelien, verschiedene Anaplasmataceae, Rickettsien) in den
Zecken. Daruber hinaus wurden Abhangigkeiten zwischen der Aktivitat der Buntzecken bzw.
der Rickettsienpravalenz und verschiedenen abiotischen Faktoren bestimmt.

Die dabei erzielten Ergebnisse werden im Folgenden zunachst unter dem Gesichtspunkt der
fur das Sammeln und Untersuchen der Zecken verwendeten Methoden beleuchtet. Im
Anschluss werden die Beobachtungen zur Aktivitat von D. reticulatus und potentiell auf diese
Einfluss nehmende Faktoren diskutiert. Zuletzt werden die Pravalenzen der untersuchten
Erreger mit den Ergebnissen anderer Publikationen verglichen und die hier erzielten

Ergebnisse unter dem Aspekt ihrer human- und tiermedizinischen Relevanz erortert.

5.1 Untersuchungsmethoden

5.1.1 Flaggen von Zecken

Die Fahnen-Flaggen-Methode

Die im Rahmen dieser Studie verwendete Fahnen-Flaggen-Methode gilt als effektives
Verfahren zum Sammeln wirtssuchender adulter Buntzecken (Martinod und Gilot 1991) und
wird in der Literatur immer wieder als Fangmethode angegeben (Beelitz et al. 2012,
Radzijevskaja et al. 2015, Wojcik-Fatla et al. 2015). Die Effektivitdt anderer Fangverfahren
zum Sammeln adulter D. reticulatus wurde bislang kaum untersucht. Die Wahl des
Fangverfahrens sollte jedoch grundsatzlich in Abhangigkeit von der Zeckenspezies erfolgen,
da diese aulerst unterschiedlich auf die verschiedenen Verfahren ansprechen. Daneben
sind das Entwicklungsstadium, ihre Reizfaktoren, das Wirtssuchverhalten und die zu
erwartenden Aktivitatszeiten sowie Habitatsstrukturen und bestehende Wetterverhaltnisse
von Bedeutung (Schulze et al. 1997, Tack et al. 2011, Dantas-Torres et al. 2013, Mays et al.
2016). Vom Prinzip her nahezu identische Verfahren wie das Walking (Ginsberg und Ewing
1989) bzw. Dragging (Dantas-Torres et al. 2013, Rulison et al. 2013) sind eher zum Fangen

kleinerer Zeckenzahlen bzw. zum Beproben bodennaher Vegetationsschichten geeignet.
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Eine konstante CO,-Benetzung technisch modifizierter Flaggen (Gherman et al. 2012)
bewirkt keine signifikante Verbesserung gegenuber der konventionellen Flagge (Mays et al.
2016). Auch der Vergleich der Zeckenaktivitat auf Basis duftstoffversetzter Flaggen (Fourie
et al. 1995) besitzt vermutlich nur eingeschrankte Aussagekraft, da die Konzentration der
Wirtsgertiche zum einen schwer standardisierbar und zum anderen stark anfallig gegentber
Wetterbedingungen (feuchte Vegetation, Wind) ist. Nachteiligerweise wird die Effektivitat der
Flaggen-Methode, wie auch die der anderen Fangmethoden, ebenfalls durch bestehende
Witterungsverhaltnisse beeinflusst (Gray 1985, Schulze et al. 1997). Somit wurde in dieser
Studie das Flaggen bei tau- oder regennasser bzw. schneebedeckter Vegetation eingestellt,
da sich die Mikrofaserstruktur der Flagge verandert und die Zecken womdglich schlechter
anhaften kdnnen. Auch starker Wind erschwerte das Sammeln. Darliber hinaus bergen diese
Verfahren, bei denen Zecken von der Vegetation abgestreift werden, das Risiko bereits
anhaftende Exemplare durch einen sehr dichten Pflanzenwuchs oder schlechten Untergrund
frihzeitig zu verlieren und damit das Zeckenaufkommen zu unterschatzen (Tack et al. 2011).
Um die Gefahr des Drop-offs zu minimieren, wurde die Flagge alle 10-20 Schritte
abgesammelt. Li und Dunley (1998) bestatigen in ihren Untersuchungen die immense
Bedeutung kurzer Absammelintervalle. Fest stationierte Trockeneisfallen, welche auf Basis
der Chemotaxis Zecken durch die Emission von CO, anlocken, kdnnen die mit dichter
Vegetation einhergehenden Probleme aller bislang genannten Verfahren umgehen. Immler
(1973) bewies damit sogar das Fangen juveniler D. reticulatus, zeigte aber auch bedeutend
geringere Fangergebnisse der im Fokus stehenden adulten Exemplare im Vergleich zur
Fahnen-Flaggen-Methode. Die Ursache liegt in der Wirtspraferenz und dem damit
verbundenen Aufenthaltsort in der Vegetation. Aufgrund kleiner Bewegungsradien der
Zecken wird diese logistisch und finanziell aufwendige Methode jedoch ausschlieRlich fir
kleine Fangflachen empfohlen und war daher fir die aktuelle Studie ungeeignet (Gray 1985,
Kinzer et al. 1990, Schulze et al. 1997).

Vorgehensweise beim Flaggen

In den Untersuchungen wurde an jedem Standort zwar ein festes Wegenetz beprobt, in
Analogie zu anderen Studien wurde die Zeckenaktivitat jedoch in Abhangigkeit von der Zeit
(1 Stunde) dokumentiert (Bartosik et al. 2011, Chitimia-Dobler 2015). Diese Vorgehensweise
wurde gewahlt, da ausschliel3lich schmale Wege (Flaggenbreite) beprobt wurden. Dadurch
sollte eine Migration der Zecken aus angrenzenden Vegetationsschichten ermoglicht werden
und einer potentiellen Reduktion der Zeckenzahl durch wiederholtes Beflaggen ein und
derselben Flache vorgebeugt werden. Da jedoch die Bestimmung der jeweiligen
Gesamtflache aufgrund der Wegverlaufe schwierig war, konnte das von Estrada-Pena et al.

(2013b) propagierte Fangen von Zecken auf definierten Flachen zur Bestimmung der
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Zeckendichte nicht umgesetzt werden. Mit Ablauf der Stunde traten durchaus geringgradige
Variationen in der zuriickgelegten Strecke an den Standorten auf. In diesem Zusammenhang
ist der Zeitaufwand zu berticksichtigen, der flir das Absammeln der Zecken von der Flagge
bendtigt wurde und welcher mit einer zunehmenden Anzahl festhaftender Zecken stieg. Das
Einsammeln einer Buntzecke dauerte im Durchschnitt lediglich 1,6 sec, da diese aufgrund
ihrer Grofle und Farbgebung gut auf der Flagge zu erkennen und zu greifen war. Der
Uberwiegende Teil der gesammelten Zecken entsprach D. reticulatus, wobei im Durchschnitt
55 Buntzecken/h geflaggt wurden. Im Vergleich zu Tagen an denen keine Zecken gefunden
wurden, wurde damit 1,5 min pro Stunde weniger Zeit mit dem aktiven Flaggen verbracht. An
Tagen mit der maximalen Fangzahl von 270 Buntzecken/h ergab sich ein Zeitverlust von
5,5 min gegenidber dem Durchschnittstag. Die Reduktion der aktiven Fangzeit und
Fangstrecke flhrt moglicherweise zur Unterschatzung der Anzahl aktiver Zecken an
zeckenreichen Tagen. Aufgrund der identischen Vorgehensweise an allen Fangorten
und -tagen blieb jedoch die Vergleichbarkeit der Standorte untereinander gewahrleistet. Es
ist jedoch davon auszugehen, dass die Unterschiede der Saisons Frihjahr und Herbst,
welche sich durch hohe Buntzeckenaktivitdten auszeichneten, zu dem zeckenarmen
Sommer starker ausgepragt sind als von den Daten wiedergegeben wird. Zur Verbesserung
dieser Methode sollte daher ausschlieRlich die Zeit in Bewegung in die Dichteberechnungen

einflieRen.

Die Beprobungszeitpunkte variierten im Tagesverlauf in Abhangigkeit von der Saison und
den damit verbundenen Tagesldangen und Wetterbedingungen. Wahrend in den
Sommermonaten in den Morgen- und Abendstunden geflaggt wurde, erfolgte die
Probennahme in den verbleibenden Saisons vorwiegend im Zeitraum zwischen 11 und
15 Uhr. Inwieweit D. reticulatus einen zirkadianen Rhythmus verfolgt und damit die
Fangergebnisse damit beeinflusst, ist nicht ausreichend geklart. Immler (1973) verfolgte
wahrend eines 30-Tage-Experiments im Oktober die vertikalen Bewegungen adulter
D. reticulatus in einem kulnstlichen Freilandmikrohabitat und schlussfolgerte, dass die
Zecken nach einer dreitagigen, vorwiegend nachts stattfindenden Bewegungsphase bis zum
Verlassen der Pflanze ab Tag 20 kaum ihre Position anderten. Lane et al. (1985)
beschrieben anhand von Dermacentor occidentalis ebenfalls wenige und ausschlief3lich
nachts stattfindende vertikale Bewegungen. Im Gegensatz dazu lassen die Untersuchungen
von Bartosik et al. (2012) ein tageszeitliches Aktivitatsmuster mit Maximalwerten um 14 Uhr
vermuten, wobei das Ergebnis bei keinem der untersuchten Sammelzeitpunkte signifikant

war.

Bei jeder Beprobung wurden samtliche geflaggten Zecken dem Habitat entnommen. In

Abhangigkeit von der Fangfrequenz und der PopulationsgroBe ist grundsatzlich eine
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Verminderung der Zeckenpopulation durch stetiges Sammeln in ein und demselben Habitat
vorstellbar. Bedingt dadurch, dass wahrend des Flaggens nur ein Bruchteil der
Gesamtpopulation aktiv ist (Estrada-Pena et al. 2013b), ware eine Minimierung der
Zeckenzahl erst nach zahlreichen Fangterminen zu erwarten. Kramer et al. (1993) zeigten in
einem dreimonatigen Capture-Recapture-Versuch anhand von markierten |[. pacificus
(n=178) einen mit fortschreitenden Fangterminen zunehmend hoéheren Anteil an bereits
zuvor geflaggten Zecken am Gesamtzeckenfang und befiirchten einen Populationsriickgang
und eine damit verbundene Verfalschung der ermittelten Zeckenzahlen bei Langzeitstudien.
Lane et al. (1985) beobachteten bei 7 Probennahmen innerhalb einer sechswdéchigen
Fangperiode jedoch eine stabile Population von D. occidentalis. Im Rahmen dieser Studie
wurde im Herbst 2011 an den Standorten Giterfelde, Gatow und Falkenberg (K. Wusterh.
nicht beurteilbar aufgrund des Flachenwechsels) tatsachlich ein Rickgang der
durchschnittlichen Fangzahl an Buntzecken/h um jeweils 20 % im Vergleich zum Vorjahr
beobachtet. Auch die Anzahl gesammelter /. ricinus zeigte tendenziell eine Abnahme an
diesen Standorten. Im Durchschnitt wurden im Sommer 46 % und im Herbst 70 % weniger
I. ricinus/h gesammelt als in der jeweiligen Saison des Vorjahres. Der Vergleich anderer
Saisons war aufgrund der Datenlage nicht mdglich. Aussagen zur Entnahme der Zecken als
Ursache des Populationsriickgangs kénnen dennoch nicht getroffen werden, da die
vorhandenen biotischen und abiotischen Faktoren zwischen den beiden Jahren
mdglicherweise diese Entwicklung herbeifiihrten. Darliber hinaus wurde in der Negativ-
Binomial-Regressionsanalyse kein signifikanter Unterschied in den Aktivitdten von
D. reticulatus zwischen den Jahren 2010 und 2011 festgestellt. Hinzu kommt, dass an allen
Standorten nur schmale Wege (Flaggenbreite: 0,50 m) beprobt wurden, wodurch
Migrationsbewegungen aus der direkten Umgebung moglich sein sollten. Immerhin zeigten
Buczek et al. (2017) in einem jlungsten, Uber 7 Wochen andauernden experimentellen
Feldversuch horizontale Bewegungen von 66,35 £ 100 cm (Weibchen) bzw. 54,85 1 45 cm
(Mannchen) anhand adulter markierter Buntzecken. Zusammen mit dem Nachschub adulter
Stadien durch die Weiterentwicklung der Nymphen im Spatsommer gleichen
Migrationsbewegungen die beim Sammeln entstehenden Differenzen mdglicherweise wieder
aus. Generell waren jedoch Studien, welche einen Vergleich zwischen Entnahme- und Nicht-
Entnahme-Versuchen Uber langere Zeitrdume dokumentieren, notwendig, um abzuklaren,

inwieweit die Enthahme von Zecken die Population beeinflusst.
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5.1.2 Identifikation von Dermacentor reticulatus

Mithilfe der Stereomikroskopie wurde die Bestimmung der Zeckenspezies vorgenommen,
wobei diese insbesondere zur Abgrenzung der ebenfalls in Deutschland beheimateten und
morphologisch Uberaus ahnlichen Spezies D. marginatus verwendet wurde. Zahler et al.
(1995) und Karger et al. (2012) beflrchten fehlerhafte Zuordnungen zwischen nahe
verwandten Zeckenspezies bei Verwendung der Mikroskopie. Molekularbiologische
Verfahren, wie das MALDI-TOF (Matrix-unterstitzte Laser-Desorptions/lonisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie) bzw. eine PCR zum Nachweis der ITS-2 Sequenz, sollen die
Identifikation der Zeckenspezies verbessern (Zahler et al. 1995, Karger et al. 2012, Yssouf et
al. 2013). Olivieri et al. (2016) zeigten hingegen identische Ergebnisse in der |dentifizierung
der Buntzeckenspezies bei Verwendung mikroskopischer bzw. molekularbiologischer
Untersuchungsmethoden (PCR: mitochondriale 12S rRNA-, 16S rRNA-, cox1-Gene). Die
zuletzt dokumentierte Verbreitung von D. marginatus zwischen dem 33. und 51. Breitengrad
(Rubel et al. 2016) bekraftigt zudem die Richtigkeit der aktuellen Untersuchungen. Der
nordlichste Fund von D. marginatus in Deutschland und ganz Europa befindet sich bis heute
im Gebiet von Wetzlar und Giellen und erreicht damit nicht den Berliner Raum (Liebisch und
Rahman 1976, Rubel et al. 2016).

5.1.3 Screening ausschlieBBlich weiblicher Dermacentor reticulatus

Die Analyse der Zecken auf die verschiedenen Erreger wurde ausschlieBlich an weiblichen
D. reticulatus durchgeflihrt, da weiblichen Vertretern der Ordnung Ixodida generell eine
gréRere Bedeutung durch ein hdheres Ubertragungsrisiko von Pathogenen zugesprochen
wird (Stich et al. 2008). Als Hauptgrund ist das intensivere Saugverhalten weiblicher Zecken
zu nennen. Weibliche Buntzecken nehmen bis zu zehnmal gréRere Blutvolumina wahrend
des Saugaktes auf und geben zeitgleich grofiere Mengen potentiell infektidsen Speichels an
den Wirt ab (Immler 1973, Stich et al. 2008). Von entscheidender Bedeutung ist die
Saugdauer, da die Ubertragung der in dieser Studie untersuchten Erreger erst mit einer
Verzoégerung von einigen Stunden bzw. Tagen einsetzt (Kapitel 2.2.1.2, 2.2.2.2.1, 2.2.3.2,
2.2.4 und 2.2.6.2). Diese Mindestzeiten werden durch eine 8-15 tagige Saugdauer weiblicher
Buntzecken gewahrleistet (Immler 1973). Darlber hinaus ist von einem groReren
Infestationsrisiko durch weibliche Zecken auszugehen, da Weibchen in dieser und in einer
Vielzahl weiterer Untersuchungen einen groBeren Anteil an der Gesamtanzahl
wirtssuchender Zecken ausmachten (Kapitel 4.1.3). Studien zur Analyse bereits
wirtsgebundener Zecken zeigten zudem in der Mehrzahl der Falle dominierende Anteile
weiblicher D. reticulatus an den Wirtstieren (Hamel et al. 2013, Reye et al. 2013, Beck et al.
2014, Eichenberger et al. 2015, lonita et al. 2016, Krdl et al. 2016a). Trotz der grofen
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Relevanz weiblicher Zecken sollten mannliche Buntzecken nicht vollkommen aufer Acht
gelassen werden, da diese im Rahmen der Kopulation ebenfalls an Wirtsorganismen
saugen, auch wenn sie mit einer Blutmenge von ungefahr 6,5 mg vergleichsweise wenig Blut
(Weibchen: 330-530 mg) aufnehmen (Immler 1973). Tatsachlich wurde die intrastadiale
Ubertragung sowie die Vektorkompetenz fiir A. marginale durch mannliche Exemplare
bewiesen (Zivkovic et al. 2007, Hornok et al. 2012). Basierend auf einem humanen
Erkrankungsfall, gehen Fdldvari et al. (2013) zudem von einer Transmission von R. raoultii
auch durch mannliche Buntzecken aus. Auch fiir B. canis wird die Weitergabe durch das
intermittierende Saugverhalten mannlicher D. reticulatus beschrieben (Heile et al. 2007,
Varloud et al. 2018).

5.1.4 DNA-Isolationsverfahren

Die DNA-Isolation der Buntzecken aus dem Jahr 2010 wurde mit dem NucleoSpin 8 Blood
Kit (MACHEREY-NAGEL) unter Verwendung des NucleoVac 96 Vacuum Manifold-Systems
durchgefiihrt, die der Zecken aus dem Jahr 2011 hingegen mit dem Maxwell 16 LEV Blood
DNA Kit (PROMEGA) im Maxwell 16 System (PROMEGA). Beide Verfahren wurden mit den
daflir vorgesehenen Lysis-, Wasch- und Elutionspuffern durchgefiihrt.

Die gewonnene DNA entsprach bei nahezu allen Proben bei beiden Extraktionsverfahren
dem erforderlichen Reinheitsgrad von 1,8-2 (Kapitel 3.2.3.3). Unterschiede hinsichtlich
moglicher inhibitorischer Effekte ausgehend von den Zeckenisolaten der verschiedenen
Extraktionsverfahren bei Durchfiihrung der PCR liegen nicht vor, wie im Rahmen der
Etablierung der PCR zum Nachweis der ITS-1 Sequenz der Babesien (Kapitel 3.2.5.2)
festgestellt werden konnte. Demnach zeigte die Amplifikation von zugesetzten Plasmiden
(B. microti, B. rossi) zu den extrahierten DNA-Proben aus den Jahren 2010 und 2011 die
gleiche Sensitivitat.

Entsprechend der photometrischen Messung in der Take3-Platte im Synergy 4 (BIOTEK)
fuhrte der Einsatz eines geringeren Elutionsvolumens (2010: 70 pl, 2011: 50 ul) zu
durchschnittlich héheren DNA-Gehalten/pl in den Proben aus dem Jahr 2011. Durch die
Verdunnung der Proben mit besonders hohen DNA-Konzentrationen im Vorfeld der PCR
wurde jedoch sichergestellt, dass stets Proben mit einem DNA-Gehalt von ungefahr

60-120 ng/pl verwendet wurden.

97



Diskussion

5.1.5 PCR-Untersuchungen

In Pravalenzstudien haben molekularbiologische Verfahren zum spezifischen Nachweis von
Erreger-DNA gegeniiber der Mikroskopie, Immunfluoreszenz und dem Anzuchtverfahren
weit grolere Bedeutung erlangt und gelten in der Regel als Hauptuntersuchungsmethode.
Die Standardverfahren molekularbiologischer Untersuchungen bilden die konventionelle
PCR und die real-time PCR, welche beide, mit Gewichtung auf erstere, in dieser Studie
angewandt wurden. Beide Verfahren ermdglichen die Bearbeitung grof3er Probenzahlen in
vergleichsweise kurzer Zeit. Zudem erfordert die Auswertung der Ergebnisse im Gegensatz
zu den zuvor genannten Verfahren keine besondere parasitologische Erfahrung durch den
Untersucher. In Abhangigkeit von den Primersequenzen ist ein breites Spektrum
nachweisbarer Spezies mdglich. Voraussetzungen fir den Untersuchungserfolg sind hohe
sensitive und spezifische Eigenschaften des Assays um falsch-negative bzw. falsch-positive

Ergebnisse zu verhindern.

Zum Nachweis von Babesien und Theilerien werden in der Literatur vorwiegend PCR-
Verfahren zum Nachweis des 18S rRNA Gens beschrieben. Die in dieser Studie auf Basis
dieses Genfragmentes zunachst durchgefiihrte PCR-Untersuchung wurde aufgrund des
unspezifischen Verhaltens fir die Anwendung an im Feld gesammelten D. reticulatus
verworfen. Die von Grund auf neu designte PCR zum Nachweis der ITS-1 Region arbeitete
hingegen hochst spezifisch und sensitiv (bis zu 10 Kopien). Im Vergleich zur
vorangegangenen PCR mussten jedoch Abstriche in der Vielfalt nachzuweisender
Piroplasmenspezies gemacht werden, worunter auch T. equi fiel. Der im Zusammenhang mit
D. reticulatus beschriebene Erreger hat in Deutschland jedoch keine Relevanz. Dennoch war
die Detektion aller fur D. reticulatus relevanten Babesien als auch einer Vielzahl weiterer in
Europa bedeutender Spezies mdglich. Aufgrund der héheren Variabilitat dieser Region bietet
sie den Vorteil einer besseren Speziesdifferenzierung (Schnittger et al. 2012). Im Ergebnis
wurde die Pravalenzbestimmung als auch die Speziesdifferenzierung auf Basis von nur einer
PCR ermdglicht.

Zur Pravalenzbestimmung von Borrelien in D. reticulatus wurde eingangs ein Fragment der
5S-23S rRNA IGS-Region analysiert. Die angewandte konventionelle PCR verflgte zwar
Uber eine hohe Sensitivitat (10 Kopien), bildete jedoch gelegentlich unspezifische Produkte.
Scheinbar positive Proben wurden mithilfe einer von Strube et al. (2010) etablierten real-time
PCR Uberprift. Die damit einhergehende doppelte Probenuntersuchung war mit einem
erhdohten Zeit- und Kostenaufwand verbunden. Darliber hinaus erlaubte das erzeugte
Fragment keine Genospeziesdifferenzierung. Diese wurde in einer dritten PCR zur

Amplifikation eines Fragmentes des hbb Gens an zuvor positiv getesteten Proben

98



Diskussion

vorgenommen. Nach Durchfiihrung der Untersuchungen zeigte sich, dass alle genannten
Assays die Detektion sowohl von Vertretern der Lyme-Borrelien als auch der Ruckfallfieber-
Borrelien ermdglichen. Damit deckt das Primerpaar von Strube et al. (2010) mehr Borrelien-
Genospezies ab als von den Autoren angegeben. Schlussendlich sollte sich zur Optimierung
der Borrelienuntersuchung auf die Anwendung der real-time PCR und der im Anschluss

durchgefiihrten PCR zum Nachweis der hbb Gensequenz beschrankt werden.

Der Nachweis verschiedenster Vertreter der Gattungen Anaplasma, Ehrlichia und Cand.
Neoehrlichia sowie deren Speziesbestimmung wurde mit nur einem Primerpaar durch
Detektion eines Fragmentes im 16S rRNA Gen ermdglicht. Im Vergleich zu vielen anderen in
der Literatur publizierten Assays (Guillemi et al. 2015) verfligte die PCR damit Uber ein
vergleichsweise groRes Nachweisspektrum. Mit Ausnahme von A. phagocytophilum und
A. platys war die Differenzierung aller in den Fokus genommenen Spezies moglich. Zur
Unterscheidung der beiden Anaplasmen ware demnach eine weitere PCR zum Nachweis
eines weniger stark konservierten Genbereiches (z. B. gltA, groEL) erforderlich (Guillemi et
al. 2015). Aufgrund der bisher offenbar fehlenden Verbreitung von A. platys in Deutschland
ist die im Rahmen dieser Studie verwendete PCR jedoch als ausreichend zu betrachten. In
Erganzung zur Sequenzierung positiver Proben wurde die HRM durchgefihrt. Dieses
Verfahren ist gegentber der konventionellen Methode zeiteffektiver. Allerdings wurde bislang
nur die Differenzierung von drei Spezies (A. phagocytophilum, Cand. Neoehrlichia

mikurensis, E. canis) anhand ihres Schmelzkurvenverlaufs geprift (Kricken et al. 2013).

In der Literatur werden vor allem Bereiche des 16S rRNA-, gltA-, ompA- bzw. ompB-Gens
zum Nachweis von Rickettsien angefiihrt (Guillemi et al. 2015). Aufgrund seiner
vergleichsweise geringen Konservierung erlaubt das gltA-Gen die Differenzierung einer
grolien Vielfalt an Genospezies (Roux et al. 1997). Im Rahmen dieser Studie wurden zwei
verschiedene auf dem gltA-Gen basierende Assays verwendet (Schreiber et al. 2014). Die
zunachst angewandte PCR (203 bp) wurde aufgrund ihrer hohen Sensitivitat (5 Kopien) zur
Bestimmung der allgemeinen Rickettsien-Pravalenz herangezogen. Nachteiligerweise
differenzierte die PCR nicht zwischen R. sibirica und der flur D. reticulatus wesentlichen
Genospezies R. raoultii. Mithilfe der zweiten, deutlich spezifischeren, aber dafiir weniger
sensitiven (50 Kopien) PCR (676 bp) konnte im Anschluss die genaue Genospezies
bestimmt werden. Die Kombination beider Assays ermdglichte die Durchfihrung
ausgesprochen sensitiver und spezifischer Erregeruntersuchungen, welche jedoch mit einem
vergleichsweise hohen Arbeits- und Zeitaufwand verbunden waren. Aufgrund der hohen
Pravalenz in D. reticulatus konnte damit nur eine Stichprobe zur Ermittlung der Rickettsien-

Genospezies untersucht werden.
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5.2 Geschlechterverhaltnis von Dermacentor reticulatus

Die Differenzierung der adulten Buntzecken in ihre Geschlechter verdeutlichte ein konstant
héheres Vorkommen weiblicher D. reticulatus an samtlichen Standorten sowie in allen
Saisons und Untersuchungsjahren. Wie auch Bartosik et al. (2011) beobachteten, waren
lediglich zu Beginn der Herbstsaison regelmafig mehr mannliche Exemplare vertreten. Die
allgemeine Dominanz weiblicher wirtssuchender Buntzecken wurde u.a. auch in den
Untersuchungen von Immler (1973), Hornok und Farkas (2009), Siroky et al. (2011), Bartosik
et al. (2012), Zajgc et al. (2016) und Olivieri et al. (2017) beschrieben. In Ubereinstimmung
mit Bartosik et al. (2011), Bartosik et al. (2012) und Buczek et al. (2013) war zudem der
nochmals héhere Anteil der Weibchen im Frihjahr im Vergleich zum Herbst auffallig. Da
Buntzecken teilweise auch auf Wirten den Winter Uberdauern, wird als Ursache das langere
Verharren mannlicher Zecken auf den Wirten nach dieser Periode angefihrt (Bartosik et al.
2011). Zudem verdeutlichten Mierzejewska et al. (2015c), dass in den Wintermonaten die
Mehrheit der anhaftenden Zecken auf den Wirtstieren von mannlichen D. reticulatus gestellt
wird. Umfassende zielgerichtete Studien zur Ursache des generellen Uberschusses
weiblicher D. reticulatus auf der Vegetation liegen bislang jedoch nicht vor. Grundsatzlich
werden Ungleichgewichte im Geschlechterverhaltnis haufig bei metastriaten Zecken
beobachtet (Kiszewski et al. 2001). Ursachen sind mdglicherweise in dem intensiven
Wirtssuchverhalten weiblicher Zecken oder in dem Paarungsverhalten metastriater
Mannchen, welche aufgrund mehrfacher Kopulationen (g 20 bis 30-mal) ausgesprochen
lange auf dem Wirtstier verbleiben, zu suchen (Immler 1973, Oliver 1989, Bartosik et al.
2011, Buczek et al. 2013). Studien zur Untersuchung wirtsgebundener Zecken
dokumentierten jedoch eine ebenfalls hdhere Anzahl weiblicher D. reticulatus im Grofiteil des
Jahres (Hamel et al. 2013, Reye et al. 2013, Beck et al. 2014, Eichenberger et al. 2015,
lonita et al. 2016, Krdl et al. 2016a), sodass ein grundsatzlich geringerer Anteil mannlicher
Zecken an der Gesamtpopulation zu vermuten ist. Auf Grundlage der Beobachtungen von
Immler (1973) ist moglicherweise von einem Uberschuss sich entwickelnder Weibchen aus
den Gelegen auszugehen. Denkbar ware auch eine generell geringere Lebenserwartung
mannlicher Buntzecken unter Feldbedingungen. Ein moéglicher Grund kénnte in dem hohen
Energieverbrauch liegen, welcher bei mannlichen Vertretern der Arthropoden aufgrund des
hohen Maoatilitatsverhaltens wahrend der Suche nach Weibchen und bei der Kopulation
besteht (Marshall 1981). Ebenso sind unterschiedliche Reaktionen auf bestehende
Wetterverhaltnisse denkbar, wobei vergleichende Untersuchungen bislang kaum existieren.
Lediglich experimentell durchgefihrte Untersuchungen zum Wasserhaushalt beider
Geschlechter zeigten eine langere Lebensdauer mannlicher D. reticulatus bei
verschiedenen, aber konstanten Luftfeuchtigkeitswerten. Schwankende Werte im Rahmen

kombinierter De- und Rehydratationsversuche fiihrten hingegen zu einer verhaltnismalig

100



Diskussion

langeren Uberlebenszeit der Weibchen (Meyer-Konig et al. 2001a, b). Ein weiterer
Ansatzpunkt kénnte eine Unterschatzung der mannlichen Population darstellen. Methodisch
bedingt ist moglicherweise das Fangen einer reprasentativen Anzahl mannlicher Zecken aus

der Gesamtpopulation nicht mdglich. Auch hier fehlen entsprechende Untersuchungen.

5.3 Einfluss verschiedener Faktoren auf die Zeckenaktivitat

5.3.1 Auswertung mittels Negativ-Binomial-Regressionsanalyse

Anhand der hier gewonnenen Sammeldaten sowie der bereits in der Literatur publizierten
Erkenntnisse sind starke Aktivitdtsschwankungen bei D. reticulatus erkennbar. Die Aktivitat
von Zecken wird durch eine Reihe biotischer und abiotischer Faktoren beeinflusst. Im
Rahmen dieser Studie wurde der Einfluss der Parameter Fangort, Jahr, Saison, Temperatur
und relative Luftfeuchtigkeit untersucht. Bei der Beurteilung der Ergebnisse muss
bertcksichtigt werden, dass sich diese auf niederschlagsfreie und nahezu frostfreie
Fangzeitpunkte beziehen, da bei geschlossener Schneedecke, nasser Vegetation und
Temperaturen unter ungefahr 0 °C nicht geflaggt wurde. Da die einzelnen Parameter alle
zeitgleich auf die Zecke wirken, sollten diese auch im komplexen Zusammenhang betrachtet
werden. Aus diesem Grund erschien die multivariate Analyse mittels Regressionsrechnung
(Negativ-Binomial-Modell) sinnvoller als die univariate Betrachtung immer einzelner Faktoren
(z. B. Korrelationsberechnung nach Spearman oder Pearson). Trotz Betrachtung zahlreicher
Parameter ist die Beurteilung ihres Einflusses auf die Zeckenaktivitat insbesondere in
Feldversuchen schwierig, da nie alle auf die Zecken wirkenden Faktoren erfasst werden
kénnen. In der Regel kdnnen dadurch schwache Abhangigkeiten der Zeckenaktivitat von den
einzelnen Variablen im Vergleich zu den kontrollierten Bedingungen in experimentell
angelegten Untersuchungen nicht detektiert werden. Die Berechnungen der Pseudo-
R%MaRe nach McFadden und Nagelkerke verdeutlichen jedoch, dass die untersuchten
erklarenden Variablen wesentlich zur Anpassung des Schlussmodells an die
Beobachtungsdaten filhrten, zeigen aber auch, dass das Modell nicht die gesamte Varianz

der abhangigen Variable ,Zeckenaktivitat* erklart.

5.3.2 Fangort

Entsprechend der Modellrechnung wurden signifikante Unterschiede in der Aktivitdtshohe
von D. reticulatus zwischen den vier untersuchten Fangorten vorgefunden. Darlber hinaus
wurden auch zwischen nahe gelegenen Flachen innerhalb des Areals K. Wusterh.
wesentliche Unterschiede im Zeckenvorkommen beobachtet. Demnach war der erforderliche

Wechsel auf die Ersatzflachen ab dem Jahr 2011 (Kapitel 3.2.1.2) durch einen drastischen
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Abfall der gemessenen Herbstaktivitat im Vergleich zum Vorjahr (durchschnittliche
Fangzahl/h: minus 49 %) und auch zu den verbleibenden Fangorten gekennzeichnet. Dieser
ungewdhnlich hohe Rickgang erklart damit die in Abb. 7 unter Punkt ,B: K. Wusterh.*
dargestellte Diskrepanz zwischen der tatsachlich ermittelten Anzahl gesammelter Zecken
und der in der Regressionsanalyse modellierten Werte. GroRe Unterschiede zwischen
geringen raumlichen Distanzen wurden ebenfalls in der Aktivitat von D. occidentalis
beobachtet (Lane et al. 1985).

Unterschiede in der Vegetationsstruktur und dem damit verbundenen Mikroklima, dem
Wirtsangebot und der Nutzung durch den Menschen sind mdgliche Griinde flur diese
Differenzen. Olivieri et al. (2017) sehen zudem im Habitat vorhandene Gewasser als
wichtigen Einflussfaktor, wonach Standorte mit Seen bzw. stagnierenden Wasserquellen
hohere Buntzeckenvorkommen zeigen. Beobachtungen dieser Studie kénnen dies nicht
bestatigen, da ausschlieRlich im Sickerbecken am Standort Falkenberg stehendes Wasser
Uber weite Teile des Jahres vorhanden war und hier dennoch die niedrigste
Buntzeckenaktivitat gemessen wurde. Bezug nehmend auf den Nutzungsfaktor unterlagen
ausschliellich die Standorte Guterfelde und K. Wusterh. einer gewissen anthropogenen
Nutzung (Wiesen: einmal jahrliches Mahen im Juni). Falkenberg und Gatow blieben
Brachlandflachen und wurden das gesamte Jahr nicht bewirtschaftet (Falkenberg) bzw. es
wurden ausschlie3lich kleinere Wege gemaht (Gatow). Da die héchsten (Gatow) als auch die
niedrigsten (Falkenberg) Buntzeckenaktivitaten auf den brachliegenden Flachen beobachtet
wurden, konnte kein Unterschied in der Zeckenaktivitdt zwischen den beiden untersuchten
Habitatsstrukturen erfasst werden. Auch Biadun (2011) berichtete von vergleichbaren Zahlen
in diesen beiden Habitatstypen. Im Gegensatz dazu dokumentierten Bajer et al. (2017) einen
6-fachen Rickgang der D. reticulatus-Aktivitdt an Standorten, die dreimal pro Jahr Uber
einen Zeitraum von drei Jahren gemaht wurden. Basierend auf ihren Beobachtungen
betonen die Autoren jedoch, dass ausschlieBlich regelmafRiges Mahen diesen Effekt
hervorruft. Auch Mierzejewska et al. (2015a) beschrieben beim Vergleich beider
Strukturtypen ein ca. 3,5-mal haufigeres Vorkommen auf brachliegenden Flachen. Beide
Habitate zeigten jedoch bedeutend héhere Buntzeckenaktivitaten im Vergleich zu intensiver
genutzten Gebieten (z. B. Weiden) (Hornok und Farkas 2009, Mierzejewska et al. 2015a).
Anhand der im Jahr 2011 aufgeforsteten Teilflache in K. Wusterh. (Kapitel 3.2.1.2) wurde
dieser Aspekt auch in der jetzigen Untersuchung deutlich. Auf dem zuvor zeckenreichen
Teilgebiet wurden seit dem Anpflanzen junger Baumbestédnde und der regelmaRigen Pflege
dieser Flachen keine Buntzecken mehr bei Probesammlungen gefunden. Grundséatzlich
scheinen die mit der Nutzungsart eines jeweiligen Gebietes verbundene Vegetationsstruktur
und das vorhandene Wirtsangebot von entscheidendem Einfluss zu sein (Hornok et al. 2014,

Mierzejewska et al. 2015a).
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Die Bedeutung der Vegetation wird moglicherweise durch ihre Zusammensetzung und
Dichte und den damit einhergehenden Einfluss auf das Mikroklima hervorgerufen.
Entsprechend Karbowiak (2014) fordert eine dichte Vegetation ein stabiles Mikroklima und
mindert damit die Gefahr von extremen klimatischen Bedingungen. Aufgrund ihrer Rolle als
Nahrungsquelle bzw. als Lebensraum ist die Vegetation zudem von grundlegender
Bedeutung fir das Wirtsaufkommen (Estrada-Pefa et al. 2013b, Zajgc et al. 2016). Im
Rahmen dieser Studie wurde keine detaillierte Untersuchung der Vegetationsstruktur
vorgenommen. Alle Standorte wurden nur von wenigen Baumgruppen durchzogen. Dennoch
fiel der zeckenreichste Standort Gatow (Heide) durch eine vergleichsweise dichte und
artenreiche Flora auf. Neben den an den verbleibenden Standorten (Rieselfelder)
dominierenden SiRgrasern waren in Gatow auch grolRe Bestande von Rainfarn,
Kanadischer Goldrute und Brombeere zu finden.

Zeitrdaume einer erhdhten Wirtsaktivitdt waren mit einer gesteigerten Aktivitat von
D. reticulatus verbunden (Bartosik et al. 2012). Im Rahmen dieser Studie wurden ebenfalls
keine gezielten Beobachtungen des Wirtsaufkommens durchgefihrt. Auffallig erscheint
jedoch die waldnahe Lage der zeckenreichsten Standorte Gatow und Guterfelde. Damit
konnte ein erhdhtes Vorkommen der Hauptwirte verbunden sein, welche in Abhangigkeit
vom Entwicklungsstadium Kleinsauger, Cerviden, Schwarzwild und Flchse umfassen
(Foldvari et al. 2016). Insbesondere in Gatow konnte eine stabile Wirtspopulation durch das
Sichten von Wildschweinrotten sowie ihrer zahlreichen WuhIspuren bestatigt werden.
Daruber hinaus wurde dieses Gebiet stark von Spaziergangern mit ihren Hunden
frequentiert, wobei Letztere ebenfalls als Hauptwirt gelten (Foldvari et al. 2016). MUndliche
Uberlieferungen einer ansassigen Tierarztin bestétigten die haufige Infestation der dieses
Areal durchstreifenden Hunde mit D. reticulatus. Hinzu kommt, dass brachliegende Flachen
haufig ein hohes Vorkommen an Kleinsaugern, welche wiederum die Wirte juveniler Stadien
darstellen, aufweisen (Mierzejewska et al. 2015a). Das Fehlen von Kleinsdugern aufgrund
von durchgefihrten Brandrodungen diskutieren die Autoren als eine der wichtigsten
Komponenten flir eine geringe Zeckenaktivitat. Durch die dichte Vegetation am Standort
Gatow scheinen optimale Voraussetzungen als Lebens- und Schutzraum fir juvenile Wirte

vorzuliegen.

5.3.3 Wetterbedingte Einfliisse

Temperatur
Aufgrund der in den Felduntersuchungen beobachteten  Temperatur- und

Zeckenaktivitatsverlaufen erschien die Annahme eines nicht-stetigen Einflusses der

Temperatur, welcher durch die Variablen Temperatur und Temperatur? wiedergegeben
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wurde, sinnvoll. Diese im Negativ-Binomial-Modell differenzierte Betrachtung der Temperatur
zeigte einen jeweils deutlich signifikanten Einfluss und demonstrierte den unterschiedlichen
Effekt der Temperaturhdhe auf die Aktivitat von D. reticulatus. Bisherige Verdffentlichungen
werteten den Einfluss dieses Parameters ohne Betrachtung verschiedener Effekte durch
unterschiedliche Temperaturbereiche und fast ausschlieRlich mithilfe univariater statistischer
Tests (Spearman-Korrelationsanalyse) aus. Im Ergebnis zeigte sich eine negative
Korrelation der Buntzeckenaktivitat bei steigenden Temperaturen (Martinod und Gilot 1991,
Hubalek et al. 2003a, Bartosik et al. 2011, 2012, Zajgc et al. 2016). Dieser Zusammenhang
stellt eine grobe Vereinfachung dar, da bekanntermalen auch bei sehr niedrigen
Temperaturen (z. B. Frost) keine Aktivitdt der Zecken messbar ist. Olivieri et al. (2017)
konnten unter Verwendung eines generalisierten linearen gemischten Models keinen Effekt
der Temperatur feststellen, wobei auch hier keine Differenzierung verschiedener
Temperaturbereiche vorgenommen wurde. Den hier vorgelegten Untersuchungen zufolge
sollte die Temperatur zudem nicht losgeldst von der Saison (Kapitel 5.3.5) betrachtet
werden. In Ubereinstimmung mit Bartosik et al. (2011) wurden in Abh&ngigkeit von der
vorliegenden Jahreszeit unterschiedliche Zeckenaktivitaten trotz ahnlicher
Temperaturbereiche (Kapitel 4.1.4.1.4, Abschnitt Temperatur) beobachtet.

Entsprechend diesen Untersuchungen wurden 80 % der Buntzecken in einer
Temperaturspanne von 5-23 °C gesammelt. Bartosik et al. (2011) definierten den Bereich
hoher Aktivitdten ebenfalls zwischen 4-21 °C und auch andere Autoren hoben die Aktivitat
von D. reticulatus Uber weite Temperaturbereiche hervor (Zahler und Gothe 1995b, Zajgc et
al. 2016, Olivieri et al. 2017). Unter- und oberhalb dieser Temperaturspanne schienen die
Witterungsverhaltnisse nicht dem Optimum dieser wechselwarmen Organismen zu
entsprechen. Unterhalb von 5°C wurden in dieser Studie Probennahmen bis zu einer
minimalen Temperatur von -1,1°C durchgefihrt. In Ubereinstimmung mit den
Untersuchungen von Kiewra et al. (2016) wurden starke Schwankungen der Zeckenaktivitat
(0 bis 182 D. reticulatus/h) in diesem Niedrig-Temperaturbereich beobachtet, wobei geringe
bis keine Aktivitdten an vergleichsweise kalten Tagen dokumentiert wurden. Die niedrigste in
dieser Studie gemessene Temperatur, bei der mindestens finf D. reticulatus gefunden
wurden, lag bei -0,5°C und ahnelte damit der von Hubalek et al. (2003a) bestimmten
minimalen Aktivitatstemperatur von -0,1 °C (Boden). Unterhalb dieser Temperaturen steigt
mdglicherweise die Gefahr des Erfrierens dieser psychrophilen (Hubalek et al. 2003a), aber
Frost-intoleranten (Dautel und Knulle 1996) Zecke. In den untersuchten Habitaten wird
Ublicherweise die Temperatur des fur D. reticulatus spezifischen Supercooling-Points
(ca. -18 bis -20 °C), welcher der Temperatur entspricht, unterhalb derer es zur Kristallbildung
in der Kérperhéhle kommt (Burks et al. 1996a, Dautel und Knlle 1996), nicht erreicht. Daher

ist mdglicherweise das Prinzip des inokulativen Freezings von gréRerer Bedeutung. Dieses
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fuhrt durch Kontakt mit Eiskristallen in der Umwelt zum Erfrieren und tritt auch bei geringen
Minustemperaturen und insbesondere in feuchten Gebieten auf (Burks et al. 1996b,
Rosendale et al. 2016). Neben einer moglichen Bildung von Frostschutzstoffen, wie Glycerol
und Zuckeralkoholen (Dautel 2010), reagieren Zecken auf die kalten Temperaturen durch
Rickzug in schitzende Bodenschichten (Burks et al. 1996a, Dorr und Gothe 2001) mit der
Folge einer verringerten Aktivitditsmessung.

Wie eingangs bereits beschrieben, wurde eine geringere Anzahl gefangener D. reticulatus
auch in einem Temperaturbereich ab 23 °C dokumentiert. Hohe Temperaturen bewirken
nicht nur eine verminderte Aktivitat, sondern reduzierten in experimentellen Untersuchungen
auch die Uberlebensfahigkeit von D. reticulatus (Zahler und Gothe 1995b). Als grundlegende
Ursache ist die Funktionsstérung wichtiger Eiweile oberhalb eines Temperaturoptimums zu
nennen (Campbell und Reece 2003). Darlber hinaus spielt mdglicherweise die
Aufrechterhaltung des Wasserhaushaltes der Zecke eine wesentliche Rolle. In Abhangigkeit
von der Hohe der relativen Luftfeuchtigkeit kann dieser durch hohe Temperaturen und dem
damit verbundenen steigenden Sattigungsdefizit negativ beeinflusst werden (Estrada-Pefia
et al. 2013b). Zum Schutz vor Austrocknung scheint ein Ruckzug der Buntzecken in mildere

Klimabereiche der Bodenschichten vorstellbar.

Relative Luftfeuchtigkeit

Die Bedeutung der relativen Luftfeuchtigkeit fiir das Uberleben von D. reticulatus wird
anhand experimenteller Versuche deutlich, wonach die Lebenserwartung der Buntzecken mit
sinkenden relativen Luftfeuchtigkeitswerten abnimmt (Zahler und Gothe 1995b, Meyer-Konig
et al. 2001a). Die relative Luftfeuchtigkeit stellt den entscheidenden Parameter fir die
Wasseraufnahme einer Zecke dar und ist damit von wesentlicher Bedeutung in der
Regulation des Wasserhaushaltes. Sie erfolgt nur oberhalb des ,Critical Equilibrium
Activity-Wertes“ (CEA), welcher fur D. reticulatus bei ungefahr 84 % relativer Luftfeuchtigkeit
liegt (Kniille und Rudolph 1982, Meyer-Kénig et al. 2001a). Uber Tagesluftfeuchtigkeitswerte
oberhalb des CEA oder durch Rickzug in bessere Klimate der Bodenschicht erfolgt die
Rehydratation der Buntzecken (Immler 1973, Knille und Rudolph 1982, Meyer-Konig et al.
2001b). Die mikroklimatischen Bedingungen in Bodenndhe weisen aufgrund der
geringflgigeren Sonneneinstrahlung und Windeinwirkung u. a. héhere und konstantere
Luftfeuchtigkeitswerte auf. Damit unterscheiden sie sich von den in dieser Studie
gemessenen Luftfeuchtigkeitswerten, welche sich durch gréRere Variabilitdten auszeichnen,
daflr durch die Messung in hdheren Vegetationsschichten jedoch eher dem Aktionsbereich
der wirtssuchenden adulten Zecken entsprechen.

Die im Rahmen dieser Studie gemessenen Werte der relativen Luftfeuchtigkeit zeigten

unabhangig von der Saison hochgradige Schwankungen (24-90 %) und lielRen kein Muster
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im Hinblick auf die ermittelte Anzahl gesammelter Zecken erkennen. Die statistische
Auswertung mittels Negativ-Binomial-Regressionsanalyse bestatigte einen fehlenden oder zu
schwachen Einfluss dieses Parameters auf die Aktivitdt von D. reticulatus. Auch andere
Studien, welche Uberwiegend univariate statistische Tests verwendeten, konnten keine
Korrelation zwischen der wahrend eines Tages oder langerer Zeitraume gemessenen relativen
Luftfeuchtigkeit und der Zeckenaktivitat feststellen (Bartosik et al. 2011, 2012, Buczek et al.
2013, Zajac et al. 2016, Olivieri et al. 2017). Lediglich Hubalek et al. (2003a) beobachteten
einen schwach positiven, jedoch signifikanten Einfluss.

Die Griinde einer fehlenden Signifikanz dieses doch bedeutenden Faktors sind moglicherweise
in einer deutlichen  Toleranz  von D. reticulatus  gegenlUber  suboptimalen
Luftfeuchtigkeitsverhaltnissen zu suchen. Meyer-Konig et al. (2001a) heben das Integument
von D. reticulatus als wichtigen Faktor der Widerstandsfahigkeit hervor, welches bei 20 °C und
76 % relativer Luftfeuchtigkeit mit einer Rate von <0,1 %/h eine vergleichsweise geringe
Transpiration zulasst. Daruber hinaus kdnnte womdglich das Bewegungsmuster der
Buntzecken eine bedeutende Rolle spielen. Dermacentor reticulatus verharrt wahrend der
Wirtssuche nach einer anfanglichen dreitdgigen Findungsphase nahezu bewegungslos an der
Warteposition und fihrt damit im Vergleich zu 1. ricinus weitaus weniger vertikale Bewegungen
durch (Immler 1973). Dies verringert wiederum die Frequenz der sich bei Bewegung 6ffnenden
Stigmen und den damit einhergehenden Wasserverlust durch Respiration (Knille und Rudolph
1982). Daneben verfugt D. reticulatus Uber eine grole austauchbare Wassermasse (Meyer-
Koénig et al. 2001b). In experimentell durchgefihrten Dehydratationsversuchen an
D. reticulatus bestimmten die Autoren die kritische Wassermenge der Zecken. Diese
bezeichnet den durch Dehydratation bedingten verbleibenden prozentualen Anteil an Wasser
einer zuvor vollstandig hydrierten Zecke, welcher bei Erreichen der vollkommenen Immobilitat
vorliegt. In Abhangigkeit von Geschlecht und Ausgangsgewicht wurde dieser Grenzwert unter
den bestehenden Bedingungen (0 % RH, 20 °C) erst nach ca. 16-27 Tagen und ab einem
Wasserverlust von mindestens 40 % erreicht. Erste Lokomotionsstérungen traten zudem erst
1-2 Tage vor Erreichen der Kritischen Wassermenge auf. Die aufgefiihrten Aspekte erklaren
damit méglicherweise die unter experimentellen Bedingungen bestimmte Uberlebensfahigkeit
von D. reticulatus fur eine gewisse Zeit auch unterhalb des CEA (z.B. 33 % RH und
20 °C:43 Tage) (Zahler und Gothe 1995b, Meyer-Kénig et al. 2001a). In der hier
durchgeflhrten Untersuchung sowie in vielen weiteren Studien wurde ebenfalls eine hohe
Anzahl wirtssuchender Zecken unterhalb des CEA beobachtet (Bartosik et al. 2011, Zajac et
al. 2016). In der vorliegenden Untersuchung erreichte die relative Luftfeuchtigkeit sogar an
96,6 % der Untersuchungstage nicht diesen Wert. Es ist jedoch davon auszugehen, dass
zwischenzeitliche Anstiege der relativen Luftfeuchtigkeit Uber Nacht oder zwischen den

zweiwochigen Messintervallen verpasst wurden und dementsprechend nicht in die Berechnung
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zum Einfluss dieses Parameters eingeflossen sind. Dartiber hinaus wurde keine Beprobung an
regnerischen Tagen, welche mit einer hohen Luftfeuchtigkeit einhergehen, vorgenommen, da
die Beflrchtung bestand, dass durch die veranderte Mikrofaserstruktur der nassen Flagge
mogliche aktive Zecken schlechter anhaften kénnen und damit die Sammeldaten verfalscht
wilrden. Auf der anderen Seite fehlen grundsatzlich Untersuchungen Uber die Aktivitdt von
D. reticulatus bei nasser Vegetation. Unter diesen Gesichtspunkten kann die Beurteilung des

Faktors der relativen Luftfeuchtigkeit nur unter Vorbehalt erfolgen.

5.3.4 Jahr

Zur Beurteilung zeitlicher Einflisse besteht in Langzeitstudien die Moglichkeit den Faktor Jahr
in die Aktivitatsuntersuchungen mit einzubeziehen. In den hier vorgelegten Berechnungen
wurde die Variable Jahr als Kofaktor aufgenommen, hatte selbst aber keinen signifikanten
Einfluss auf die Aktivitdt von D. reticulatus. In der Literatur wird der Einfluss dieses Faktors auf
die Zeckenaktivitat nur in wenigen Veroffentlichungen diskutiert, weil dazu sehr kostenintensive
Langzeitstudien benétigt werden, die nur selten finanziert werden. Wahrend Zajgc et al. (2016)
in Ubereinstimmung mit diesen Untersuchungen keine wesentlichen Unterschiede in den
ermittelten Zeckenzahlen zwischen den Jahren feststellen konnten, verzeichneten
Mierzejewska et al. (2015a) hingegen einen signifikanten Anstieg der Buntzeckenaktivitaten
von Herbst 2011 bis Sommer 2014. Die Autoren selbst schranken diese Aussage ein, da nur
die Jahre 2012 und 2013 vollstandig beprobt wurden. Interessant ware die Betrachtung eines
Zeitraumes Uber mehr als zwei Jahre, um Einflisse wie z. B. eine mogliche Reduzierung der
Zeckenpopulation durch das konstante Entfernen der Zecken aus dem Habitat und den damit
einhergehenden Aktivitdtsveranderungen zu untersuchen. In der vorliegenden Studie wurde
immerhin eine Abnahme der Zeckenaktivitdt von der Herbstsaison 2010 zu 2011 an allen
Standorten beobachtet, wobei in K. Wusterh. dieser Effekt am ausgepragtesten war (Kapitel
4.1.4.1.2). In K. Wusterh. ist die Ursache jedoch in erster Linie in dem notwendigen Wechsel
der Untersuchungsflachen zu sehen (Kapitel 3.2.1.2). Eine Erklarung fur die Ubrigen Standorte
kann aufgrund des Vergleiches von nur zwei Zeitrdumen nicht gegeben werden. Das stetige
Entfernen von Zecken stellt eine mdégliche Ursache dar, wobei dieser Einfluss durch die
Beprobung ausschliellich schmaler Wege so gering wie mdglich gehalten wurde.
Unterschiede in der Witterung, der Reproduktionsrate der Zecken, der Beschaffenheit der
Flora und in dem Wirtsaufkommen sind ebenfalls von Bedeutung. Langfristige klimatische und
Okologische Effekte sind ebenfalls zu bedenken, allerdings ist die Abgrenzung zu relativ

kurzfristigen Effekten des Wetters nur durch lang angelegte Studien méglich.
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5.3.5 Saison

Der im Regressionsmodell durchgefiihrte Vergleich der Buntzeckenaktivitat in Abhangigkeit
von der Saison zeigte signifikante Unterschiede und verdeutlichte die Notwendigkeit, die
Aktivitdt von D. reticulatus auch unter dem jahreszeitlichen Gesichtspunkt zu betrachten. In
Ubereinstimmung mit anderen européaischen Studien wurden die meisten Buntzecken im
Frihjahr und Herbst geflaggt, wohingegen nahezu keine bzw. variierende Aktivitdten im
Sommer bzw. Winter gemessen wurden (Nosek 1972, Immler 1973, Hornok 2009, Bartosik
et al. 2011). Untersuchungen von Olivieri et al. (2017) in Norditalien zeigten hingegen
Aktivitdten adulter D. reticulatus ausschlief3lich zwischen Februar und Juni. In der jetzigen
Studie reichte der Zeitraum der Frihjahrssaison von Anfang Marz bis Ende Mai und der der
Herbstsaison von Mitte August bis Ende November. In Ubereinstimmung mit Bartosik et al.
(2011) treten im Vergleich zu Studien anderer geografischer Gebiete teilweise Unterschiede
im Beginn bzw. der Dauer der einzelnen Saisons auf (Martinod und Gilot 1991, Hornok 2009,
Hornok und Farkas 2009). Aufgrund der in solchen Studien begrenzten Zahl von
Untersuchungsjahren ist aber nicht klar, ob die beschriebenen Differenzen z. T. nicht einfach
auf Unterschieden zwischen den Jahren beruhen.

Jede Saison selbst reprasentiert einen grof3en Zeitraum, innerhalb dessen offenbar ahnliche
abiotische und biotische Faktoren herrschen und somit den relativ gleichartigen
Aktivitatsverlauf von D. reticulatus wahrend eines jeweiligen Jahresabschnitts hervorrufen.
Die Saisonalitdt der Buntzecken wird durch eine charakteristische Vegetation, durch das
Wirtsaufkommen sowie durch das vorliegende Mikro- und Makroklima, wobei insbesondere
die Temperatur und die Photoperiode zu berlicksichtigen sind, hervorgerufen (Hornok und
Farkas 2009, Buczek et al. 2014). Hinzu kommt jedoch auch der naturliche
Entwicklungszyklus dieser Zeckenspezies, wonach Larven, Nymphen wund Adulte
unterschiedliche Aktivitadtszeiten im Verlauf eines Jahres zeigen. Das saisonale Verhalten
setzt sich dabei aus Reaktionen auf Umwelteinflisse und aus vorprogrammierten Mustern
zusammen (Sonenshine und Roe 2014). Da im Rahmen dieser Untersuchungen keine
saisongebundenen Aufzeichnungen zur Vegetationsstruktur und zum Wirtsaufkommen
gemacht wurden, kdnnen diesbezlglich keine Aussagen getroffen werden. Grundsatzlich ist
jedoch von Veranderungen in der Dichte und Zusammensetzung der Vegetation und einem
damit variierenden Mikroklima innerhalb eines Jahres auszugehen. Damit verandert sich
auch die von der Vegetation abhangige biologische Jahresrhythmik vieler Wirte oder auch
Pradatoren von D. reticulatus.

Unter Betrachtung der klimatischen Faktoren zeigten die Frihjahrs- und Herbstsaison an
allen Fangorten und in allen Fangjahren die hochsten Buntzeckenaktivitaten und scheinen
demnach die besten Bedingungen innerhalb eines Jahres zu bieten. Die Durchschnittswerte

der ermittelten Temperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit betrugen 14,5 °C und 47,1 %

108



Diskussion

(Frdhjahr) bzw. 14,3°C und 62,5 % (Herbst). Der Vergleich dieser beiden Saisons
untereinander zeigte um bis zu 5,21-mal (2010) bzw. 1,31-mal (2011) niedrigere Aktivitaten
im Frahjahr. Die hohen Differenzen im Jahr 2010 sind vermutlich auf eine unvollstandige
Erfassung der Zeckenaktivitaten in diesem Frihjahr durch den erst Ende Marz stattfindenden
Studienstart zurlickzuflihren. Untermauert wird diese These durch den Vergleich der
Frihjahrsaktivitaten beider Sammeljahre, wonach im Jahr 2010 der charakteristische, einer
Optimumskurve ahnelnde Verlauf nicht ausgebildet ist und sich somit zeigt, dass der
Frihjahrspeak in diesem Jahr verpasst wurde. Auf Basis des Regressionsmodells wurde im
Vergleich zum Herbst im Frihjahr dennoch eine um den Faktor 2,58 signifikant geringere
Anzahl aktiver wirtssuchender D. reticulatus ermittelt. Diese Aktivitdtsunterschiede stimmen
mit Studien in Polen und Ungarn Uberein (Széll et al. 2006, Hornok 2009, Bartosik et al.
2011, 2012, Buczek et al. 2013). Wiederum andere Studien in Polen, Belgien und Frankreich
berichteten hingegen von héheren Aktivitaten im Frihjahr (Martinod und Gilot 1991, Cochez
et al. 2012, Mierzejewska et al. 2015a). Ursachen dieser Differenzen sind bislang nicht
bekannt.

Im Gegensatz dazu war der Sommer, mit Ausnahme weniger wirtssuchender Zecken zu
Beginn der Phase, durch einen vollstdndigen und gegeniber den Ubrigen Saisons
signifikanten Ruckgang der Aktivitat adulter D. reticulatus gepragt. Buntzecken konnten trotz
teilweiser, dem zeckenreichen Frihjahr bzw. Herbst, dhnlich temperierter Fangtage (z. B.
Sommer Guterfelde 2011: 15-17 °C) nicht gesammelt werden. Als Vertreter der ,short day
species® tritt D. reticulatus mit zunehmenden Tageslangen und dem Erreichen des
zeckenspezifischen Grenzwertes (,critical photoperiod®) womdglich in die Diapause ein
(Belozerov 1982, Tokhov et al. 2014). Bartosik et al. (2011), Martinod und Gilot (1991), Zajac
et al. (2016) und Bogdaszewska (2004) verdeutlichten die negative Korrelation der
Buntzeckenaktivitat mit der Tageslichtlange. Dieses Ruhestadium der wirtssuchenden
Zecken stellt eine vorprogrammierte praadaptive Reaktion dar, um bevorstehende
suboptimale Umweltbedingungen mit moglichst geringem Energieverlust zu Uberdauern
(Belozerov 1982). Der hier vorgelegten Untersuchung zufolge bewirken hohe Temperaturen,
welche in den beprobten Gebieten insbesondere in den Sommermonaten bestehen, eine
Verminderung der Buntzeckenaktivitat und kénnen damit als moégliche Ursache betrachtet
werden. Der Schwellenwert zum Eintritt in die Diapause ist ebenfalls temperaturabhangig.
Hohe Temperaturen bewirken ein vorzeitiges Erreichen der ,critical photoperiod® und
bekraftigen die Bedeutung dieses Parameters im Zusammenhang mit dem praadaptiven
Verhalten (Belozerov 1982).

Im Winter wurden im Rahmen dieser Studie zahlreiche D. reticulatus gesammelt, wobei die
Aktivitat groflen Schwankungen unterlag (0 bis 182 D. reticulatus/h) und damit einer Vielzahl
anderer Studien entsprach (Széll et al. 2006, Hornok 2009, Buczek et al. 2014, Kiewra et al.
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2016). Entsprechend der Modellrechnung waren unter Betrachtung ahnlicher
Temperaturwerte im Winter sogar signifikant mehr Zecken aktiv als im Frahjahr.
Grundsatzlich ist jedoch zu bedenken, dass im Winter nur an Tagen mit geeigneter Witterung
(keine geschlossene Schneedecke, Tagestemperatur ca. uber 0 °C) geflaggt wurde. In
Ubereinstimmung mit Zahler und Gothe (1995b) deuten die aktuellen Ergebnisse zur
Winteraktivitat in hiesigen Breitengraden auf ein Quieszenzverhalten hin und nicht wie so oft
diskutiert auf eine Diapause (Hornok 2009, Buczek et al. 2013, Foldvari et al. 2016, Kiewra
et al. 2016). Die Quieszenz beschreibt ebenfalls eine Verminderung der
Stoffwechselaktivitat, allerdings als Folge suboptimaler Umweltbedingungen und nicht
aufgrund praadaptiver Verhaltensmuster. Womaoglich stellt die Temperatur einen wichtigen
Faktor in diesem Zusammenhang dar. Diesen und den von Buczek et al. (2014) und Hornok
(2009) durchgefiihrten Untersuchungen zufolge schienen kurzfristige Aktivitatsdnderungen
von D. reticulatus im Zusammenhang mit Temperaturanderungen aufzutreten. Demnach
wurde in der aktuellen Studie ein starker Rickgang in der Anzahl gesammelter Buntzecken
(0-3 Zecken/h) mit dem Absinken der Temperatur auf den Nullpunkt Mitte Februar
beobachtet, obwohl in den 1-2 Wochen zuvor weitaus hohere Aktivitaten
(79-101 D. reticulatus/h) bei Temperaturen von ungefahr 8 °C dokumentiert wurden. Mit
Anstieg der Temperatur auf durchschnittlich 6,4 °C in den ersten Marztagen 2011 wurden
wiederum 16-60 D. reticulatus/h gesammelt. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass
adulte Buntzecken ihre Aktivitdt in den Wintermonaten verhaltnismaRig kurzfristig an die
gegebenen Temperaturen anpassen und somit suboptimale Temperaturbereiche zum Eintritt
in die Quieszenz flhren. Aufgrund der vergleichsweise selten und unregelmaRig
durchgefiihrten Probennahmen wahrend der Wintermonate kénnen die Faktoren, die zu den
hier dokumentierten Aktivitadtsschwankungen flihren, jedoch nicht eindeutig identifiziert
werden. Mdglicherweise ist das Vorhandensein einer geschlossenen Schneedecke ebenfalls
von grofer Bedeutung. Dieser Aspekt kann aufgrund der unter diesen Bedingungen
eingestellten Probennahme jedoch nicht beurteilt werden. Allerdings wurden in dieser Studie
hohe Buntzeckenaktivitaiten mit der einsetzenden Schneeschmelze Mitte Januar 2011
beobachtet. Chitimia-Dobler (2015) beschrieb hingegen Funde von gesogenen weiblichen

D. reticulatus an Wirtstieren trotz andauernd geschlossener Schneedecke (1 m).
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5.4 Pravalenzvergleich und Relevanz der untersuchten Erreger

5.4.1 Babesia spp.

Pravalenzen von Babesia spp.

Die im Rahmen dieser Studie bestimmte Pravalenz verschiedener Babesia spp. von 0 %
deckt sich mit der Mehrzahl der bislang in Deutschland durchgefuhrten Untersuchungen an
wirtssuchenden (Silaghi et al. 2012a, Weis 2014) als auch an angesogenen D. reticulatus
(Dautel et al. 2006, Najm et al. 2014, Schreiber et al. 2014, Obiegala et al. 2015). Lediglich
Beelitz et al. (2012) (Saarland) und Naucke (2008) (deutschlandweit) beschrieben
Pravalenzen von 2,5 % (n=397) bzw. 0,48 % (n=2500), wobei es sich bei der letztgenannten
Publikation vermutlich um bereits gesogene Zecken, ohne Angaben zu einem maoglichen
Reisehintergrund ihrer Wirte (Hunde), handelte. Zum Vergleich zeigen Untersuchungen zu
Babesien-Pravalenzen in wirtssuchenden Buntzecken in anderen Landern Europas und
Asiens Spannen von 0-21,6 % (Tab. 1, Kapitel 2.2.1.3). Das Ergebnis der aktuellen Studie
deckt sich mit der Mehrheit anderer Untersuchungen in Nordwest- und Mitteleuropa, wonach
keine Babesien in wirtssuchenden Buntzecken in den Niederlanden und Belgien (n=230)
(Cochez et al. 2012), Osterreich (n=153) (Duscher et al. 2016), Westpolen (n=592 bzw. 337)
(Mierzejewska et al. 2015b, Krdl et al. 2016a) und der Westslowakei (n=874) (Kubelova et al.
2011) bzw. nur verhdltnismallig geringe Pravalenzen von 1,87 % (n=230;
Niederlande/Belgien) (Jongejan et al. 2015) beschrieben wurden. Die hohe Pravalenz von
13,4 % in einer Untersuchung in GroRbritannien ist lediglich auf die hohe Infektionsrate von
Zecken, die aus einem einzigen aus den insgesamt sechs beprobten Gebieten stammen,
zurtckzufiihren. Demnach wurden dort 14 der 15 positiven Zecken gefunden (de Marco et al.
2017). Aus Landern wie Frankreich, Spanien und lItalien, welche regelmafRig von durch
B. canis verursachten Krankheitsfallen berichten (Cassini et al. 2009, Halos et al. 2014),
liegen kaum Untersuchungen zur Infektionslage von wirtssuchenden D. reticulatus mit
Babesien vor (Garcia-Sanmartin et al. 2008, Bonnet et al. 2013, Olivieri et al. 2016).
Vergleichsweise hohe Infektionsraten wurden hingegen haufig in 6stlich bzw. sudostlich
gelegenen Landern Europas gefunden: Serbien 21,6 % (n=51) (Mihaljica et al. 2012),
Lettland 2,8 % (n=181) (Radzijevskaja et al. 2017), Ostpolen 5,42 % (n=1993) (Mierzejewska
et al. 2015b) bzw. 4,5 % (n=468) (Wdjcik-Fatla et al. 2012), Stidost-Slowakei 14,7 % (n=327)
(Kubelova et al. 2011), Ungarn 8,2 % (n=413) (Hornok et al. 2016) und Ukraine 3,41 %
(n=205) (Karbowiak et al. 2014). Auch die Untersuchungen von wirtsgebundenen
Buntzecken in westlichen Regionen Europas widerspiegeln die Ergebnisse der aktuellen
Studie. Demnach konnten in den Niederlanden, der Schweiz, Belgien und Polen in von
Hunden, Katzen, Pferden und Wiederkauern abgenommenen adulten Zecken (n=19-1092)

keine Babesien nachgewiesen werden (Nijhof et al. 2007, Claerebout et al. 2013,
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Eichenberger et al. 2015, Jongejan et al. 2015, Krdl et al. 2016b). Pravalenzen von 6,1 %
(n=33) bis 29,9 % (n=181) stammen lediglich aus Studien in Polen, Ungarn, der Ukraine und
Rumanien, welche jedoch auch auf mdgliche klinische Symptome in einem Teil der
beprobten Hunde hinweisen. Allerdings erfolgte keine Untersuchung der entsprechenden
Wirte. Auch geht aus den Beschreibungen nicht hervor, inwieweit die untersuchten
Buntzecken von genau diesen Tieren abgenommen wurden (Féldvari et al. 2007, Zygner et
al. 2008, Hamel et al. 2013, lonita et al. 2016). In Anbetracht des unterschiedlichen
Pravalenzmusters zwischen west- und (siid)dstlichen Gebieten Europas, gliedert sich die
aktuelle Studie mit ihrem Ergebnis hervorragend in die Pravalenzsituation westlicher
Regionen ein. Mierzejewska et al. (2015b) fihren die unterschiedlichen Infektionsraten auf
das Vorliegen zweier grofder D. reticulatus-Populationen (Ost- und Westzone) zurtick, welche
unterschiedlicher Herkunft sind und durch eine buntzeckenfreie Zone in Zentralpolen
getrennt sind. Analysen von molekularen Markern zur Herkunft von aus beiden Zonen
gesammelten Buntzecken lassen diese klare Trennung der Populationen jedoch nicht
erkennen und bestreiten die Bedeutung der erwahnten buntzeckenfreien Zone (Kloch et al.
2017). Andere Autoren deklarieren vielmehr eine allmahliche Ausbreitung von Babesien-
Infektionen in D. reticulatus in Europa von sudoéstlicher in nordwestlicher Richtung (Kubelova
et al. 2011).

Relevanz fir die Tier- und Humangesundheit

Trotz der im Zuge dieser Untersuchung bestimmten fehlenden Pravalenz von Babesien ist
die klinische Relevanz, insbesondere mit Blick auf B. canis, in Deutschland nicht zu
unterschatzen. Wie auch in anderen bislang nicht endemischen Landern (Matjila et al. 2005,
Jines et al. 2010, Berzina et al. 2013, Schaarschmidt et al. 2013, Halos et al. 2014,
Sanchez-Vizcaino et al. 2016, de Marco et al. 2017) treten hierzulande vermehrt
autochthone Erkrankungsfalle auf, welche vorwiegend dem suddeutschen Raum und v. a.
der Nahe zur endemischen franzésischen Grenze entstammen (Gothe und Wegerdt 1991,
Zahler et al. 2000, Barutzki et al. 2007, Halos et al. 2014). Auch im Raum
Berlin/Brandenburg wurden wiederholt klinische Falle beschrieben, wobei ein
Reisehintergrund der Wirte zum Teil nicht ausgeschlossen werden konnte (Heile et al. 2006,
Barutzki et al. 2007, Kricken et al. 2016, Liesner et al. 2016). Die dennoch fehlende
Detektion von Babesien in den hiesigen Buntzecken ist mdglicherweise auf einen bislang
geringgradigen Durchseuchungsgrad der Zeckenpopulation zurlckzufiihren. Hinzu kommt
der erschwerte Nachweis mdglicher Infektionen durch das haufig beobachtete clusterhafte
Auftreten B. canis-infizierter Zecken (Schaarschmidt et al. 2013, Mierzejewska et al. 2015b,
de Marco et al. 2017). Aufgrund der zunehmenden Anzahl autochthoner Falle ist die

Erkrankung nicht mehr ausschlief3lich als Reise- und Importkrankheit zu betrachten. In
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Anbetracht der hohen Erreger- und Seropravalenzen (4,9-58 %) der Reisehunde (Barutzki et
al. 2007, Menn et al. 2010, Hamel et al. 2011, Naucke 2011, Pantchev 2012) ist die Gefahr
einer weiteren Ausbreitung von B. canis in Deutschland zu beflirchten, wobei insbesondere
subklinisch infizierte Hunde, welche mdglicherweise als Reservoir fungieren, als Risikofaktor
anzusehen sind (Vial und Gorenflot 2006, Foéldvari et al. 2016). Naive Buntzecken infizieren
sich am Wit und kbénnen Uber die transovarielle Weitergabe, welche (ber
3-4 Tochtergenerationen wahrt (Deplazes et al. 2013a), eine stabile Babesien-Infektion in
der Zeckenpopulation aufbauen (Barutzki et al. 2007, Foldvari et al. 2016).

Die Ubrigen Babesien (B. caballi, B. microti, B. cf. microti), die bislang nur auf3erhalb
Deutschlands in D. reticulatus gefunden wurden, sind Ausloser verschiedenster
Krankheitsbilder in Mensch und Tier (Rothschild 2013, Rozej-Bielicka et al. 2015, Hodzi¢ et
al. 2017). Trotz der in Deutschland scheinbar fehlenden Seropravalenz von B. caballi in
Pferden (Sigg et al. 2010) und der Meldung von nur einem einzigen autochthonen Fall
equiner Babesiose (Scheidemann et al. 2003) ist der Erreger von Bedeutung, da allein
positive serologische Befunde 2zu Transportbeschrankungen oder -verboten flhren
(Rothschild 2013).

Im Gegensatz zu B. caballi wurde fUr B. microti und B. cf. microti, welche zunehmend in
D. reticulatus beschrieben werden, bislang keine Vektorkompetenz belegt (Wojcik-Fatla et al.
2012, Wojcik-Fatla et al. 2015, Hodzi¢ et al. 2017, Zajac et al. 2017). Hohe Pravalenzen von
20-47,5 % von B. cf. microti (=T. annae) in Fichsen in Deutschland (Brandenburg,
Thuringen) (Najm et al. 2014, Liesner et al. 2016) bzw. Ungarn (Farkas et al. 2015) und das
Fehlen des entsprechenden Erregers in D. reticulatus in diesen Landern sprechen derzeit
jedoch gegen eine Ubertragung durch diese Zeckenspezies. Weitere Untersuchungen zur
Einschatzung der Relevanz der Zecke im Zusammenhang mit diesen Erregern bleiben
abzuwarten. Grundsatzlich wurden jedoch klinische Falle durch B. microti-Infektionen beim
Menschen bereits in Deutschland und Polen beschrieben. Unter immunsuppressiven
Umstanden flihrte die Infektion sogar zur Ausbildung eines schwerwiegenden
Krankheitsbildes (Hildebrandt et al. 2007, Moniuszko-Malinowska et al. 2016). Bezlglich der
humanmedizinischen Relevanz ist B. microti im Gegensatz zu B. divergens jedoch von

untergeordneter Bedeutung in Europa (Rozej-Bielicka et al. 2015).

5.4.2 Borrelia spp.

Pravalenzen von Borrelia spp.

Die Untersuchung aller 2000 Buntzecken ergab eine Pravalenz von 0,25 %. Die Borrelien-
infizierten Zecken wurden an allen vier Standorten gefunden. Die Sequenzierung gelang bei

zwei Proben und bestatigte Infektionen mit B. afzelii und B. miyamotoi. Letztere ist nach

113



Diskussion

aktuellem Kenntnisstand eine Erstbeschreibung in D. reticulatus. Die in anderen Studien nur
selten durchgefiihrten Genospeziesbestimmungen detektierten ebenfalls haufig B. afzelii
(Nijhof et al. 2007, Reye et al. 2013, Mierzejewska et al. 2015b). Tabelle 2 (Kapitel 2.2.2.4)
liefert einen generellen Uberblick tiber den GrofRteil der in Europa und Asien durchgefiihrten
Untersuchungen zu Borrelien in wirtssuchenden D. reticulatus. Die im Zuge dieser Studie
bestimmte Pravalenz deckt sich mit der Mehrzahl der Untersuchungen in anderen Landern
Europas. Demnach wurden ahnlich niedrige Infektionsraten mit Borrelia spp. auch in den
Niederlanden (0,47 %; n=215) (Nijhof et al. 2007) und Polen (0,09 %; n=2585)
(Mierzejewska et al. 2015b) dokumentiert. Gar keine Funde von Borrelien wurden zudem in
wirtssuchenden Buntzecken in GroRbritannien (n=61) (Tijsse-Klasen et al. 2013), Spanien
(n=97) (Barandika et al. 2008), Polen (n=125) (Opalinska et al. 2016), Tschechien (n=372)
(Hubalek et al. 1998), Kroatien (n=100) (Dobec et al. 2009) und Bosnien-Herzegowina
(n=54) (Hodzi¢ et al. 2016) beschrieben. Vergleichsweise wenige Studien berichten dagegen
von hoéheren Pravalenzen von 1,5-4,27 % (n=41-634) (Rar et al. 2005a, Bonnet et al. 2013,
Reye et al. 2013, Krdl et al. 2015, Zajac et al. 2017). Auch in wirtssuchenden Buntzecken in
Deutschland wurden weitaus héhere Pravalenzen von 6 % (n=94) im Raum Berlin (Robert-
Koch-Institut 2009) und 11,3 % (n=97) in Sachsen (Kahl et al. 1992) dokumentiert. Richter et
al. (2012b) fuhrten den durch Kahl et al. (1992) bestimmten hohen Infektionsgrad auf ein
unspezifisches Verhalten des verwendeten IFATs zurlick. Eine Beurteilung der durch das
Robert-Koch-Institut (2009) publizierten Pravalenz ist aufgrund fehlender Informationen zur
Nachweismethode nicht moglich. Andere in Deutschland durchgefuhrte Untersuchungen in
wirtssuchenden D. reticulatus konnten &ahnlich zu der aktuellen Studie keine Borrelien
nachweisen (Richter et al. 2012b, Obiegala et al. 2017). Studien zur Analyse bereits
wirtsgebundener Buntzecken sind selten, beschreiben aber haufig ebenso fehlende
Pravalenzen von Borrelien (Nijhof et al. 2007, Claerebout et al. 2013, Krdl et al. 2015).
Dahingegen berichteten Biadun et al. (2007) (n=12, Polen) und Reye et al. (2013)
(n=61, Weilrussland) von Infektionsraten von 50 % bzw. 8,2 %. Die entsprechenden Wirte
(Cerviden, Kiihe, Hunde) der genannten Studien wurden nicht auf mdgliche Borrelien-
Infektionen untersucht. Immerhin ist das klinische Bild der Borreliose bei Hunden
grundsatzlich bekannt. Die hier beprobten Hunde zeigten laut den Autoren keine Kklinische

Symptomatik.

Relevanz fir die Tier- und Humangesundheit

Borrelia afzelii stellt einen der bedeutendsten Erreger der humanen Borreliose in Europa dar
(Stanek et al. 2012). Die Pathogenitat des Erregers ist fir Hunde noch nicht ausreichend
geklart (Pantchev et al. 2015). Klinische Erkrankungen durch den Vertreter des

Ruckfallfieber-Komplexes B. miyamotoi wurden bislang ausschliel3lich im Menschen
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(Deutschland, Russland, Japan, USA, Niederlande) beschrieben (Boden et al. 2016, SiAski
et al. 2016). Ausgehend von den aulerst niedrigen ermittelten Pravalenzen scheint
D. reticulatus keine wesentliche Rolle in der Epidemiologie dieser beiden Genospezies
einzunehmen. Untersuchungen zu einer mdglichen Vektorkompetenz von D. reticulatus
liegen bislang nicht vor, jedoch sprechen verschiedene Hinweise gegen diese Funktion.
Demnach fungieren die ebenfalls zur Gattung Dermacentor gehérenden Vertreter
D. andersoni, D. silvarum und D. occidentalis nachweislich nicht als Vektor fiir Borrelien
(Lane et al. 1994, Dolan et al. 1997, Sun und Xu 2003). Im Gegensatz zum Vektor /. ricinus
wurden zudem in adulten, experimentell mit B. garinii infizierten Buntzecken wenige Tage
nach Infektion keine bzw. nur noch immobile Borrelien gefunden und damit die fehlende
Fahigkeit zur Aufrechterhaltung einer Borrelien-Infektion belegt (Matlova et al. 1996, Rudolf
und Hubalek 2003). Moglicherweise wird die Infektion durch das Immunsystem von
D. reticulatus beeinflusst (Mierzejewska et al. 2015b). Immerhin bewirken borreliazidale
Plasmafaktoren in der Hamolymphe von D. marginatus bzw. D. variabilis eine Reduktion der
Borrelienzahl (Johns et al. 2001, Chrudimska et al. 2014).

5.4.3 Anaplasmataceae

Pravalenzen von Cand. Neoehrlichia mikurensis, Anaplasma- und Ehrlichia spp.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden Pravalenzen von 0,05 % fir Anaplasmen
(Sequenzierung: A. phagocytophilum) und jeweils 0 % fir Ehrlichien bzw. fir Cand.
Neoehrlichia mikurensis ermittelt. Vergleichbare Studien liegen in Deutschland kaum vor.
Untersuchungen auf Anaplasma spp. und Cand. Neoehrlichia mikurensis detektierten eine
einzelne infizierte Buntzecke mit dem letztgenannten Erreger in einer zu dieser Studie
durchgefuhrten Parallelstudie in Brandenburg (Richter et al. 2012b, Kricken et al. 2013).
Funde von Cand. Neoehrlichia mikurensis (7,7 %; n=117) in gesogenen Nymphen gehen
mdglicherweise auf die aufgenommene Blutmahlzeit der ebenfalls positiv getesteten Wirte
zurlck (Silaghi et al. 2012b). Zum Vergleich zeigen Untersuchungen in wirtssuchenden
Buntzecken in anderen Landern Europas und Asiens Pravalenzen von 0-25,36 % (Tab. 3,
Kapitel 2.2.3.3). Es ist ersichtlich, dass sich die in dieser Studie ermittelte dulerst geringe
Pravalenz mit den Ergebnissen nahezu aller gegenwartig verfliigbaren Publikationen deckt.
Demnach konnten keine Erreger dieser Gattungen beispielsweise in den Niederlanden
(n=215 bzw. 177) (Nijhof et al. 2007, Jahfari et al. 2012), GroRbritannien (n=61) (Tijsse-
Klasen et al. 2013), Osterreich (n=153) (Duscher et al. 2016), Spanien (n=97) (Barandika et
al. 2008), Ungarn (n=413) (Hornok et al. 2016), Polen (n=125) (Opalinska et al. 2016),
Weilirussland (n=164) (Reye et al. 2013) und Russland (n=91) (Shpynov et al. 2006)

nachgewiesen werden. Vereinzelte Funde von Anaplasmen (1,1-8 %; n=53-634) wurden
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lediglich in Polen, Litauen, Frankreich, Serbien und Bosnien-Herzegowina beschrieben
(Paulauskas et al. 2012, Bonnet et al. 2013, Tomanovi¢ et al. 2013, Szekeres et al. 2015,
Hodzi¢ et al. 2016, Zajgc et al. 2017). Von einer ungewdhnlich hohen Pravalenz berichteten
zudem Karbowiak et al. (2014), wonach 25,36 % (n=205) der im nicht mehr vom Menschen
genutzten Gebiet in Tschernobyl untersuchten Buntzecken positiv getestet wurden. In
Ubereinstimmung mit der aktuellen Studie verdeutlichen auch Untersuchungen von
wirtsgebundenen Zecken die geringe Infektionswahrscheinlichkeit von D. reticulatus mit den
gesuchten Erregern. Die Analysen von Buntzecken, die von Hunden, Katzen, Pferden und
Wiederkauern abgenommen wurden, konnten die entsprechenden Pathogene nicht
nachweisen (n=18-164) (Santos-Silva et al. 2006, Nijhof et al. 2007, Claerebout et al. 2013,
Hamel et al. 2013, Reye et al. 2013, lonita et al. 2016, Krdl et al. 2016b, Potkonjak et al.
2016). Nahezu alle Wirtstiere zeigten keinerlei klinische Symptome. Eine parallele
Untersuchung der Wirte auf die Erreger fand nicht statt. Positive Funde wurden jedoch in
6 der 18 von Rindern abgenommenen Zecken-Pools (A. marginale) und in 14,3 % der von
Cerviden abgenommenen Buntzecken (A. phagocytophilum) beschrieben (Wirtgen et al.
2011, Hornok et al. 2012). Die Rinder selbst zeigten Anzeichen einer Kklinischen
Anaplasmose.

In Ubereinstimmung mit dem Ergebnis dieser Studie wurden in allen oben genannten
Publikationen zur Untersuchung wirtssuchender D. reticulatus Anaplasmen, niemals aber
Ehrlichien oder Cand. Neoehrlichia mikurensis detektiert. Mit Ausnahme von Bonnet et al.
(2013) (A. marginale) ergab die Speziesbestimmung in den verbleibenden Studien ebenfalls

eine Infektion mit A. phagocytophilum.

Relevanz fiir die Tier- und Humangesundheit

Da in Bezug auf Anaplasma spp. in wirtssuchenden D. reticulatus nahezu ausschlieRlich
Beschreibungen von A. phagocytophilum vorliegen, ist in erster Linie die Relevanz dieses
Erregers zu diskutieren. Anaplasma phagocytophilum hat in Europa als Ausloser der
granulozytaren Anaplasmose bei Wiederkauern, aber auch bei Hunden und Menschen
klinische Bedeutung (Dugat et al. 2015). In der Epidemiologie der Erkrankung spielt diese
Zeckenspezies dennoch keine Rolle, da die bislang nachgewiesenen Pravalenzen aulerst
gering waren und keine Hinweise auf eine Vektorfunktion fiir diesen Erreger nach
derzeitigem Kenntnisstand vorliegen. Anaplasma marginale, der Ausloser der bovinen
Anaplasmose und der einzige durch experimentelle Untersuchungen bestatigte Erreger aus
der Gruppe der Anaplasmataceae, flr welchen eine Vektorkompetenz durch D. reticulatus
besteht (Zivkovic et al. 2007), spielt ebenfalls keine Rolle, da dieser keine Verbreitung in
wirtssuchenden Buntzecken hat. Darlber hinaus impliziert eine experimentell bestimmte

Vektorkompetenz nicht automatisch eine Ubertragung unter Feldbedingungen (OIE 2015).

116



Diskussion

Ehrlichien sind nach aktuellem Kenntnisstand eindeutig nicht an D. reticulatus als Vektor
gekoppelt, da in Ubereinstimmung mit dieser Arbeit entsprechende Erreger dieser Gattung
bis heute in keiner einzigen Studie nachgewiesen wurden. Die bedeutendste
Ehrlichien-induzierte  Erkrankung  (canine  Ehrlichiose) tritt  ausschlieBlich  im
Verbreitungsgebiet des scheinbar einzig bekannten Vektors R. sanguineus auf (Sainz et al.
2015, Rubel et al. 2016). Demnach ist die canine Ehrlichiose in Deutschland als Reise- und
Importkrankheit zu betrachten (Liebisch et al. 2006, Krupka et al. 2007).

Auch Cand. Neoehrlichia mikurensis ist grundsatzlich von klinischer Relevanz bei Mensch
und Hund (Silaghi et al. 2016), scheint aufgrund der in dieser und vielen weiteren Studien
kaum festgestellten Pravalenzen jedoch keine Bedeutung im Zusammenhang mit
D. reticulatus zu haben. Lediglich in einer aus Deutschland stammenden wirtssuchenden
adulten weiblichen Zecke, welche im Rahmen einer zu dieser Studie durchgefiihrten
Parallelstudie detektiert wurde, wurde DNA dieses Erregers nachgewiesen (Kriicken et al.
2013). Im Zusammenhang mit positiv getesteten gesogenen Nymphen (Silaghi et al. 2012b)
konnte die Mdoglichkeit einer transstadialen Weitergabe erwogen werden, wobei auf
Grundlage einer PCR keine Aussage zur Vitalitdt des Erregers gemacht werden kann und
die Effektivitat der Weitergabe aufgrund des Nachweises in nur einer einzelnen

wirtssuchenden Zecke fraglich ist.

5.4.4 Rickettsia spp.

Pravalenzen von Rickettsia spp.

Die im Rahmen dieser Studie in D. reticulatus ermittelte Pravalenz von 64 % stellt einen der
héchsten Werte im Vergleich zu anderen europaischen Untersuchungen dar (Tab. 4, Kapitel
2.2.6.3). Weitere in Deutschland in wirtssuchenden Buntzecken durchgefuhrte Studien
berichteten von Pravalenzen von 50 % (n=94) bzw. 51,3% (n=288) im Raum
Berlin/Brandenburg und 33,1 % (n=133) bis maximal 70,5 % (n=105) in Mittel- und
Suddeutschland (Robert-Koch-Institut 2009, Pluta et al. 2010, Rumer et al. 2011, Silaghi et
al. 2011, Obiegala et al. 2017). Hierzulande durchgefihrte Untersuchungen in von Hunden
und Cerviden abgenommenen adulten Exemplaren ergaben Werte von 23 % bzw. 39 %
(Dautel et al. 2006, Schreiber et al. 2014). Im Vergleich zu dieser Studie berichteten fast alle
in anderen Landern Europas durchgefihrten Studien von niedrigeren Pravalenzen in
wirtssuchenden D. reticulatus. Ein definitives geografisches Muster in Bezug auf die Hohe
der Rickettsien-Pravalenzen ist jedoch nicht erkennbar, da grofRe Differenzen in der Anzahl
infizierter D. reticulatus zwischen, aber auch innerhalb verschiedener Lander bestehen.
Grundsatzlich wurden jedoch im Baltikum und in Landern Sideuropas vergleichsweise

niedrige Werte mit einer maximalen Prévalenz von 25,8 % (n=115) (Spitalska et al. 2012)
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dokumentiert. Weitere Studien in diesen Gebieten beschreiben Infektionsraten von 4,9 %
(n=1682) (Radzijevskaja et al. 2015), 12 % (n=100) (Dobec et al. 2009), 0 % (n=53)
(Radulovi¢ et al. 2011), 18,5 % (n=54) (Hodzi¢ et al. 2016) und 10,8 % (n=600) (Svehlova et
al. 2014). Eine aktuelle Publikation aus der Slowakei belegt hingegen eine Pravalenz von
50,3 % (Spitalska et al. 2018). Untersuchungen in den anderen Gebieten Europas zeigen
tendenziell héhere Pravalenzen, welche den in dieser Studie ermittelten Wert jedoch nicht
Ubersteigen. Demnach waren in Polen 41 % (n=541) (Stanczak et al. 2018), 43,8 % (n=634)
(Zajac et al. 2017) und 53 % (n=528) (W¢jcik-Fatla et al. 2013) der Buntzecken infiziert. In
GroRbritannien wurden Pravalenzen von 28,8 % (n=59) (Tijsse-Klasen et al. 2011) bzw. 5 %
(n=61) (Tijsse-Klasen et al. 2013) ermittelt. Auch andere Studien verdeutlichen mit
Infektionsraten von 49,5 % (n=97, Spanien) (Barandika et al. 2008), 34,4 % (n=413, Ungarn)
(Hornok et al. 2017), 15,3 % (n=215, Niederlande) (Nijhof et al. 2007) und 10,1 %
(n=69, Ukraine) (Didyk et al. 2017) stark variierende, aber vergleichsweise niedrige Werte.
Hohere Infektionsraten im Vergleich zu dieser Studie sind lediglich aus Tschernobyl (70,5 %;
n=201), wo ebenfalls ungewdhnlich hohe Pravalenzen von A. phagocytophilum dokumentiert
wurden, und Osterreich (65 %; n=153) bekannt (Duscher et al. 2016, Karbowiak et al.
2016b). In den Untersuchungen von wirtsgebundenen Buntzecken waren 11,6 % (n=125) bis
60,9 % (n=46) der von Menschen, Hunden, Katzen, Wiederkduern bzw. Pferden in Spanien,
Ungarn, Rumanien, Polen, den Niederlanden, Weilrussland und der Slowakei
abgenommenen Zecken infiziert (Fernandez-Soto et al. 2006, Nijhof et al. 2007, Spitalska et
al. 2012, Hamel et al. 2013, Reye et al. 2013, lonita et al. 2016, Krdl et al. 2016b). Nahezu
alle diese Zecken wurden von asymptomatischen Wirten abgenommen. Untersuchungen der
entsprechenden Wirte auf Rickettsien fanden nicht statt.

Die in der jetzigen Studie durchgefiihrte Sequenzierung einer Stichprobe von positiven
Proben zeigte, dass es sich ausschliellich um Infektionen mit R. raoultii handelte. Unter den
anderen in Tab. 4 (Kapitel 2.2.6.3) aufgeflihrten Studien, welche erfolgreich Rickettsien
detektierten und die entsprechende Genospezies analysierten, wiesen ca. 90 % ebenfalls
R. raoultii nach. Vereinzelt traten Falle von R. helvetica und/oder R. slovaca auf (Dobec et al.
2009, épitalské et al. 2012, Tijsse-Klasen et al. 2013, Svehlova et al. 2014, Radzijevskaja et
al. 2015, Hodzic¢ et al. 2016, Rudolf et al. 2016, Hornok et al. 2017). In Ubereinstimmung mit

den hier vorgelegten Untersuchungen wurde in Deutschland lediglich R. raoultii detektiert.

Einflussfaktoren auf die Rickettsien-Pravalenz

Im generalisierten linearen Regressionsmodell (logistische Regression) wurde der
signifikante Einfluss des Parameters Fangort verdeutlicht, welcher in unterschiedlich hohen
Rickettsien-Pravalenzen an den Standorten resultierte (31,4-78,3 %; ©2010/2011). In

Ubereinstimmung mit dieser Studie wurden hohe Pravalenzdifferenzen zwischen nahe
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gelegenen Gebieten u. a. auch durch Stanczak (2006) (20-55 %), Silaghi et al. (2011)
(37,5-80,1 %) und Stanczak et al. (2016) (23,9-66,7 %) beschrieben. Da die
Infektionsdkologie von R. raoultii, wie im Folgenden erldutert wird, nicht vollstandig geklart
scheint (Karbowiak et al. 2016a), sind weitere Untersuchungen notwendig, um die Griinde
der Pravalenzdifferenzen ausreichend zu erdértern. Durch eine effektive transstadiale (98 %)
und transovarielle (90 %) Ubertragungsrate von R.raoulti fungiert D. reticulatus
grundsatzlich selbst als Reservoir (Samoylenko et al. 2009, Alberdi et al. 2012). Der dennoch
bestehende generationsfortschreitende Erregerverlust koénnte durch die Interaktion mit
Wirten kompensiert werden, welche aufgrund ihrer unterschiedlichen Kompetenz und
Kapazitat Schwankungen in den Pravalenzen verschiedener Habitate hervorrufen. Die
Reservoirkompetenz beinhaltet zum einen die Attraktivitat eines Wirtes fir den Vektor,
welche wiederholte Zeckeninfestationen zulasst. Zum anderen umfasst dieser Begriff die
Empfanglichkeit des Wirtes fur das Pathogen, die Aufrechterhaltung der Infektion fiir einen
langeren Zeitraum sowie die Fahigkeit, den Erreger anschlieBend an Vektorzecken
weiterzugeben. Die Reservoirkapazitat wiederum bezeichnet den Anteil infizierter Zecken in
der Zeckenpopulation, zu der ein Wirt im Verhaltnis zu anderen Wirten beitragt. Sie umfasst
die Abundanz des Wirtes, die Abundanz der Zecken auf diesem Wirt, die Pravalenz des
Erregers in dem Wirt und die Infektiositat des Wirtes fur Vektorzecken (Richter und
Matuschka 2012b). Eine hohe Kapazitat kompetenter Wirte wirde eine Reservoirfahigkeit
darstellen und folglich die Wahrscheinlichkeit einer Rickettsienubertragung erhdhen. Eine
hohe Biodiversitat, welche moglicherweise mit einer héheren Anzahl nicht kompetenter Wirte
einhergeht, wirde hingegen gegenteilig wirken, wie anhand von Untersuchungen an Lyme
Borrelien diskutiert wird (Ostfeld 2009, Wood und Lafferty 2013, Turney et al. 2014). Da
reservoirbezogene Untersuchungen von Wirten in Bezug auf R. raoultii kaum vorliegen und
bislang keine Wirbeltierreservoire bekannt sind, sollten weitere und insbesondere
xenodiagnostische Untersuchungen durchgefiihrt werden (Karbowiak et al. 2016a). Die Rolle
von Kleinsaugern scheint jedoch nicht von Bedeutung, da Untersuchungen in Deutschland
zeigen, dass trotz niedriger Pravalenzen von R. raoultii in Wald- und Roételmausen (25 %)
eine grofle Anzahl an wirtssuchenden Buntzecken (70,5 %) in diesem Gebiet infiziert war
(Obiegala et al. 2017). Ein weiterer Ansatzpunkt kénnte die Beeinflussung der Rickettsien-
Pravalenz Uber das Co-feeding darstellen. Unabhangig von einer systemischen Infektion
eines Wirtes genlgt beim Co-feeding das zeitgleiche Saugen von Zecken an ein und
demselben Wirt fur den Erregeraustausch (Randolph et al. 1996). Untersuchungen zur
erfolgreichen Erregertransmission mittels Co-feeding liegen bereits fur R. conorii und
R. massiliae vor (Matsumoto et al. 2005, Zemtsova et al. 2010). Entsprechend Brunner und
Ostfeld (2008) sowie Pfaffle et al. (2015) bewirkt eine geringe Wirtsdichte eine erhdhte

Anzahl zeitgleich saugender Zecken am Wirtstier und umgekehrt. Folglich kdnnte eine
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geringe  Wirtsdichte bzw. eine hohe Kapazitdt die Wahrscheinlichkeit der
Rickettsienubertragung uUber das Co-feeding steigern. Ein wiederum anderer Ansatzpunkt
kénnte im Vorkommen von zooprophylaktischen Wirten, welche eine Reduktion der
Erregerpravalenz bewirken koénnten, liegen. Entsprechende Untersuchungen existieren zu
Borrelien (Richter und Matuschka 2010), bislang aber nicht zu Rickettsien.

Im Gegensatz zu dem habitatsbedingten Einfluss konnte mithilfe des Regressionsmodells
keine signifikante Bedeutung flr die zeitbezogenen Parameter Jahr und Saison ermittelt
werden. Der Vergleich wirtssuchender Rickettsien-infizierter D. reticulatus in einer
spanischen Studie verdeutlicht einen ebenfalls fehlenden signifikanten Einfluss der Variable
Saison auf die Pravalenzhéhe (Barandika et al. 2008). Hornok et al. (2017) beschrieben
signifikante Pravalenzunterschiede bei Betrachtung verschiedener Monate an ein und
demselben Standort und gibt Differenzen bis zu 31 % an. Entsprechende Schwankungen
zwischen den Monaten wurden auch in der hiesigen Studie dokumentiert. Demnach waren
beispielsweise im April 2011 am Standort Gatow mit 20 % (n=40) Rickettsien-positiv
getesteter Buntzecken 23,9 % Exemplare weniger infiziert als im September (n=41). Beim
Vergleich der Monatspravalenzen in Abhangigkeit von Standort und Untersuchungsjahr
waren jedoch keinerlei Tendenzen erkennbar. Schlussfolgernd sollten zur Bestimmung der
lokalen Pravalenz Langzeituntersuchungen aufgrund der teils massiven Schwankungen
erfolgen (Hornok et al. 2017).

Relevanz fir die Tier- und Humangesundheit

Dermacentor reticulatus gilt als Ubertrédger von R. raoultii und R. slovaca (Foldvari et al.
2013), wobei die in diesem Kapitel im Absatz ,Pravalenzen von Rickettsia spp.“ aufgelisteten
bisherigen Untersuchungen die weitaus grélkere Bedeutung von R.raoulti im
Zusammenhang mit dieser Zeckenspezies aufzeigen. Nach bisherigem Kenntnisstand spielt
der Erreger unter tiermedizinischen Gesichtspunkten keine Rolle, allerdings liegen
diesbezlglich nur wenige Untersuchungen in Wirten vor. Lediglich Wachter et al. (2015) und
Liesner et al. (2016) konnten R. raoultii mit einer Pravalenz von 0,68-2,8 % serologisch bzw.
direkt (PCR) in asymptomatischen Hunden nachweisen. Interessanterweise liegen die
Untersuchungen von Liesner et al. (2016) und die von Schreiber et al. (2014) durchgefihrte
Studie, welche Pravalenzen von R. raoulti von 39 % in von Hunden abgenommenen
D. reticulatus detektierten, wie auch die aktuell vorliegende Untersuchung alle im Gebiet
Berlin/Brandenburg. Entsprechend Beck et al. (2014) ist D. reticulatus in dieser Region
zudem nahezu gleich haufig auf Hunden zu finden wie I. ricinus. Die stark divergierenden
Infektionsgrade der Hunde und Buntzecken mit R. raoultii lassen vermuten, dass eine

Ubertragung des Erregers auf den Hund nicht erfolgreich stattfindet, Hunde fiir R. raoultii
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nicht empfanglich sind oder der Nachweis von Erregermaterial bzw. Antikdrper nur schwer
moglich ist.

Fir die Humanmedizin sind R. raoultii, aber auch R. slovaca, als Ausloser der SENLAT von
medizinischer Relevanz. Trotz hoher Pravalenzen von R. raoultii in den Buntzecken liegen
bislang nur geringe Seropravalenzen und nur vereinzelte Erkrankungsfalle vor.
Pravalenzuntersuchungen, welche R. raoulti  umfassen und eine eindeutige
Genospeziesdifferenzierung zulassen, sind jedoch auch im Humanbereich selten. Zajgc et
al. (2013) und Stanczak et al. (2016) berichteten von Seropravalenzen mit Rickettsia spp.
von 4,7-36 %, wobei stark exponierte Gruppen wie z. B. Waldarbeiter besonders hohe
Pravalenzen aufwiesen. Wolfel et al. (2017) ermittelten im Raum Berlin/Brandenburg eine
Pravalenz von 23,5 %, wovon 2/3 der Proben einer Genospeziesbestimmung unterzogen
wurden. R. raoultii machte einen Anteil von 5 % aus. Obwohl in der aktuellen Untersuchung
eine der hochsten Pravalenzen in D. reticulatus Uberhaupt ermittelt wurde, entstammen
Erkrankungsfalle in Deutschland bislang lediglich dem suddeutschen Raum. Allerdings
konnte in diesen Fallen eine Abgrenzung zur morphologisch Uberaus &ahnlichen Zecke
D. marginatus als Ubertrager nicht vorgenommen werden (Pluta et al. 2009, Rieg et al.
2011). Die Grunde der niedrigen Fallzahlen liegen modglicherweise in einer
Unterdiagnostizierung der SENLAT-Erkrankung, da serologische Kreuzreaktionen zu
anderen Vertretern der Fleckfiebergruppe bzw. die geringe Nachweisbarkeit in Blut und
Gewebeproben mittels PCR die Detektion und Zuordnung des Erregers erschweren
(Silva-Pinto et al. 2014). Zum anderen ist die vergleichsweise geringe Wirtspraferenz von
D. reticulatus gegeniber dem Menschen von ausschlaggebender Bedeutung, wobei in
endemischen Gebieten das Risiko dennoch nicht unterschatzt werden sollte (Foldvari et al.
2016). Auch ist eine mdgliche Ubertragung durch mannliche Exemplare zu beriicksichtigen
(Foldvari et al. 2013). Weiterhin wird die Pathogenitat von R. raoultii intensiv diskutiert.
Wahrend einige Autoren R. raoultii eine ebenso so groRe Pathogenitat wie R. slovaca
zuschreiben (Switaj et al. 2012, Féldvari et al. 2013), gehen wiederum andere von weniger
schweren Krankheitsbildern aus (Parola et al. 2009, Silva-Pinto et al. 2014). Darlber hinaus
gingen Infektionen, in denen der ursachliche Erreger genau identifiziert werden konnte, in

85 % der Falle von R. slovaca aus (Silva-Pinto et al. 2014).

5.5 Schlussfolgerungen

Diese Arbeit gibt einen umfassenden Uberblick zur saisonalen Aktivitat adulter
wirtssuchender D. reticulatus sowie zu den Pravalenzen verschiedenster, human- oder
veterinarmedizinisch relevanter, zeckenubertragener Erreger im Raum Berlin/Brandenburg

und bildet damit eine wichtige Grundlage zur Risikobewertung. Im Gegensatz zu Studien zur
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Untersuchung bereits gesogener Zecken, in denen der jeweilige Erregernachweis z. T. auf
die aufgenommene Blutmahlzeit zurtuckzufuhren ist, wird durch die Analyse noch
wirtssuchender Zecken eine verlasslichere Erregerpravalenz in der Zeckenpopulation
wiedergegeben.

Mithilfe der Fahnen-Flaggen-Methode wurden stabile Buntzeckenpopulationen auf den
ausgewahlten brachliegenden Flachen im Raum Berlin/Brandenburg bestatigt. Neben den
charakteristischen Aktivitdten im Frihjahr und Herbst, wurden bei vereinzelten
Probennahmen in den Wintermonaten ebenfalls aktive adulte D. reticulatus gesammelt,
deren Anzahl jedoch sehr hohen Schwankungen unterlag. Umfangreiche Untersuchungen,
welche dem Winter entsprechende Faktoren (Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Tageslange,
Schneedecke) bertlicksichtigen, sollten zur besseren Beurteilung der Winteraktivitat
durchgefiihrt werden. Orientierung konnte die von Dautel et al. (2008) durchgefiihrte Studie
zur Beobachtung der Winteraktivitat von [ ricinus mithilfe der Stabmethode bieten.
Grundsatzlich ist damit ein potentielles Infestationsrisiko der Wirte auch in dieser Zeit
gegeben. Daher sollte in endemischen Gebieten eine ganzjahrige Zeckenprophylaxe in
Erwagung gezogen werden.

Zur Einschatzung der die Aktivitat von D. reticulatus beeinflussenden Faktoren wurden mit
den im Regressionsmodell untersuchten Variablen die wichtigsten Parameter erfasst und die
signifikante Bedeutung des Fangortes, der Saison und der Temperatur herausgestellt.
Letztere umfassen zwar Faktoren wie die Tageslichtlange und die Vegetations- und
Wirtsstruktur, allerdings ware eine separate Betrachtung dieser Parameter von grof3em
Interesse. Dadurch kénnten die Ursachen der signifikanten Unterschiede zwischen den
Saisons und den Fangorten genauer definiert und generelle Erkenntnisse Uber
Einflussfaktoren auf die Buntzeckenaktivitat ausgebaut werden. Die fehlende Bestimmung
anderer Parameter, wie die Windgeschwindigkeit und die Niederschlagsmenge, ist
vernachlassigbar, da bisherige Untersuchungen keinen Einfluss feststellen konnten (Hubalek
et al. 2003a, Leschnik et al. 2008, Kiewra et al. 2014, Olivieri et al. 2017) bzw. die
Untersuchung mittels Flaggen-Methode bei stirmischen und nassen Bedingungen nicht
geeignet ware. Anhand von [. ricinus wurde zudem gehauft von einem bedeutenden Einfluss
des Sattigungsdefizites berichtet (Randolph et al. 1999, Perret et al. 2003, Kiewra et al.
2014). In einer jingsten Studie in Norditalien konnte der Effekt des Sattigungsdefizites auf
adulte Buntzecken ebenfalls herausgestellt werden (Olivieri et al. 2017). Die Beurteilung der
Aktivitdt kann in diesem Zusammenhang jedoch durch Verwendung der Parameter
Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit allein erfolgen, da sich das Sattigungsdefizit aus
diesen beiden Faktoren zusammensetzt. Dartber hinaus bildet die relative Luftfeuchtigkeit in

Anlehnung an den CEA die ausschlaggebende Variable fir die Regulation des
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Wasserhaushaltes und zeigt, dass Zecken oberhalb des CEA unabhangig von der Hohe des
Sattigungsdefizites aktiv sind (Estrada-Pena et al. 2013b).

In Anbetracht der hohen Zeckenaktivitat in den untersuchten Gebieten war die Untersuchung
auf verschiedene Krankheitserreger von groRer Bedeutung. Aufgrund der Wirtspraferenz
adulter Buntzecken war die Analyse von Erregern, welche Hunde, Pferde und Rinder
betreffen, von primarem Interesse. Aber auch humanpathogene Keime durften aufgrund der
wiederholten Berichte von Buntzeckenstichen am Menschen nicht auler Acht gelassen
werden (Grzeszczuk und Stanczak 2006, Lledé et al. 2014, Chitimia-Dobler 2015, Jongejan
et al. 2015). Im Ergebnis wurde eine der hochsten jemals beschriebenen Rickettsien-
Pravalenzen ermittelt, wobei ausschlieBlich R. raoultii nachgewiesen wurde. Diesem Erreger
sollte auf Basis der hohen Pravalenz in D. reticulatus und seiner bereits erwiesenen
humanmedizinischen und noch fraglichen tiermedizinischen Relevanz durchaus Bedeutung
beigemessen werden. Im Gegensatz dazu scheinen die untersuchten
Buntzeckenpopulationen aktuell keine Rolle fiir Babesien, Anaplasmen, Ehrlichien, Cand.
Neoehrlichia mikurensis und Borrelien zu spielen. Aufgrund wiederholt beschriebener
vereinzelter autochthoner Falle der klinisch sehr bedeutenden caninen Babesiose in dieser
Region, sollten bezuglich mdglicher Babesien-Infektionen jedoch weitere Zeckenscreenings
erfolgen, wobei die Aufenthaltsorte der betroffenen Hunde zur Beprobung berucksichtigt
werden sollten.

Die erhobenen Daten liefern einen grundlegenden Beitrag zur Risikoeinschatzung fur
Mensch und Tier. Fir eine endglltige Risikobewertung sind neben dem Vorkommen, dem
saisonalen Verhalten und der Erregerlast von D. reticulatus aber auch Faktoren wie die
Kontaktwahrscheinlichkeit zwischen Zecke und Wirt, die Wirtspraferenz, das Vektorpotential
der Zecke, die Pathogenitat des jeweiligen Erregers, die Pravalenzgrade in den Wirten selbst
und Inzidenzen flir einzelne Erkrankungen notwendig. Auch liefert diese Studie
ausschliellich einen Status quo fir den untersuchten Zeitraum. Insbesondere
Tierbewegungen zwischen den Landern bergen das Risiko der Erregereinschleppung und
gegebenenfalls der Etablierung gebietsfremder Erreger in den hiesigen stabilen
Vektorpopulationen. So wurden nicht wenige der Reise- und Importhunde bzw. der illegal
gehandelten Hunde in indirekten als auch in direkten Nachweisverfahren fiir zahlreiche
Erreger positiv getestet (Menn et al. 2010, Hamel et al. 2011, Naucke 2011, Fitzi-Rathgen
2016). Die Erfassung von Veranderungen in den Zeckenpopulationen und in ihren
Infektionsgraden mit bislang bekannten Erregern, aber auch die Entdeckung neuer
Pathogene in D. reticulatus, wie in dieser bzw. in der von Hodzi¢ et al. (2017) erstellten
Studie anhand von B. miyamotoi bzw. B. cf. microti beschrieben wurde, kénnen daher nur

durch wiederholte Untersuchungen der Buntzecken gewahrleistet werden.
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6 Zusammenfassung

Untersuchungen zur saisonalen Aktivitidt der Buntzecke Dermacentor reticulatus im

Umland von Berlin und Bestimmung assoziierter Pathogene

Zeckenubertragene Krankheitserreger gewinnen sowohl in der Human- als auch in der
Veterinarmedizin zunehmend an Bedeutung. In Europa ist Dermacentor reticulatus die
zweithaufigste Zeckenart nach Ixodes ricinus. Durch die Schaffung geeigneter Habitate,
durch die im Rahmen der Globalisierung steigenden Tierbewegungen und dem Klimawandel
wird die weitere geografische Ausbreitung der Zeckenspezies beobachtet. Dermacentor
reticulatus ist als Vektor verschiedener, insbesondere veterinarmedizinisch bedeutender
Pathogene von grofier Relevanz.

Zur Einschatzung des von D. reticulatus ausgehenden Risikopotentials im Raum
Berlin/Brandenburg wurde im Rahmen dieser Dissertation sowohl die saisonale Aktivitat als
auch die Haufigkeit verschiedener Erreger in adulten Buntzeckenpopulationen untersucht.
Dazu wurden vier verschiedene Standorte im Umland von Berlin (Glterfelde, Gatow,
Falkenberg, Kénigs Wusterhausen) im Zeitraum Marz 2010 bis November 2011 in einem
zweiwdchigen Intervall unter Verwendung der Flaggen-Methode beprobt. Mit insgesamt 8166
gesammelten Exemplaren stellte D. reticulatus gegenuber 1020 geflaggten I. ricinus die
dominierende Zeckenspezies dar. Samtliche Buntzecken waren adult und an allen
Standorten wurde ein signifikant héheres Vorkommen weiblicher Vertreter dokumentiert.
Dermacentor reticulatus zeigte an allen Standorten und in beiden Sammeljahren ein
charakteristisches bimodales Aktivitdtsmuster. Demnach erstreckten sich die Zeitraume
stabiler Zeckenaktivitaten von Marz bis Mitte/Ende Mai und von Mitte August bis November.
Wahrend der Sommermonate wurde ein nahezu kompletter Rickgang der
Buntzeckenaktivitat beobachtet. Probennahmen zum Jahresbeginn 2011 sowie zusatzliche
Beprobungen von Dezember 2011 bis April 2012 am Standort Gluterfelde verdeutlichten
eine, wenn auch hohen Schwankungen unterliegende, Aktivitat von D. reticulatus wahrend
der Wintermonate. Potentielle Einflisse auf die Zeckenaktivitat wurden durch die multivariate
Analyse der Parameter Standort, Jahr, Saison, Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit in
einer Negativ-Binomial-Regressionsanalyse Uberprift. Im Ergebnis zeigte sich der
signifikante Einfluss der Variablen Standort, Saison und Temperatur auf die
Buntzeckenaktivitdt. Die Temperatur wirkte dabei in Abhangigkeit von ihrer Hoéhe
unterschiedlich auf die Aktivitdt von D. reticulatus: die Zahl aktiver Zecken nahm mit
zunachst steigenden Temperaturen zu und fiel ab Erreichen eines Temperaturoptimums von
14,03 °C wieder ab.
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Aus der Gesamtanzahl gesammelter Buntzecken wurde eine Stichprobe von 2000 adulten
weiblichen Exemplaren mithilfe verschiedener PCR-Verfahren auf Babesia spp.,
Borrelia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Candidatus Neoehrlichia mikurensis und
Rickettsia spp. untersucht. Mit Ausnahme der Rickettsien lagen nur geringe
Erregerpravalenzen in D. reticulatus vor. Gerade einmal 0,05 % (95 % Konfidenzintervall
[95 % KI]: 0,01-0,28 %) und 0,25 % (95 % KI: 0,11-0,58 %) der Zecken beherbergten
Anaplasmen bzw. Borrelien. In keinem einzigen Exemplar wurden Babesien, Ehrlichien bzw.
Cand. Neoehrlichia mikurensis detektiert (0 %; 95 % KIl: 0-0,14 %). Die Sequenzierung der
positiven Proben verdeutlichte eine Infektion mit Anaplasma phagocytophilum, Borrelia afzelii
und Borrelia miyamotoi. Letzterer Befund gilt als Erstbeschreibung in D. reticulatus. Die
Rickettsien-Pravalenz erreichte mit insgesamt 64,0 % (95 % Kl: 61,9-66,1 %) eine der
hochsten jemals in D. reticulatus beschriebenen Werte. Die Sequenzierung einer Stichprobe
positiv getesteter Proben ergab die Infektion mit Rickettsia raoulti. Am Standort Gatow
waren mit 31,4 % wesentlich weniger Zecken mit Rickettsien infiziert als in den drei
verbleibenden Gebieten, welche Pravalenzen von 71,5-78,3 % aufwiesen. Die im
generalisierten linearen logistischen Regressionsmodell durchgefuhrte Beurteilung moglicher
Einflisse durch die Parameter Standort, Jahr und Saison zeigte, dass ausschlie3lich die
Standorte von signifikanter Bedeutung in Bezug auf die Pravalenzhdhe sind.

Die Untersuchungen verdeutlichen das Vorkommen stabiler D. reticulatus-Populationen in
den untersuchten Gebieten am Berliner Stadtrand und dessen Umland, welche z. T. auch als
Naherholungsgebiete genutzt werden. Daruber hinaus sollte ein mogliches Infestationsrisiko
durch infizierte Zecken auch in der kalten Jahreszeit ins Bewusstsein der Menschen gerufen
werden und unter Umstanden eine ganzjahrig durchzufihrende Zeckenprophylaxe
empfohlen werden. Der in den untersuchten Populationen primar detektierte Erreger
R. raoultii ist bezlglich moglicher klinischer Folgen in der Veterindarmedizin nicht ausreichend
untersucht, in der Humanmedizin gilt er jedoch als Ausléser der SENLAT-Erkrankung. Die
Studie liefert damit einen grundlegenden Beitrag zur Risikoeinschatzung hinsichtlich des
Zeckenbefalls sowie der durch Buntzecken ibertragenen Krankheitserreger in der Region

Berlin/Brandenburg.
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7 Summary

Investigation of the seasonal activity of the ornate tick Dermacentor reticulatus in the

Berlin area and analyses of associated pathogens

Tick-borne pathogens increasingly gain importance in human and veterinary medicine. In
Europe, Dermacentor reticulatus is the second most abundant tick species after Ixodes
ricinus. An increasing geographic distribution of the tick species is observed due to the
creation of appropriate habitats, enhanced transport of animals in the context of globalisation
and climate change. Dermacentor reticulatus plays an important role in the transmission of
different pathogens, especially in the field of veterinary medicine.

To assess the risk posed by D. reticulatus in the area of Berlin/Brandenburg this study
focused on the investigation of the seasonal activity and the prevalence of different
pathogens in this tick species. For this purpose, four periurban study sites around Berlin
(Guterfelde, Gatow, Falkenberg, Kdnigs Wusterhausen) were sampled biweekly using the
flagging method in the period from March 2010 to November 2011. In comparison to /. ricinus
(n=1020), D. reticulatus (n=8166) represented the dominant tick species. All collected
D. reticulatus were exclusively identified as adult individuals. Moreover, a significantly higher
proportion of female than male ticks were recognised at every sampling site. The tick species
demonstrated a characteristic bimodal pattern of activity at every sampling site and year.
Periods of high tick activity were observed from March to mid/end of May and from August to
November. During summer months, the activity of ticks almost completely vanished.
Sampling at the beginning of the year 2011 and additional samplings from December 2011 to
April 2012 at the study site Gliterfelde demonstrated tick activity even during winter months,
although high variations in tick numbers were recorded. To identify potential impacts on tick
activity by different variables (sampling site, year, season, temperature, relative humidity),
multivariate analysis was performed using negative binomial regression analysis. As a result,
tick activity was significantly influenced by the factors sampling site, season and
temperature. The effect of temperature on the number of questing D. reticulatus differed
depending on its level: up to an optimum value of 14.03 °C, tick activity increased with rising
temperatures while tick activity declined with further temperature increase.

Out of all of collected ticks, a subset of 2000 female D. reticulatus was analysed for the
presence of Babesia spp., Borrelia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Candidatus
Neoehrlichia mikurensis and Rickettsia spp. using different PCR assays. With the exception
of Rickefttsia, only low prevalences were documented. As few as 0.05 % (95 % confidence
interval [95 % CI]: 0.01-0.28 %) and 0.25 % (95 % CI: 0.11-0.58 %) of ticks harboured

Anaplasma spp. or Borrelia spp., respectively. The pathogens Babesia spp., Ehrlichia spp.
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and Cand. Neoehrlichia mikurensis were not detected (0 %, 95 % CI: 0-0.14 %). Sequencing
of positive samples revealed Anaplasma phagocytophilum, Borrelia afzelii or Borrelia
miyamotoi. To the best of the author's knowledge, this is the first description of B. miyamotoi
in D. reticulatus. The overall prevalence of Rickettsia (64 %, 95 % CIl: 61.9-66.1 %) is one of
the highest that has ever been described before in D. reticulatus. Sequencing of a subset of
positive samples showed an infection with Rickettsia raoulti. With 71.5-78.3 %
Rickettsia-infected ticks collected in Giterfelde, Falkenberg and Kénigs Wusterhausen, local
prevalence were higher compared to only 31.4 % in Gatow. Using a general linearized
logistic regression model, the factors sampling site, year and season were analysed for
potential influences on prevalence of Rickettsia pathogens. Only the sampling site
significantly affected the prevalence.

The study revealed endemic populations of D. reticulatus in the investigated sub-urban areas
in and around the city of Berlin. Some of the sampling sites are even used as recreational
areas. Moreover, people have to be aware about the potential risk of infestation by ticks even
in colder periods of the year. Consequently, an appropriate tick prophylaxis throughout the
year should be recommended. The relevance of the predominantly found pathogen R. raoultii
has so far not been sufficiently investigated in veterinary medicine. However, in humans
R. raoultii is described as the etiologic agent of SENLAT. Based on the results of this study,
essential information was generated to assess the risk of D. reticulatus and pathogens

transmitted by this tick in the area of Berlin/Brandenburg.
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9 Anhang

9.1 Rohdaten: gesammelte Zecken, Messwerte der Temperatur und relativen
Luftfeuchtigkeit fiir jeden Fangtermin

Tab. 24: Rohdaten der Felduntersuchungen fir den Standort Gatow

Gesammelte D. reticulatus waren ausschlieRlich adult; W = Weibchen; M = Mannchen; N = Nymphen;

L = Larven; Temp = Temperatur; RH = relative Luftfeuchtigkeit; Extr. = Anzahl verwendeter weiblicher

Zecken fur die DNA-Extraktion; 3 DNA-Extraktion zusatzlicher Zecken entsprechend Kapitel 3.2.3.1

Datum Fangdauer Temp RH D. reticulatus I. ricinus

(min) (°C) (%)  Total wiM Extr. Total N/L wWI/M
09.04.2010 60 11 60 63 41/22 41 0 0/0 0/0
22.04.2010 60 10 47 58 37/21 37 0 0/0 0/0
17.05.2010 60 12 54 19 10/9 10 11 6/0 2/3
07.06.2010 60 22 55 1 1/0 1 21 15/0 1/5
23.06.2010 60 19 51 1 0/1 0 10 0/0 7/3
08.07.2010 60 25 31 0 0/0 0 1 0/0 1/0
26.07.2010 60 22 39 0 0/0 0 0 0/0 0/0
06.08.2010 60 24 59 2 0/2 0 6 0/0 3/3
19.08.2010 60 19 51 40 17/23 5 4 0/0 3/1
06.09.2010 60 16,8 45 154 74/80 21 1 0/0 1/0
20.09.2010 60 17,5 56 218 127/91 35 1 0/0 1/0
05.10.2010 60 15,4 75 270 156/114 43 2 0/0 11
25.10.2010 60 8 57 184 96/88 27+6° 1 0/0 0/1
10.11.2010 60 8,5 80 204 110/94 30 0 0/0 0/0
18.01.2011 60 6 73 182 97/85 23 1 0/0 1/0
08.02.2011 60 8 57 79 46/33 11 0 0/0 0/0
01.03.2011 60 55 47 54 31/23 7 0 0/0 0/0
10.03.2011 60 10,5 44 45 27/18 6 0 0/0 0/0
24.03.2011 60 15 44 134 78/56 19 1 0/0 1/0
05.04.2011 60 16 44 162 101/61 24 15 2/0 4/9
20.04.2011 60 21 30 111 67/44 16 7 0/0 4/3
05.05.2011 60 13 33 98 67/31 16 4 0/0 2/2
19.05.2011 60 25 41 19 9/10 2 18 5/0 8/5
03.06.2011 60 25 35 2 11 1 13 1/0 3/9
17.06.2011 60 21 37 0 0/0 0 1 0/0 0/1
29.06.2011 60 30 26 0 0/0 0 1 0/0 1/0
19.07.2011 60 24 39 0 0/0 0 0 0/0 0/0
03.08.2011 60 27 52 0 0/0 0 0 0/0 0/0
17.08.2011 60 24 58 29 12/17 3 1 0/0 1/0
02.09.2011 60 19 58 132 67/65 15 1 0/0 1/0
21.09.2011 60 19 55 211 124/87 27 3 0/0 1/2
05.10.2011 70 18,5 73 315  182/133 40 4 0/0 4/0
21.10.2011 60 11 55 170 86/84 19 2 0/0 2/0
04.11.2011 60 11 67 152 81/71 17 1 0/0 0/1
17.11.2011 60 -0,5 85 33 19/14 4 0 0/0 0/0
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Tab. 25: Rohdaten der Felduntersuchungen fiir den Standort Falkenberg

Gesammelte D. reticulatus waren ausschlie8lich adult; W = Weibchen; M = Mannchen; N = Nymphen;
L = Larven; Temp = Temperatur; RH = relative Luftfeuchtigkeit; Extr. = Anzahl verwendeter weiblicher
Zecken fur die DNA-Extraktion

Datum Fangdauer Temp RH D. reticulatus I. ricinus

(min) (°C) (%) Total WM Extr. Total N/L W/M
30.03.2010 45 11 43 21 9/12 9 11 0/0 3/8
04.05.2010 60 11 72 4 4/0 4 44 17/0 14/13
17.05.2010 60 14 52 2 2/0 2 40 33/0 2/5
08.06.2010 60 20 59 0 0/0 0 32 21/0 4/7
24.06.2010 60 23 37 0 0/0 0 30 18/0 7/5
16.07.2010 60 29 30 0 0/0 0 17 10/0 6/1
28.07.2010 60 23 49 0 0/0 0 34 23/0 4/7
11.08.2010 60 22 56 1 01 0 38 26/0 7/5
20.08.2010 20 21,8 51 2 11 1 7 2/0 4/1
06.09.2010 60 13 59 58 29/29 29 31 6/0 17/8
23.09.2010 60 22,3 51 89 48/41 48 15 7/0 117
07.10.2010 60 16,8 69 83 46/37 46 12 4/0 117
27.10.2010 60 10,2 60 96 61/35 61 0 0/0 0/0
10.11.2010 30 8,7 81 44 30/14 31 2 0/0 11
19.01.2011 60 4,3 79 52 28/24 23 0 0/0 0/0
16.02.2011 60 1,5 56 3 1/2 1 0 0/0 0/0
01.03.2011 60 6 45 16 11/5 9 0 0/0 0/0
22.03.2011 60 14,5 50 56 38/18 31 0 0/0 0/0
31.03.2011 60 15 56 70 40/30 32 29 8/0 10/11
15.04.2011 60 13 55 36 26/10 21 20 2/0 6/12
29.04.2011 60 14,5 67 9 8/1 7 33 13/0 9/11
11.05.2011 60 25 33 1 1/0 1 28 19/0 2/7
25.05.2011 60 21 29 0 0/0 0 12 8/0 2/2
10.06.2011 60 21 35 0 0/0 0 20 13/0 4/3
22.06.2011 60 29 30 0 0/0 0 49 35/0 9/5
12.07.2011 60 28 33 0 0/0 0 10 4/0 5/1
27.07.2011 60 22 60 0 0/0 0 8 5/0 2/1
10.08.2011 60 19 58 0 0/0 0 4 0/3 0/1
29.08.2011 60 20 48 32 14/18 8 7 6/0 01
15.09.2011 60 19 50 52 34/18 19 5 3/0 2/0
29.09.2011 60 22 42 82 36/46 20 9 4/0 3/2
13.10.2011 60 15 55 79 48/31 26 1 1/0 0/0
25.10.2011 60 11 65 62 42/20 23 1 0/0 1/0
07.11.2011 60 14 65 67 45/22 24 1 0/0 01
23.11.2011 50 1 85 12 9/3 5 0 0/0 0/0
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Tab. 26: Rohdaten der Felduntersuchungen fur den Standort Kénigs Wusterhausen
Gesammelte D. reticulatus waren ausschlie8lich adult; W = Weibchen; M = Mannchen; N = Nymphen;
L = Larven; Temp = Temperatur; RH = relative Luftfeuchtigkeit; Extr. = Anzahl verwendeter weiblicher

Zecken fir die DNA-Extraktion; @ DNA-Extraktion zusatzlicher Zecken entsprechend Kapitel 3.2.3.1

Datum Fangdauer Temp RH D. reticulatus I. ricinus

(min) € (%) Total WM Extr. Total NL WM
16.04.2010 60 14 37 35 26/9 26 6 0/0 4/2
30.04.2010 60 24 34 24 20/4 20 12 1/0 6/5
21.05.2010 60 18 67 8 4/4 4 18 10/0 2/6
17.06.2010 60 17 50 0 0/0 0 15 4/0 6/5
30.06.2010 60 22 52 0 0/0 0 4 2/0 171
15.07.2010 60 26 50 0 0/0 0 0 0/0 0/0
02.08.2010 60 22 64 1 0/1 0 9 2/0 5/2
16.08.2010 60 22 51 21 8/13 5 8 0/0 4/4
03.09.2010 60 16,5 49 72 41/31 25 12 2/1 217
18.09.2010 60 14,2 54 132 77155 46 7 0/0 4/3
30.09.2010 60 11,5 62 156 94/62 57+6% 8 2/0 2/4
22.10.2010 60 8,2 82 98 49/49 30 0 0/0 0/0
03.11.2010 60 13 75 108 62/46 37 0 0/0 0/0
29.11.2010 60 -1,1 79 1 1/0 1 0 0/0 0/0
19.01.2011 60 3,4 83 71 49/22 22 0 0/0 0/0
15.02.2011 60 1 45 2 11 1 0 0/0 0/0
02.03.2011 60 5 39 36 19/17 8 0 0/0 0/0
22.03.2011 60 14,9 48 105 58/47 26 0 0/0 0/0
31.03.2011 60 16 54 114 68/46 30 0 0/0 0/0
18.04.2011 60 18 38 90 61/29 27 10 1/0 3/6
03.05.2011 60 12 33 26 17/9 7 12 0/0 7/5
11.05.2011 60 25 33 5 4/1 2 10 0/0 4/6
25.05.2011 60 22 31 2 11 1 12 0/0 7/5
10.06.2011 60 22 39 1 1/0 1 14 1/0 7/6
22.06.2011 60 25 59 0 0/0 0 5 1/0 1/3
12.07.2011 60 30 32 0 0/0 0 0 0/0 0/0
27.07.2011 60 24 53 0 0/0 0 4 2/0 17
16.08.2011 60 20 55 13 7/6 5 7 0/0 52
29.08.2011 60 19 56 52 25/27 18 2 0/0 171
15.09.2011 60 16 65 54 34/20 24 3 0/0 11
29.09.2011 60 23 64 61 23/38 16 4 0/0 4/0
13.10.2011 60 13 61 52 33/19 23 1 0/0 0/1
25.10.2011 60 9 70 35 18/17 13 0 0/0 0/0
08.11.2011 60 12 65 45 25/20 18 0 0/0 0/0
24.11.2011 50 5 80 13 11/2 8 0 0/0 0/0
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Tab. 27: Rohdaten der Felduntersuchungen fir den Standort Guterfelde
Gesammelte D. reticulatus waren ausschlie8lich adult; W = Weibchen; M = Mannchen; N = Nymphen;
L = Larven; Temp = Temperatur; RH = relative Luftfeuchtigkeit; Extr. = Anzahl verwendeter weiblicher

Zecken fir die DNA-Extraktion; @ DNA-Extraktion zusatzlicher Zecken entsprechend Kapitel 3.2.3.1;

®) Anzahl enthalt zusatzlich Zecken, die an dem Tag von einer zweiten Person gesammelt wurden

Datum Fangdauer Temp RH D. reticulatus I. ricinus
(min) (°C) (%)  Total W/M Extr. Total NL WM
23.03.2010 75 14 45 33 14/19 30" 0 0/0 0/0
07.04.2010 60 17 30 37 23/14  45°+1% 1 0/0 1/0
22.04.2010 60 10 49 15 9/6 9 4 0/0 3/
14.05.2010 60 10 75 1 1/0 1 22 8/0 8/6
21.05.2010 60 17 72 6 5/1 5 8 0/0 5/3
07.06.2010 60 21 51 1 0/1 0 6 2/0 2/2
16.06.2010 60 18 42 0 0/0 0 5 1/0 3/1
09.07.2010 60 30 30 0 0/0 0 0 0/0 0/0
19.07.2010 60 22 47 0 0/0 0 11 10/0 1/0
06.08.2010 60 22 66 1 0/1 0 15 10/1 2/2
19.08.2010 60 21 48 21 9/12 3 6 3/0 1/2
06.09.2010 60 16,2 49 59 34/25 12 8 6/0 2/0
20.09.2010 60 16,4 57 138 65/73 23+2° 2 1/0 1/0
05.10.2010 60 15,7 71 254  146/108 50+3? 0 0/0 0/0
25.10.2010 60 9 51 161 94/67 33 0 0/0 0/0
09.11.2010 60 5,1 83 179  113/66 39 0 0/0 0/0
12.01.2011 60 4,5 67 50 35/15 12 0 0/0 0/0
08.02.2011 60 7.8 48 101 56/45 20 0 0/0 0/0
24.02.2011 30 1 29 0 0/0 0 0 0/0 0/0
10.03.2011 60 9 45 60 36/24 12 0 0/0 0/0
24.03.2011 60 15,5 42 166 92/74 31 0 0/0 0/0
05.04.2011 60 14 45 147  90/57 31 10 4/0 3/3
21.04.2011 60 22 25 45 33/12 11 30 6/0 13/11
06.05.2011 60 22,5 24 17 14/3 5 0 0/0 0/0
20.05.2011 60 23 54 10 6/4 2 8 2/0 3/3
06.06.2011 60 30 37 1 1/0 1 2 1/0 1/0
20.06.2011 60 17 58 0 0/0 0 3 0/0 1/2
11.07.2011 60 22,5 70 0 0/0 0 2 1/0 1/0
25.07.2011 60 15 87 0 0/0 0 5 % 2/0
09.08.2011 60 15 65 0 0/0 0 0 0/0 0/0
24.08.2011 60 29 40 27 12/15 4 0 0/0 0/0
13.09.2011 60 20 69 96 44/52 13 2 0/0 11
30.09.2011 60 23 55 183  80/103 24 0 0/0 0/0
14.10.2011 60 12 58 176 106/70 32 0 0/0 0/0
27.10.2011 60 11 85 146 94/52 28 1 1/0 0/0
15.11.2011 60 1 90 57 35/22 10 0 0/0 0/0
30.11.2011 60 10 55 77 45/32 14 0 0/0 0/0
15.12.2011 30 4,5 88 21 13/8 - 0 0/0 0/0
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Fortsetzung Tab. 27

Datum Fangdauer Temp RH D. reticulatus I. ricinus

(min) (°C) (%) Total WM Extr. Total NL WM
06.01.2012 60 2,5 83 25 13/12 - 0 0/0 0/0
25.01.2012 60 -0,5 76 6 1/5 - 0 0/0 0/0
16.02.2012 60 2,6 50 2 11 - 0 0/0 0/0
02.03.2012 60 7,5 75 121 73/48 - 1 0/0 0/1
19.03.2012 60 10 38 64 39/25 - 0 0/0 0/0
05.04.2012 60 6,7 61 58 42/16 - 4 0/0 31

9.2 PCR-Bedingungen zum Nachweis einer 18S rRNA Gensequenz von Piroplasmen

Das Temperaturprotokoll umfasste die Aktivierung der Polymerase bei 98 °C fir 30 sec, die
Amplifikationsphase (50 Zyklen) bei 98 °C fir 10 sec (Denaturierung), 60,5 °C fir 30 sec

(Annealing) und 72 °C fur 15 sec (Elongation) sowie die finale Extension bei 72 °C fur

10 min.

Tab. 28: Reaktionsansatz (20 uyl) zur Amplifikation eines Fragmentes der 18S rRNA Region

verschiedener Piroplasmen

Volumen Reagenz

4 ul 5 x Phusion HF Puffer

2 ul Magnesiumchlorid (25 mM)

0,4 ul dNTP Mix (10 mM each)

0,5l bathF-kurz-R (FP) (10 uM) 5' ACACRGGGAGGTAGTGACAA 3'
0,5 pl bathR.kurz (RP) (10 uM) 5' TAAGAATTTCACCTCTGACAGT 3'
0,2 pl Phusion Hot Start Il DNA Polymerase (2 U/ul)

1ul Template DNA (60-120 ng/pl)

11,4 pl Nukleasefreies Wasser
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9.3 Alignment der ITS-1 Sequenzen verschiedener Babesia spp.

CLUSTAL 2.0.12
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TAGETGAACCTGCGGARGERAT CATT CACATTOATG -~~~ — ——— =~ — = —— - === — ATRGT
TRGETGAACCTGCGGARGERAT CATT CACATTOATG -~~~ — ————————m == — = — GTACC
TAGETEAACCTECREARGEATCATTCTTATATTETT - - - - - - - - — - TARATTTTTAGTTA
TAGETEAACCTGCREAAGEAT CATTCRCATTOARRAT -~~~ ———m——————— === = — GTACT
TRGETGARCCTEOGEARGEAT CATT CACATEOTTTTGTTGCGCCTTTORCGCTOAGEANT
TAGETGAACCTGOGEARGEAT CATT CRCATTGRATA - — - - - COCTTECACA - - - - ATAGT
TAGETGAACCTGOGGARAGEAT CATT CACAT TTTGAC -~~~ ————————m == — = - CTCACT
TAGETGAACCTGCGGARGEAT CATTCACATTATTAT - TTGCCETTTCOECET - - -GCGCT
TAGETGAACCTGOGEARGEAT CATT CRCATTGATT - - — - - - TGTTTGCRCTTTTTGTECT
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ATTTRAGCTTTACA - -@TCCTTETTTEGECTAGCACGACRATCOTTRCRCTOCAG - - - -C
GOTCEGCTTCGECR - — - TTTACGT - — - ———— - —— - - TOTGTAAGCTTGCTTGCAG - - - - C
TOACTOACTOOGCGCARGTCTAGTCCRGE — - - - — — - - GTTACCARCATCCOTCACCRAGGOR
GETCRCAGTAGTOR - -GEACT CETCCEGCECETTTTTOTAA - - AATECETTOCCT - - - - C
GCTCReTTEGTETACCATETGCATCARGEACGCAGCTECACCAGTTTTEGTGCGETTCAC
ATTTGEETTACGTERCCCETECECTTEE -~ — -~~~ - — = TOGCACCTTOT A - — -~ ——— - -
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77777777 CTTCAG - - - -TAG-TECTGT - -TEGCE- - - - CGCAT-T-—- - - - - - - - —GGC

AATG--GGCACTGCTCACTCG-CTCTCCTGCARCGTGCGTATGCCT - --TGTGCT-GCGEC
ToTGE- - -ACTCTACGTCATGG -TCCACTTTTGGTGGTTTCGTATT TG TOGTTGOOMT GG
CATCCCAGCACTAGTGCTGACATATAT CCOGTOGTCGATACTGGTTTA - - - -~ CCACTGC
TG-G--GCTTCCACTGCTTCT-TGCGCCAGCAACGCGCCCTTGCCT - - -TTTGCTCGEET
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AACGEE-GT--TEECEATE - -GCTECTCCCATCTCACGITT - - - ~GCETEECETTEICOCC
TACCTG-GC-TCETCACTGTAGTCTGACTGCARTGGUGAGA - - - - — CEEEACGTTGCICITC

CGACGTG-GTTTCGETCTTGTTCCETTTCCATCCCTGCGCTTTTGCGTGGGACGTTGCCCC
AACGTACATGETTCCATTGGCACCTTGCTTGCCTGGATTCCAATTCCAGGACGTTGCSCT

TECCCE-GCETTTTCECTEREECETTECCTCC - TOOCACOS - - - - - COTECTOROETTAET
GACOTE-GTTTCAETCCTGTTCCATTTOC - TTCOTEOGCTT - - GOGCEaEACATTACOCC
COCATC- COTGTGTAGGCACARAGCACATCOEARGECAGATTT - - - -GTCTGCACGAAGC - -
*
T - - ACCOCACT - GO CETTECTTTRECT - - m - mmmmmmmmmm = — — — CTECCCC
CTOTCCACCCCACT -GEGECETTECETARGCT -~ mmmmmmmmmm o= — — — CTECCCC
ATTCTCACCATCCCCOETATTARRTATTATTTA - — — — — — ————— -~ === ==~ — ATATTC
TTCT- - ACCCCGCT - TEEECETTECACTEEET -~ — — — - - ——mmm o mm o = = = CATGTTA
- OO ACOOOTOT - AT O CETAGC - ATOOTOOTORR -~ — - - -~ - - — —— CAGTCACTEEC
CTCCC-ACCCCACCAGATETATETTTACTECAATATAACTACTATAGTTGGCGTACACTT
CTCTCCCACCCCTCCCAGEACTCECCCAGACTCARCGG — — — — — — — - — —— QTTATECTCTT
- - C@-TOECTATT-GCAGCAT-GC-TOTGCOAGCGRG - — - — - — - - - TTCCGOOCOCaTo
B {alaloly Nalalalohilaler-Xelohiel el ke e Loy il i elelolor.\) (A CACAATT
QTTCTCACT - COCAAGETATTT - - - - TOOOTEE -~ mmmmmmmmmmm o = — = efalalehie)
elelelalaveTololololcT-YeTo RRNNEEUREEEENE—— TECATET------- - TEAGCZCEE -
eTelelinbNeTeTololololcT-YeTo RRNNEINIEE—_ GTEEATTCCGT-—————- - TEETTTCORE
GEEECETTOCTCACT COTARGETATTTARTCTTTOTTOCCATAT - - - -GTTAGATCATTC
GETETEECTECOETET -~ —m—m——— = - - — - - ATACTOTECCT - - - — - —— - TEEETTATE -
AOTTGCTATGATGTTT - - - - - - TECCACGAATTATACCCCCATE - - -TGCCTGTAGCTG
GEETTATGCCETETCEATACTGATGTTACTACGTCATTECTCTTTEAGTGGTTGTTAGTGC
GETTTTTETACCARET -~ - - - - - - GATEACEAGTAATCCARCAET - - ~-GTTEACGTETAE -
COTCOCTAGCATATC -~~~ = - = — - GCEATTTATTACCATATC - - ~GTCTGGCAGIGT
QQETTATECCTCETC- - —— - - - ATGTTGT - - GCAGCAGCTCT - - - - - - QTTETT-GTAC

TGTGT-TAGATCATTCTAACGGGCTTTGGEGATTTATACTGTTTC - - CGCTGAGAAGTGC
*
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Anhang

B. canis = —--—-—--- CCTGGGEGATGTTGGET -~~~ ——————— - GTGCGTGET-- - -- G----CRCTCC
B. vogeli Go-mmmm—- CTTGEGGEGAT-GTGGE0 -~~~ ——————— - GOGCCTEG- - - —- G----CGCGTC
B. cf. microti TAACGG- - -GTTGGATGTGTTATT- - - - ——- TACCGTTGCCGRG - ———————— - BBATG
B. romsi = —--—————- CCTGEGGAGT-TTGG - ———————————- GOTCCTGEG- - - —- GATGCCGTCTT
B. caballi TATGGETGCGCGEGEEATACTGCTETCT CACGTACTGAGTGTEGACGETGETGEGCARTCG
B. divergens TACAGTETTGTCACGGATGCTGCTCGTGEATCTARTAGATT CAR - - GCAGTTGCTGCTTC
B. major = ——mmm————- TGGECAC-TTGAT - ———————- - CCTARCCAGC--——-—-—- CCRATTG
B. bigemina Toemm - CGGEGEATCTCRCTGCGCOGTETE - TECGAGCCACCGCCGTGT - - - CTCA
B. sp.EULl GTCA----TGTTGGEGATECCGCT - - - - - GTGTGECTTOGCTCAR - - GTGECTGCCGCOT -
B. microti COCCG- - - - - - TGEOTTTCTTEEC - - - - - —— - TECTE - -BACETG - ——— - - —— - BCTIT
B. canis GACOGGTOTGTGACCACTE GGG CCTET OO CEACT - AGCARCT CCACTTG - -~ — -~ - - -
B. vogeli A -GEATCTYTGACCTCOTG - CEGCTTEECOGA-TT-TECARCTCCGUTTE -~ — -~ — - — - -
B. ¢f. microti CTOCTRTEACATTOTTRGOTTETTIGTTGTTATAT - ARCTACTACTTTTG - -~~~ - - — - -
B. rossi G- - TEGCGETTCECCATTETCGGE CTEAGTE O - TA- AGCARCTAC-TTTG - - - - -~ - - - -
B. caballi AGGTGGA- - CATGGTTTACCGAGATTGCGTETTIT-GACARCTCOTT-CG - -~ -~ —— - ——
B. divergens GTGEOAGTGTTTTGCGTAGCGATTTCATTACGATAR - TGCARCT CCGOTCETTCAT CGTCT
B. major GAGATTCORATAACTGETTATGT CCCTAGCGREATTAGCEACT ACGTECT -~~~ -~ - - - -
B. bigemina GOATTGC- -TETECOTOEEOTGCOTTTTG-GTTET - TECARCT ACG OG- - - - - - - - -
B. sp.EUL GTEOGEC- -TTTGCGTEEC - - - TTTECCGCGAGAR - TGCARCTCCGOCGGE - - ~AGCGCTT
B. microti GTCTTORGATEGET CATECGAGCETTTETCTARAC - AACARCTACT -~~~ A - - - — - - -
*  kEw %
B. canis - -ACTYT-GTCGAGTAWC - -GARATTCTARL CTTTCAGCEATGEATETATTEGCT
B. vogeli - - ACTET-GTCCAGTATT - -GAAATTCTARL CTTTCAGCEATGEATETATTEGCT
B. c¢f. microtl  ----------- TATATAATT-ARAARATCARATTTTCAGCEGTGEATGTCTCEGCT
B. rosei - -BATT--—- - - TGAT- -GARATTTGARLCTTTCAGUEATGEATETATTEGCT
B. caballi - - COTTAG- CEGATTTTGTT- -ATGATTTTCAACTTTCAG CEATGEATGTCTTEGCT
B. divergens TGCGTTETT CGAGTTTGTTTAGAAATTATARL CTTTCAGCGATGEATGTATTEGCT
B. major = —mmmmm--- TCGGCATAATGTATCARTTC-AACTTTCAGCEATGEATGTCTTEGCT
B. bigemina - -TTTTEG- CETCTTTGTE - -A- - ACTTTARACTTTCAGCGATGEATGTCTTEGCT
B. sp.EULl - - CGGCECTCTGETTCGAT - -GAATCTATARACTTTCAG CEATGEATGTCTTEGCT
B. microti c-ooomoooo- TGRAATATTA-AACGARLCARATTTTCAGCEETGEATETATCGGCT

*k kA kAR EEEAE kA hkAAEEER O AA R

Abb. 11: Alignment zum Vergleich der ITS-1 Sequenzen verschiedener Babesia spp. Folgende
Sequenzen werden durch die Primer (grau unterlegt) detektiert: B. canis (AF394533.1), B. vogeli
(AF394534.1), (AF510203.1), (AF394535.1), B.caballi (AF394536.1),
B. divergens (EU185801.1), B. major (HM538228.1), B. bigemina (HM538227.1), B. sp. EU1
(= B. venatorum; HM113372.1) und B. microti (AB190435.1). Bezuglich B. bovis (KF928960.1)

bestanden Inkompatibilitaten im Riuckwartsprimer.

B. cf. microti B. rossi
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