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A ZUSAMMENFASSUNG

A Zusammenfassung

Izodes ricinus (Acari: Izodidae) gilt als Hauptiibertrager der bedeutendsten zecken-
iibertragenen Erkrankungen in Deutschland. So werden die durch Borrelia burgdor-
feri sensu lato verursachte Lyme-Borreliose, die durch Anaplasma phagocytophilum
ausgeloste humane granulozytére Anaplasmose (HGA), sowie die durch das gleichna-
mige Virus verursachte Frithsommer-Meningoenzephalitis (FSME) durch 1. ricinus
iibertragen. Vor dem Hintergrund des sich kontinuierlich veréndernden Verbreitungs-
gebietes von I. ricinus sind Untersuchungen zur aktuellen Verbreitung im Hinblick
auf das sich ebenfalls wandelnde Infektionsrisiko fiir den Menschen von Bedeutung.
Ziel dieser Arbeit ist daher die Erhebung eines qualitativen Basisdatensatzes zur
Pravalenz der genannten Erreger in I. ricinus als Grundlage eines systematischen

Monitoringprogramms im Saarland und in Rheinland-Pfalz.

Dazu wurden zwischen Juni und September 2011 insgesamt 1799 niichterne Zecken
der Art I. ricinus, darunter 400 Adulte, 1395 Nymphen und 4 Larven, an 15 Fangor-
ten in Rheinland-Pfalz und im Saarland (Deutschland) mit Hilfe der wissenschaftlich
anerkannten Flaggenmethode gesammelt. Die Zecken wurden nach vorausgegangener
Nukleinsdureextraktion mittels real-time PCR auf das Vorhandensein der genannten

Erreger iiberpriift.

Es gelang erstmalig der Nachweis des FSME-Virus in den als FSME-Risikogebieten
ausgewiesenen Landkreisen Birkenfeld in Rheinland-Pfalz und dem Saarpfalz-Kreis
im Saarland, was die Annahme von Naturherden in beiden Risikogebieten unter-
mauert. Bezogen auf die Gesamtzahl aller untersuchten I. ricinus betrug die FSME-
Virus-Préavalenz 0,11%.

Mit 20% war die Zahl der mit B. burgdorferi sensu lato infizierten Zecken am
grofiten. Dies unterstreicht die Rolle der Borreliose als héufigste zeckeniibertragene
Erkrankung in Deutschland.

Deutlich weniger Zecken (1,8%) waren Triager von A. phagocytophilum. Auch wenn
in Deutschland, im Gegensatz zu einigen Nachbarstaaten, bisher kein Fall einer HGA
aufgetreten ist, deutet der Nachweis von A. phagocytophilum in Zecken im Saarland
und in Rheinland-Pfalz auf die Moglichkeit einer Infektion hin.

Auf die dargestellten Ergebnisse aufbauend konnte zum Beispiel die Typisierung

der Pathogene helfen ihre Entwicklung iiber die Zeit hinweg zu beschreiben und ein
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genaueres Bild ihrer Verbreitung zeichnen.

Schlussendlich soll der Zufallsfund eines ungesogenen, adulten Weibchens, der sich
in Deutschland immer weiter ausbreitenden Art Dermacentor reticulatus (Acari:
Izodidae) in Rheinland-Pfalz Erwadhnung finden. Das in dieser Arbeit untersuchte

Exemplar, war mit keinem der drei Erreger infiziert.
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Summary

Tick Survey For The Prevalence of Tick-Borne-Encephalitis-Virus, Bor-
relia burgdorferi sensu lato and Anaplasma phagocytophilum in Irodes

ricinus in Saarland and Rhineland-Palatinate (Germany)

Izodes ricinus (Acari: Izodidae) acts as main vector of numerous tick-borne zoonoses
in Germany. The most common tick-borne disease is Lyme Borreliosis, which is
caused by the spirochaete Borrelia burgdorferi sensu lato. In Germany, several other
bacterial pathogens have been found to circulate in ticks, amongst them Anaplasma
phagocytophilum, the causative agent of human granulocytic anaplasmosis (HGA).
Tick-borne encephalitis (TBE) is recognized as the most important viral tick-borne
disease in Germany. Changes in the expansion of tick-borne infections occur as a
result of several factors, including climate change. Therefore, the aim of this thesis
was to evaluate the current distribution and prevalence rate of those three pathogens,
as basis and part of a future monitoring programme in Saarland and Rhineland-
Palatinate.

From June to September 2011 a total of 1799 questing I. ricinus ticks were sam-
pled by flagging at 15 collection sites in two German states (Saarland and Rhineland-
Palatinate). 400 out of those ticks were adults, 1395 nymphs and 4 were larvae.
DNA-extracts of I. ricinus were investigated by real-time PCR.

TBEV was detected in two field-collected ticks, representing the first finding
of TBEV in ticks within the official risk areas of Saarland (Saarpfalz-Kreis) and
Rhineland-Palatinate (Birkenfeld), which provides evidence for the occurrence of
natural foci within this region. The overall TBE prevalence rate was 0.11% in the
analysed regions of both federal states.

Supporting its role as the most common tick-borne pathogen in Germany, B. burg-
dorferi sensu lato was the predominant species to be detected in 1. ricinus. 20% and
1.8% of all ticks contained B. burgdorferi and A. phagocytophilum, respectively.

The results demonstrate the potential risk of infection of acquiring an anaplas-
mosis, although a case of HGA in Germany has not been recorded up to now.

Further investigations such as the genotyping of the above mentioned pathogens
may be helpful to determine their range of distribution and their development over

time.
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Finally, one female non-engorged adult tick of the species Dermacentor reticulatus
(Acari: Irodidae) has been sampled in Rhineland-Palatinate. This finding confirms
the spread of this species, in Germany. None of the three investigated microorganisms
has been detected in this tick.
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B Einleitung

Zecken konnen eine Vielzahl von Infektionserregern iibertragen, welche ein grofles
gesundheitliches Risiko bergen und hohe Krankheitskosten verursachen. Als be-
deutendste zeckeniibertragene Erkrankungen in Deutschland sind dabei die Lyme-
Borreliose, sowie die Frithsommer-Meningoenzephalitis (FSME) zu nennen [Hiibler,
2008]. AuBlerdem gewinnen zunehmend weitere Pathogene an Bedeutung, wie die
durch A. phagocytophilum verursachte, fiir den Menschen potentiell lebensbedroh-
liche Anaplasmose [Pluta et al., 2011]. Hinzu treten Koinfektionen dieser Erre-
ger,welche zu unspezifischen Beschwerden und schweren Verldufen mit hoher Le-
talitét fithren konnen [Stanek et al., 2012].

Hauptiibertrager der genannten Erkrankungen ist Izodes ricinus, die héufigste in
Deutschland am Menschen parasitierende Zeckenart. Ihr Verbreitungsgebiet hat sich
in den letzten Jahren veréndert. Gleichzeitig ist die Inzidenz der durch sie iiber-
tragenen Infektionskrankheiten gestiegen. Als Ursachen hierfiir werden, neben poli-
tischen und soziookonomischen Handlungsweisen des Menschen, in erster Linie der
globale Klimawandel und die damit fiir I. ricinus verinderten Lebensbedingungen
diskutiert [Siiss et al., 2008; Kampen & Werner, 2011].

So ist in Deutschland im Rahmen des Klimawandels ein Anstieg der Jahresmittel-
temperatur bodennaher Luft im vergangenen Jahrhundert zwischen 1901 und 2009
um rund ein Grad Celsius zu verzeichnen, allerdings mit regional unterschiedlichen
Auspréagungen. Beispielsweise sind die stédrksten Zunahmen im Westen Deutschlands,
unter anderem im Saarland und Rheinland-Pfalz, registriert worden [Eis et al., 2011].
Um den Einfluss der weiter voranschreitenden globalen Erwiarmung auf die geogra-
phische Verbreitung der Erreger und das damit verbundene, tatséchliche Infektionsri-
siko fiir die Bevolkerung einschétzen zu konnen, sind systematische Untersuchungen
zur gegenwirtigen Verbreitung klimasensitiver Infektionskrankheiten notwendig. Die
vorliegende Arbeit greift diesen Bedarf auf und stellt die Erhebung eines qualitati-
ven Basisdatensatzes zur Prévalenz des FSME-Virus (FSMEV), sowie von Borrelia
burgdorferi sensu lato und Anaplasma phagocytophilum in Irodes ricinus mittels
molekularbiologischer Methoden als Grundlage fiir ein systematisches Monitoring-

programm im Saarland und in Rheinland-Pfalz dar.
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B.1 Literaturiibersicht

B.1.1 Ixzodes ricinus

L. ricinus, der gemeine Holzbock, gehort zur Familie der Schildzecken (Izodidae).
Charakteristisch fiir diese Familie besteht ihr Entwicklungszyklus aus drei Stadien
(siehe Abbildung Von der Larve zur Nymphe bis hin zur adulten Zecke vergehen in
Deutschland in Abhéngigkeit verschiedener Umweltfaktoren (Witterungsbedingun-
gen, Wirtsverfiigharkeit etc.) etwa zwei bis drei Jahre. Bei adulten Zecken wird zwi-
schen ménnlichem und weiblichem Geschlecht unterschieden |[Mehlhorn & Mehlhorn,
2009]. Jedem Stadienwechsel geht eine Blutmahlzeit von etwa zwei Tagen Dauer bei
Larven und bis zu etwa zehn Tagen bei Adulten voraus [Stss et al., 2008]. Nach dem
Saugakt féllt die Zecke vom Wirt ab und héutet sich am Boden. Dementsprechend
bendtigt I. ricinus wahrend ihres Lebenszyklus drei verschiedene Wirte [Mehlhorn
& Mehlhorn, 2009).

Ménnliche Zecken konnen als einzige mehrmals kleinere Portionen Blut aufneh-
men. Sie begatten Weibchen im Freien oder wihrend diese eine Blutmahlzeit auf
dem Wirt einnehmen. Nach der Begattung sterben die Mannchen. Weibchen legen
am Boden je nach Menge des aufgenommenen Blutes etwa 200 - 5000 Eier, wobei
sie selbst zu Grunde gehen. Aus den Eiern schliipfen die Larven und komplettieren
so den Entwicklungszyklus [Mehlhorn & Mehlhorn, 2009).

Der gemeine Holzbock ist wenig wirtsspezifisch [Petney et al., 2011]. Er lauert in
der Vegetation auf passierende Wirte. Larven halten sich bodennah auf, Nymphen
und Adulte erklimmen dagegen, in Abhéngigkeit der vorliegenden mikroklimatischen
Bedingungen, Hohen von einem halben bis zu einem Meter [Mejlon & Jaenson, 1997].
Daher sind Larven vor allem auf Kleinsdugern zu finden, wihrend adulte Zecken und
Nymphen vermehrt grofiere Saugetiere, wie zum Beispiel Rehe, befallen [Mejlon &
Jaenson, 1997]. Am Menschen konnen [. ricinus Zecken jedes Entwicklungstadiums
saugen |Gern, 2005].

Mit Hilfe des Haller’'schen Organs, eines Sinnesorgans, welches sich auf dem vorde-
ren Beinpaar von I. ricinus befindet, konnen mechanische, chemische und thermische
Reize wahrgenommen werden [Siiss et al., 2008]. Augen besitzt der gemeine Holz-

bock nicht, jedoch erméglichen Photosensensillen] eine Unterscheidung von hell und

!Sensillen = Sinnesorgane in bzw. auf dem AuBenskelett von Arthropoden |[Spektrum.de, aj

10
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Abbildung 1: Entwicklungsstadien von Izodes ricinus (Vergrofierung 3,5 ) a) und b)
adulte Zecke: a) weiblich b) ménnlich; ¢) Nymphe; d) Larve: d1) Larve (Vergroferung
35x), eigenes Bildmaterial

dunkel.

Streift der Wirt die Zecke von der Vegetation ab, hélt sie sich mit Hilfe von, am
vorderen Beinpaar befindlichen, Krallen fest und sucht eine versteckte Hautstelle auf.

Mit Hilfe ihres Stechapparats durchdringt sie die Haut des Wirtes und zerschnei-
det das Gewebe der Dermis, sodass ein Blut-Lymph-Pool entsteht. Nachfolgend wird
die Wunde zur Sicherung der Position der Zecke mit Speichel verfestigt. Um den
ungestorten Ablauf der Blutmahlzeit zu gewéhrleisten enthélt der Speichel Gerin-
nungshemmer, sowie anésthesierende und immunmodulierende Substanzen. Enzyme
im Speichel sorgen fiir die Vorverdauung des Blut-Lymph-Gemischs, iiberschiissige
Fliissigkeit wird direkt wieder an den Wirt abgegeben [Mehlhorn & Mehlhorn, 2009].

Abbildung 2: I. ricinus: gesogen, weiblich, adult, Lange 15 mm, eigenes Bildmaterial

In der Frithphase des Saugaktes sind die Speicheldriisen noch nicht vollstandig
ausgebildet. Mit der fortschreitenden Entwicklung der Speicheldriisen wéhrend der

Blutmahlzeit kénnen immer gréfiere Mengen des Blut-Lymph-Gemischs aufgenom-

11
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men werden. Eine adulte weibliche Zecke kann so ihr Gewicht um das 200-fache
steigern (siehe Abbildung [2)) [Mehlhorn & Mehlhorn, 2009).

B.1.1.1 Verbreitung und saisonale Aktivitét

Das Verbreitungsgebiet von I. ricinus erstreckt sich iiber ganz Furopa von Portu-
gal im Westen bis zum Ural im Osten, wo es mit dem der verwandten Art Izodes
persulcatus iiberlappt. In nordsiidlicher Richtung reicht es von Stidskandinavien bis
Nordafrika |[European concerted action on Lyme Borreliosis, www.eucalb.com].

Innerhalb dieses Gebietes ist I. ricinus vor allem in Laubwéldern mit dichtem Un-
tergrundbewuchs zu finden, insbesondere aber in fragmentierten Wildern wo Saum-
biotopeﬂ7 wie der Waldrand zwischen Wald und Wiese oder das Ufer von Gewéssern,
zahlreiche 6kologische Nischen bieten [Petney et al., 2011]. Grundlagen dieses Ver-
breitungsmusters sind das Vorhandensein geeigneter Wirte, sowie bestimmter mikro-
klimatischer Bedingungen. So ist der Holzbock auf eine relative Luftfeuchtigkeit von
mindestens 80% angewiesen, weshalb das Vorliegen einer dichten feuchten Boden-
streu fiir sein Uberleben von grofer Bedeutung ist [Gray et al., 2009].

Jagdaktiv wird er erst ab Temperaturen von circa 7°C', wobei die mittlere mi-
nimale Temperatur, bei der mit der Wirtssuche begonnen wird, umso hoher liegt,
je kleiner die Zecke ist. Neben der Temperatur scheint die Jagdaktivitit der Zecken
auch mit der Tagesldnge zusammenzuhéngen. Langere Tage fordern dabei die Wirts-
suche [Randolph, 2013].

Im Allgemeinen ist I. ricinus in Zentraleuropa etwa von Mérz bis Oktober ak-
tiv, wobei meist zwei Haufigkeitsgipfel zu beobachten sind, ein Gipfel von Friihjahr
bis Frithsommer, ein zweiter im Herbst [Gray, 1998; Randolph et al., 1999; Gern,
2005; |Schulz et al., 2014]. Im Sommer begrenzen héhere Temperaturen bei geringe-
rer Luftfeuchtigkeit die Wirtssuche [Randolph et al., 2002]. Neuere Studien, welche
im Siidwesten Deutschlands durchgefithrt wurden, erbrachten neben der beschrie-
benen bimodalen saisonalen Aktivitéit auch singuldre Aktivitdatsgipfel [Schulz et al.,
2014].

Das Verbreitungsgebiet von I. ricinus hat sich in den letzten Jahren verdndert. So

wurde in Schweden eine zunehmend nordliche Ausbreitung beobachtet, wéhrend in

2Saumbiotop (Okoton) = Ubergang zwischen zwei oder mehreren Landschafts-Okosystemen,
Lebens- oder Pflanzengemeinschaften [Spektrum.de, b]

12
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der Tschechischen Republik und in Osterreich Zecken in groBerer Hohe gefunden
werden konnten [Daniel et al., 2003; Holzmann et al., 2009; |Jaenson et al., 2012]. Als
Erklarung werden die durch den Klimawandel verbesserten Lebensbedingungen fiir
L. ricinus herangezogen. Aber auch politische und sozio6konomische Handlungswei-
sen des Menschen iiben Einfluss auf die Verbreitung von I. ricinus aus. Beispielsweise
beeinflussen Landschaftsplanung und Jagdverhalten des Menschen die Zahl méglicher
Wirte fiir I. ricinus und damit auch die Anzahl der Zecken [Randolph, 2008; |Jaenson:
et al., 2012} Randolph, 2013].

B.1.2 Friihsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSMEV)
B.1.2.1 Taxonomie und molekularbiologische Eigenschaften

Das FSME-Virus wird dem Genus Flavivirus in der Familie der Flaviviridae zu-
geordnet, zu der auch andere humanpathogene Erreger wie das Hepatitis-C-Virus,
das Gelbfiebervirus und das Dengue-Virus zéhlen [King et al., 2011]. Neben dem in
Deutschland ausschliellich vorkommenden zentraleuropéischen Subtyp des FSMEV
(FSMEV-EU) sind mit dem fernostlichen und dem russischen bzw. dem sibirischen
Subtyp zwei weitere Unterarten bekannt [Ecker et al., 1999).

Flaviviren sind icosaedrische, behiillte Viren von circa 50 nm Durchmesser. Thr
anndhernd 11 kb grofles Genom besteht aus einer linearen Plus-Einzelstrang Ribo-
nukleinsdure (RNA). Die genomische RNA des FSMEV trégt einen offenen Leserah-
men der fiir drei Struktur- (C, E, M), sowie fiir sieben Nicht-Strukturproteine (NS
1, 2A, 2B, 3, 4A, 4B, 5) kodiert. Letztere iibernehmen unter anderem die Funkti-
on von Proteasen, Helicasen und Polymerasen. Die RNA bildet zusammen mit dem
Protein C (capsid) das Kapsid. Dieses wird von einer doppelten Lipidhiille, in die
die Glykoproteine E (envelope) und M (membrane) eingelagert sind, umgeben. Das
E-Protein stellt das Hauptantigen der spezifischen Immunabwehr infizierter Sauger
dar. Es vermittelt die Zellrezeptorbindung und ist an der Fusion des viralen Parti-
kels mit der Zellmembran beteiligt [Lindenbach & Rice, 2003]. Der offene Leserah-
men des Genoms wird von zwei nicht kodierenden Regionen (NCR) flankiert. Die
3’-NCR kann in eine variable Region, die erhebliche Lingenunterschiede zwischen
den FSMEV-Stammen aufweist, und eine hoch konservierte Region am termina-
len 3’-Ende unterteilt werden [Wallner et al., 1995]. Die dort vorliegenden Sequenz-
homologien der FSMEV-Stamme koénnen zur Detektion von FSMEV-RNA mittels

13
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR) genutzt werden (siche Abschnitt [C]).

B.1.2.2 Transmission

Die Infektion von Menschen mit FSME erfolgt durch einen Zeckenstich iiber den Spei-
chel der Zecke. Hauptvektor sind dabei Schildzecken der Gattung Irodes. Wahrend
der européische Subtyp des FSMEV vor allem durch I. ricinus iibertragen wird, gilt
1. persulcatus als Hauptvektor des fernostlichen und des sibirischen Subtyps. Sehr
viel seltener ist die Ansteckung in Folge des Verzehrs nicht pasteurisierter Ziegen-
bzw. Schafsmilch. Eine Transmission von Mensch zu Mensch ist nicht bekannt [Siiss,
2011]. Zwischen Zecken kann das Virus auf unterschiedliche Weise weitergegeben
werden. Als quantitativ bedeutsamster Ubertragungsweg wird das Co-feeding ange-
sehen [Randolph et al., 1996]. Das FSMEV kann dabei zwischen zeitgleich saugenden
infizierten und nicht infizierten Zecken, welche auch in einigem Abstand (> 1cm)
voneinander saugen koénnen, iibertragen werden, ohne dass eine systemische Infek-
tion des Wirtes vorliegt |[Labuda et al., 1996]. Als Vehikel fiir das Virus fungieren
dabei Zellen des Immunsystems [Labuda et al., 1993].

Die Ubertragung des Virus vom Wirt zur saugenden Zecke spielt eine geringere
Rolle, da die virdmische Phase bei Kleinsdugern, die als Hauptwirt von Irodes species
(spp.) dienen, meist nur kurz andauert [Randolph et al., 1996; Moshkin et al., 2009].
Einmal mit FSME-Viren infiziert, bleibt die Infektion bei der Reifung der Zecken
iiber alle Entwicklungsstadien hinweg erhalten.

Zecken konnen das Virus zudem in geringem Umfang (< 0,5%) transovariell
tibertragen, sodass prinzipiell alle Entwicklungsstadien infiziert sein kénnen [Danie-
lova & Holubovd, 1991]. Fiir den Menschen steht allerdings die Transmission durch
Nymphen im Vordergrund, da diese in grofler Zahl aktiv und zudem wenig wirtsspe-
zifisch sind [Stss, 2003].

B.1.2.3 Epidemiologie

Das Auftreten humaner FSME-Erkrankungen ist an den Lebensraum der Vektoren
gebunden. FSME-Virus tragende Zecken kommen auf der Nordhemisphére in einem
Giirtel von Europa bis Japan vor [Korenberg & Kovalevskii, 1999]. Der sibirische
Subtyp ist hauptséchlich in Sibirien, aber auch in Kirgisistan zu finden, wihrend der

ferndstliche Subtyp in Russland, im Nordosten von Japan und in China nachgewie-
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sen werden konnte. Der européische Subtyp tritt in Zentral-, Nord- und Osteuropa
auf [Siiss, 2011]. Zudem konnte er auch in Siidkorea aus Zecken und M&usen isoliert
werden |[Kim et al., 2008; Stiss, 2011]. Die Verbreitungsgebiete der drei Suptypen
tiberlappen in Estland, Lituauen und Finnland [Lundkvist et al., 2001} |Jaaskelainen:
et al., 2006; Golovljova et al., 2008].

Im Gegensatz zur Verteilung von B. burgdorferi sensu lato ( B.burgdorferi s. I. ) ist
die Verbreitungszone des FSMEV nicht homogen gestaltet [Randolph et al., 2000].
Es haben sich vielmehr zahlreiche FSME-Fokusse ausgebildet, innerhalb derer das
Virus zwischen Zecken, Nagern und anderen kleinen Sdugetieren zirkuliert. Derarti-
ge FSME-Herde sind meist kleinrdumig (circa (ca.) 2500 m?), weshalb man sie als
Mikrofokusse bezeichnet. Ausgehend vom Mikrofokus wird das Virus wahrscheinlich
durch gréflere Sauger, wie zum Beispiel Rehe verteilt, sodass ein Makrofokus bzw.
Endemiegebiete um den Mikrofokus entstehen, in denen die Gefahr einer Ansteckung
mit dem FSMEV ebenfalls gegeben ist [Dobler et al., 2011].

Die Aktivitdt eines Fokus ist von zahlreichen Faktoren abhéngig. Das Virus kann
nur persistieren, wenn aufgrund giinstiger klimatischer Bedingungen und ausreichen-
dem Wirtsvorkommen geniigend Larven und Nymphen vorhanden sind, die zeitgleich
eine Blutmahlzeit einnehmen [Randolph et al., 1996]. Auf diese Weise kann das Virus
effektiv durch Co-feeding iibertragen werden. Sind zu wenige Zecken vorhanden oder
ist die Aktivitdt von Nymphen und Larven nicht synchron, so sinkt nach Randolph

et. al. das Transmissionsrisiko [Randolph et al., 2000].

B.1.2.3.1 Europa

Jahrlich werden in Europa zwischen 7000 und 8000 FSME-Félle registriert, iiber die
Hiélfte hiervon in Russland [Siiss, 2011]. AufBlerhalb Russlands waren die héchsten
Inzidenzraten pro 100.000 Einwohner (A) von 2005-2010 in Slovenien (A = 13,1), den
baltischen Staaten (A = 10,1) und der Tschechische Republik (A = 6,8) verzeichnet
worden. Die genaue Erfassung der FSME-Inzidenz in Europa ist jedoch schwierig.
Auch wenn in vielen européischen Lindern die Uberwachung menschlicher FSME-
Erkrankungen etabliert ist, unterscheiden sich Meldesysteme und Falldefinitionen

zum Teil erheblich voneinander [European Centre for Disease Prevention & Control.,
2012].
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B.1.2.3.2 Deutschland

In Deutschland besteht seit 2001 gemé&fl §7 Abs. 1 Nr. 14 des Infektionsschutzge-
setzes eine namentliche Meldepflicht bei direktem oder indirektem Nachweis des
FSME-Virus. Informationen iiber die vor Einfiihrung der Meldepflicht aufgetrete-
nen, humane FSMEV-Infektionen stammen vornehmlich aus wissenschaftlichen Ver-
offentlichungen.

Auf Grundlage der erhobenen Daten nimmt das Robert Koch-Institut (RKI) jedes
Jahr eine Einschétzung des kreisbezogenen Erkrankungsrisikos vor. Beriicksichtigt
werden hierbei nur Félle bei denen iiber den Virusnachweis hinaus klinisch das Bild
einer FSME besteht [Robert Koch-Institut, 2007b].

Nach Definition des RKI gilt ein Kreis als FSME-Risikogebiet, “wenn die Anzahl
der tiibermattelten FSME-Erkrankungen in mindestens einem der Zeitrdume 2002 bis
2006, 2003 bis 2007, 2004 bis 2008, 2005 bis 2009, 2006 bis 2010 oder 2007 bis 2011
im Kreis ODER in der Kreisregion (bestehend aus dem betreffenden Kreis plus allen
angrenzenden Kreisen) signifikant (p < 0,05) héher liegt als die bei einer Inzidenz
von 1 Erkrankung / 100.000 Einwohner erwartete Fallzahl” [Robert Koch-Institut,
2012].

Risikogebiete liegen vor allem in Baden-Wiirttemberg und Bayern. Fernerhin
ist die Frithsommer-Meningoenzephalitis in mehreren Landkreisen in Hessen und
Thiiringen, sowie dem Landkreis Birkenfeld in Rheinland-Pfalz endemisch. Der

Saarpfalz-Kreis im Saarland wurde 2012 als Risikogebiet eingestuft.

Seit 2001 wurden ca. 3500 FSME-Fille in Deutschland gemeldet, was einer Inzidenz
von 0,31 pro 100.000 Einwohner entspricht [Robert Koch-Institut, SurvStat@RKI].
Die Fallzahlen waren von 2001 bis 2011 mit etwa 200 bis 300 Féllen pro Jahr weit-
gehend stabil. Eine Ausnahme bildet die Haufung der FSME-Erkrankungen mit 432
bzw. 546 Féllen in den Jahren 2005 und 2006 |[Robert Koch-Institut, 2012]. Dieser
Anstieg war in zahlreichen européischen Landern zu beobachten. Er wird vor allem
auf eine vermehrte Aktivitéit im Freien bei guten Wetterbedingungen und damit auf
ein hoheres Expositionsrisiko zuriickgefithrt [Randolph et al., 2008]. 2011 wurden
mit 423 Fillen ebenfalls im Vergleich zum Vorjahr deutlich mehr Erkrankungsfille
registriert, davon 409 in Deutschland erworbene Infektionen. Uber 90% der gemel-
deten Félle waren in Baden-Wiirttemberg oder Bayern aufgetreten. Der Anteil der

gegen FSME durch eine Impfung immunisierten Bevolkerung in Kreisen mit einer
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Bundesland | Sammelort Jahr der Priavalenz Anzahl Referenz
Sammlung | [%] (absolut) | unter-
suchter
Zecken
Mecklenburg- 2006 0 G: 651 | [Klaus et al., 2010a)
Vorpommern A: 41
N: 542
L: 68
Sachsen- Colbitz-Letzlinger 2005 / 2006 | 0 G: 2202
Anhalt Heide und A: 371
Umgebung N: 1451
L: 380
Thiiringen Hainich 2006 0 G: 888
National Park A: 457
N: 420
L: 11
Saale-Holzland- 2008 - 2010 | 0 G: 1557 | |Klaus et al., 2013
Kreis, Jena A: 283
N: 917
L: 357
Baden- nahe 1997 - 2002 | G: 0,15-34 | G:  10.520 | [Siiss et al., 2004]
Wiirttemberg | Freiburg A: 048 | A: 1600
N: 0-34 | N: 8920
1998 - 2000 | G: 0-2,3 | G: 9189 | [Oehme et al., 2002]
Bodenseekreis 2008 0 G: 294 | [Klaus et al., 2010c]
(Salem, Affenberg) A: 38
N: 256
Emmendingen 2008 G: 526 | |Klaus et al., 2012]
A: 70
N: 358
L: 98
Ortenaukreis 2008 G9: 0,08 (1) | G: 1174
A: 167
N: 1007
Hessen Marburg- 2000 0 G: 1010 | |Siiss et al., 2002
Biedenkopf A: 310
N: 700
Rheinland- Birkenfeld 2000 0 G: 998
Pfalz A: 78
N: 920
Bayern Nahe Passau 1997-2002 G: 02| G: 11.190 | [Siiss et al., 2004]
A: 0-5,3 | A: 1750
N: 0-1,4 | N: 9440
Miinchen, Dachau, | 2006 / 2007 | G: 0,44 | G: 3430 | [Kupca, 2009
Passau, Rosenheim, A: 1465
Amberg N: 1965

Tabelle 1: Ubersicht zwischen 1997 - 2010 mittels PCR durchgefiihrter Studien zur
Prévalenz von FSMEV in wirtssuchenden niichternen I. ricinus in Deutschland (A =
Adulte; N = Nymphen; L = Larven; G = Gesamt, ¢ Gesamtprévalenz errechnet)
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Fiinfjahresinzidenz von iiber fiinfzehn Erkrankungen pro 100.000 Einwohner lag bei
40, 2% im Zeitraum von 2007 bis 2011 [Robert Koch-Institut, 2012].

Erkrankungen die auf den Verzehr infizierter Rohmilchprodukte zuriickgehen,
wurden seit mehr als zwanzig Jahren nicht berichtet [Stiss et al., 2004]. Somit stellt
die Infektion durch einen Zeckenstich in Deutschland den Hauptiibertragungsweg
dar. Nicht zuletzt aus diesem Grund wurden in den vergangenen Jahren in Deutsch-
land mehrere Untersuchungen zur Pravalenz des FSMEV in Zecken durchgefiihrt.
Eine Ubersicht einiger Studien mit vergleichbarer Methodik bietet Tabelle

B.1.2.3.3 Rheinland-Pfalz

Von 2001 bis 2011 wurden siebzehn Falle mit definitivem Infektionsort in Rheinland-
Pfalz gemeldet (siehe Abbildung [3).

Neun davon wurden im Landkreis (LK) Birkenfeld registriert [Robert Koch-Institut,
2012]. Dieser gilt seit 2001 als Risikogebiet, da dort im Raum Idar-Oberstein zwi-
schen 1997 und 2001 insgesamt sieben Erkrankungsfille aufgetreten waren [Zollner
et al., 1998 |Woessner et al., 2000; Robert Koch-Institut, 2001; Woessner et al.,
2001Db; Pietsch et al., 2002]. Der erste autochthone Fall einer FSME nach vorausge-
gangenem Zeckenstich im Gebiet von Idar-Oberstein wurde 1992 dokumentiert [Zoll-
ner et al., 1998]. Nachfolgend wurden bis 1997 keine weiteren FSMEV-Infektionen
beschrieben. Im Mai des Jahres 2000 erfolgte die Bestimmung der Viruspravalenz
in I. ricinus an moglichen Infektionsorten der Patienten in Idar-Oberstein (Struth-
Neuweg, Mittelbollenbach, Waldschénke). Dabei konnten in den gesammelten 78
adulten Zecken und 920 Nymphen keine FSMEV-spezifischen Nukleinsduren nach-
gewiesen werden [Siiss et al., 2002; Pietsch et al., 2002]. Zur Einschitzung des lan-
desweiten Auftretens autochthoner FSME-Erkrankungen wurden 2001 Serum bzw.
Liquorproben von 163 Patienten mit viraler Meningitis immunologisch untersucht.
Hierbei konnte keine akute Infektion mit FSME-Viren und damit auch kein Hinweis
auf weitere FSME-Fokusse gefunden werden [Pietsch et al., 2002].

Eine besondere Stellung besitzen die Landkreise Alzey-Worms, Germersheim, der
Rhein-Pfalz-Kreis sowie die Stadtkreise Speyer und Worms. Betrachtet man die zu-
gehorigen Kreisregionen, so weisen diese eine nach den Kriterien des RKI signifikant
erhohte Anzahl an FSME-Neuerkrankungen auf, die einen Status als Risikogebiet

rechtfertigen wiirden. Allerdings gab es in diesen Kreisen nie Erkrankungsfille mit
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Abbildung 3: Anzahl n der FSME-Erkrankungsfille von 2001 bis 2011
mit definitivem Infektionsort in Rheinland-Pfalz nach Landkreisen (Da-
ten:  Epidemiologisches Bulletin 21  |[Robert Koch-Institut, 2012]; Karten:
http://d-maps.com/carte.php?num_car=6373&lang=de,
http://d-maps.com/carte.php?num_car=6385&lang=de,
http://d-maps.com/carte.php?num car=24007&lang=de)

autochthonem Charakter, als Infektionsort wurden jeweils die angrenzenden Risiko-
gebiete Hessen und Baden-Wiirttemberg angesehen. Da die genannten Kreise von
diesen beiden Risikogebieten durch den Rhein als plausible natiirliche Grenze ge-
trennt sind, wurden sie selbst bisher nicht zu Risikogebieten erklart [Robert Koch-
Institut, 2012].

B.1.2.3.4 Saarland

Der an Rheinland-Pfalz angrenzende Saarpfalz-Kreis wurde 2011 als einziger Kreis
im Saarland als Risikogebiet eingestuft. Es waren dort 2008 drei FSME-Fille nach
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einem Zeckenstich im Raum St. Ingbert-Rohrbach innerhalb von zwei Monaten auf-
getreten [Robert Koch-Institut, 2008b]|. Nachdem in den Folgejahren 2009 und 2011
jeweils ein Fall registriert wurde, lag die Fiinfjahresinzidenz im Zeitraum von 2007
bis 2011 signifikant iiber der vom Robert Koch-Institut festgelegten Grenze [Robert
Koch-Institut, 2012]. Eine im August 2008 durchgefiithrte Untersuchung von 2035
Zecken von verschieden Standorten im Saarland, unter anderem vom Glashiitter
Weiher in Rohrbach und aus Gonnesweiler in Ndahe des Bostalstausees, ergab keinen
positiven Befund [Siiss, 2008; Robert Koch-Institut, 2009b)].

Vor 2008 war nur ein weiterer autochthoner Fall im Saarland bekannt geworden.
Es handelte sich dabei um einen 67-jahrigen Mann bei dem im Juli 1994 klinisch-
serologisch eine akute FSMEV-Infektion nachgewiesen wurde [Treib, 1994]. Die In-
fektion mit dem FSMEV war nach Angabe des Autors vermutlich im Raum Saar-
louis erworben worden. Diese Annahme wurde durch den genomischen Nachweis von
FSMEV-RNA in I. ricinus aus der Region Saarlouis / Uberherrn gestiitzt [Siiss et al.,
1996]. Dieser Virusnachweis ist Teil einer von Siiss et al. 1995 durchgefiihrten Studie,
bei der fast 9000 Zecken aus allen Regionen des Saarlandes in 21 Pools untersucht
wurden. Neben dem bereits genannten positiven Pool aus Saarlouis / Uberherrn
zeigte eine gepoolte Probe aus Perl / Mettlach / Schwemmlingen ein positives Er-
gebnis [Siiss et al., 1996].

Vor 1994 galt das Saarland als frei von FSME, nicht zuletzt da in einer Sero-
préavalenzstudie 1985/86 bei 408 Forstarbeitern, 439 zeckenexponierten Tieren (vor
allem Rinder) und 44 Patienten mit Verdacht auf eine virale Infektion des zentralen
Nervensystems (ZNS) lediglich bei acht geimpften Forstarbeitern der Nachweis von
FSMEV-Antikérpern gelang [Miiller & Ansorg, 1987].

Zur besseren Einschétzung des Auftretens von FSME-Erkrankungen im Saarland
bis einschlieBlich 1994 wurden daher ca. 2000 serologische FSME-Untersuchungen
und 904 Serumproben von Patienten mit entziindlichen Liquorverdnderungen, die
im Zeitraum von 1989 bis 1994 am Universitéatsklinikum des Saarlandes in Homburg
/ Saar behandelt wurden, retrospektiv auf das Vorliegen von FSMEV-Antikérpern
untersucht. Dabei konnte der oben beschriebene autochthone Fall von 1994 bestétigt
werden. Eine weitere FSMEV- Infektion wurde im Mai des selben Jahres vermutlich
im Raum Saarbriicken erworben. Allerdings hielt sich der Patient im Inkubations-
zeitraum auch kurzzeitig in StraBburg auf, sodass der Infektionsort nicht endgiiltig

festgelegt werden konnte. Bei zwei weiteren Patienten fand sich serologisch der Hin-
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weis auf einen Viruskontakt im Saarland, welcher jedoch nicht zu einer manifesten
Erkrankung fiihrte [Treib et al., 1996].

B.1.2.4 Klinische Manifestation, Therapie und Prévention

Die FSME tritt in Europa entsprechend der saisonalen Zeckenaktivitéit in Abhéng-
igkeit der Witterungsbedingungen von Mérz bis November auf [Dautel et al., 2008|.
Etwa 10 — 30% der mit FSMEV-EU infizierten Patienten zeigen nach einer Inku-
bationszeit von durchschnittlich 7 — 10 Tagen Symptome. In etwa drei Viertel der
Félle verlauft die Erkrankung biphasisch. Im Stadium der Virdmie kommt es zum
plotzlichen Fieberanstieg bis 39°C mit unspezifischen Beschwerden wie Kopfschmer-
zen, Muskelschmerzen, Miidigkeit und einem allgemeinen Schwichegefiihl. Nach ei-
nem fieberfreien Intervall von einigen Tagen befillt das FSMEV bei einem Drittel der
Patienten das zentrale Nervensystem (ZNS). Die ZNS-Beteiligung manifestiert sich
in Form einer Meningitis (50%), Enzephalitis (40%) oder einer begleitenden Myelitis
(10%) mit jeweils hohem Fieber bis 40°C. Die Meningitis geht einher mit Kopf-
schmerzen, Nackensteifigkeit und starker Ubelkeit. Besteht zudem eine Enzephalitis,
so stehen fokale neurologische Herdsymptome mit Vigilanzminderung im Vorder-
grund. Die Meningoenzephalomyelitis als schwerste Verlaufsform der FSME wird
charakterisiert durch schlaffe Paresen, die meist obere Extremitét, Schultergiirtel-,
Hals- und Nackenmuskulatur betreffen. Bei Beteiligung von Atemmuskulatur bzw.
Zwerchfell ist eine lebensbedrohliche Atemldhmung moglich [Kaiser, 2012]. Je nach
Verlaufsform und Intensitdt der akuten Symptomatik behélt ein Teil der Patienten
Folgeschiaden zuriick. In der Mehrzahl der Félle heilt die symptomatische FSMEV-
Infektion jedoch folgenlos aus [Haglund et al., 1996; Kaiser, 1999).

Nach Ablauf einer akuten Enzephalitis weisen 35 —58% der Patienten ein posten-
zephalitisches Syndrom mit meist neuropsychiatrischen Beschwerden z.B. Konzen-
trations- und Merkfdhigkeitsstorungen auf. Patienten, die zusétzlich eine Myelitis
entwickeln, haben die schlechteste Langzeitprognose. In einer prospektiven Studie
iiber einen Zeitraum von 10 Jahren zum klinischen Verlauf der priméar myelitischen
Form der FSME, kam es nur bei 19% der Patienten zur restitutio at integrum. Bei
etwa der Halfte der Patienten blieben neurologische Defizite vor allem in Form von

Paresen bestehen. 30% der Patienten starben [Kaiser, 2011].
Dem gegeniiber steht eine allgemeine Letalitdt symptomatischer FSMEV-Infek-
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tionen von etwa 1 — 2% [Burke & Monath, 2001].

Die Variabilitdt der Krankheitsverldufe liegt unter anderem in Unterschieden
der individuellen Immunabwehr und der Pathogenitéit der viralen Stidmme be-
griindet [Maximova et al., 2009; |Gdumann et al., 2011]. Schwere Krankheitsverldufe
und hohe Defizitraten sind mit hoherem Alter assoziiert [Haglund et al., 1996]. Eine
kausale Therapie der Frithsommer-Meningoenzephalitis existiert nicht. Es besteht je-
doch die Moglichkeit der Immunprophylaxe mit Hilfe eines polyvalenten Impfstoffs.
Die Impfstoffe sind im Allgemeinen gut vertriglich und mit einer Impfeffektivitét von
iiber 99% bei Einhaltung der empfohlenen Impfschemata in allen Altersgruppen sehr
erfolgreich [Demicheli et al., 2009; Heinz et al., 2007]. Eine Impfung wird derzeit in
Deutschland von der standigen Impfkommission des RKI fiir Personen mit erhéhtem
Expositionsrisiko in FSME-Risikogebieten durch Beruf oder Freizeitgestaltung emp-
fohlen |[Robert Koch-Institut, 2015].

B.1.3 Borrelia burgdorferi sensu lato
B.1.3.1 Taxonomie, Morphologie und Genom

Der B. burgdorferi sensu lato Komplex gehort zur Familie der Spirochaetaceae. Er
umfasst bislang achtzehn Genospezies, wovon fiinf als sicher humanpathogen gel-
ten. Dabei handelt es sich um B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii,
B. bavariensis und B. spielmanii. Drei weitere Spezies, B. bissettii, B. lusitaniae
und B. valaisiana wurden bisher nur selten als Verursacher einer Lyme-Borreliose in
Patienten nachgewiesen |Ogden et al., 2013].

Borrelien sind etwa 0,2 — 0,5 um breite und 5 — 25 uym lange gramnegative Bak-
terien. Thre spiralige Form ermoglicht ihnen zusammen mit bis zu dreiflig Flagellen
die Fortbewegung [Darai et al., 2012]. Sie besitzen ein lineares Chromosom, sowie
eine Vielzahl linearer und zirkuldrer Plasmide. Die Mehrzahl ihrer metabolischen
Enzyme wird chromosomal kodiert, wihrend die Plasmide unter anderem Gene fiir
Oberflachenproteine tragen. Den Plasmiden wird eine wichtige Rolle bei der Infektion

von Wirten zugeschrieben |Casjens et al., 2010].

B.1.3.2 Transmission, Vektoren und Erregerreservoir

Hauptvektor der Lyme-Borreliose sind Schildzecken der Gattung Izxodes. In Euro-

pa erfolgt die Ubertragung von Borrelien auf den Menschen in erster Linie durch
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L. ricinus, in geringerem Mafle auch durch I. persulcatus [Lindgren et al., 2006].

Die Borrelien befinden sich im Mitteldarm infizierter Zecken. Beim Saugakt ver-
mehren sie sich und gelangen nach Invasion der Speicheldriisen iiber den Speichel in
den Wirt. Da dieser Prozess einige Zeit in Anspruch nimmt, findet die Ubertragung
von Borrelien erst Stunden nach Beginn der Blutmahlzeit statt [Crippa et al., 2002].

Zecken selbst nehmen die Erreger meist {iber das Blut eines infizierten Reser-
voirwirtes auf, seltener durch Co-feeding. Hierbei stellt die Haut der Wirtstiere die
Schnittstelle zur Infektionsiibertragung dar, da Borrelien sich, auf ihre eigene Mo-
bilitdt angewiesen, nur langsam ausbreiten kénnen. Die Infektion der Zecke bleibt
transstadial erhalten. Eine transovarielle Transmission ist die Ausnahme [Randolph
et al., 1996} Lindgren et al., 2006].

Als Erregerreservoir werden kleine Nagetiere und einige Vigel angesehen. Hirsche
stellen keine kompetenten Wirte dar, sind allerdings zur Erhaltung der Zeckenpopu-
lation und somit auch des Transmissionszyklus unverzichtbar, da sie adulten Zecken
als Nahrungsquelle dienen [Stanek et al., 2012]. AuBerdem wird eine mogliche Rolle
der Hirsche bei der Ubertragung der Borrelien durch Co-feeding diskutiert [Voor-
douw, 2015].

B.1.3.3 Epidemiologie

Das Verbreitungsgebiet der Borrelien stimmt mit dem ihrer Hauptvektoren
tiberein |Lindgren et al., 2006]. Alle der genannten, gesichert humanpathogenen Spe-
zies kommen in Europa und auch innerhalb Deutschlands vor, wahrend in den USA
bisher nur Stdmme der humanpathogenen Spezies B. burgdorfer: sensu stricto nach-
gewiesen wurden [Fingerle et al., 2008} Piesman & Schwan, 2010; |Ogden et al., 2013].
Die meisten in Europa auftretenden Lyme-Borreliose Fille werden durch B. garinii
verusacht, gefolgt von B. afzelii [Stanek et al., 2012].

Einer Metaanalyse von Rauter und Hartung zufolge sind im Mittel 10,1% der
Nymphen und 18,6% der adulten Zecken in Europa mit Borrelien infiziert [Rauter &
Hartung, 2005]. Fiir Deutschland allein gelten vergleichbare Werte (siehe Tabelle [2)).
In der Folge entwickeln abhéngig von der regionalen Borrelienpréavalenz in I. ricinus
nach einem Zeckenstich etwa 2 — 4% der Betroffenen manifeste Symptome einer
Borreliose [Hubalek, Z. , 2009).

Die Anzahl der Neuerkrankungen in Europa kann lediglich geschéitzt werden,
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Region Bundesland | Jahr der | Prdvalenz | Anzahl Referenz
Sammlung | [%] unter-
suchter
Zecken
Mecklenburg- | 2008 3,1 512 |[Franke et al., 2011]
Norden V. :
orpommern
Berlin 2003 30,19 ¢ 127 @ [Pichon et al., 2006]
Thiiringen 1999 11,1 305 [Hildebrandt et al., 2003]
Mittel- 2000
fe“;“h' Thiiringen / | 2004 15,2 256 [Kipp et al., 2006
an . .
Reifenstein | 2007 5,1 196 [Franke et al., 2010)
Thiiringen 2006 27 1000 [Hildebrandt et al., 2010b]
2007
Hessen 2009 9,5 3615 |Bingsohn et al., 2013]
2010
Nordrhein- 1996 18,1 226 ° |[Kurtenbach et al., 2001]
Westen Westfalen / 1999
Bonn 2001 14 545 [Kampen et al., 2004]
2003 17,9 1394 [Maetzel et al., 2005
Stidwesten | unbekannt 1997 - 2001 | 16 3665 [Schaarschmidt et al., 2001]
. Bayern / 2007 22 2155 [Fingerle et al., 2008]
Stiden h ]
Miinchen
Baden- 1998 - 2000 | 13,9 - 24 3138 [Oehme et al., 2002
Wiirttemberg

Tabelle 2: Ubersicht zwischen 1996-2010 mittels PCR durchgefiihrter Studien zur
Pravalenz von B. burgdorferi sensu lato in wirtssuchenden niichternen I. ricinus in
Deutschland (@ = nur Nymphen; b = nur Adulte; ¢ = Gesamtprévalenz errechnet)
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da nur wenige Lénder {iber ein Meldesystem verfiigen. Lindgren et al. gehen von
tiber 200.000 Neuerkrankungen pro Jahr aus |Lindgren et al., 2006|. In Deutschland
konnen ebenfalls keine genauen Angaben zur bundesweiten Inzidenz gemacht werden,
da die Erkrankung an einer Borreliose nach dem Infektionsschutzgesetz nicht bun-
desweit meldepflichtig ist. Allerdings gilt eine erweiterte Meldepflicht auf Basis von
Landesverordnungen in neun der sechzehn Bundeslénder und zwar in Bayern, Ber-
lin, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thiiringen,
Rheinland-Pfalz und im Saarland. Erfasst werden dabei nach Falldefinition des Ro-
bert Koch-Instituts nur akute Neuerkrankungen |Robert Koch-Institut, 2009a]. Die
Meldepflicht im Saarland und in Rheinland-Pfalz wurde erst 2011, die in Bayern 2013
eingefiihrt. Ein Vergleich zwischen regionalen Prévalenzen ist daher schwierig. Die
jéhrliche Inzidenz in den verbleibenden sechs ostlichen Bundesldndern stieg zunéchst
nach Einfiihrung der Meldepflicht in den neunziger Jahren bis 2008 kontinuierlich an.
2008 lag sie bei 33,8 Meldefillen pro 100.000 Einwohner [Robert Koch-Institut, 2010].
Im Zeitraum von 2009 - 2012 schien sich die Zahl der gemeldeten Neuerkrankungen
zu stabilisieren [Wilking & Stark, 2014].

Weitere Anhaltspunkte zur Borrelienpriavalenz in Menschen liefert eine zwischen
2008 und 2011 deutschlandweit durchgefiihrte Seropravalenzstudie mit fast 7000 Teil-
nehmern, welche eine gesamtdeutsche mittlere Priavalenz von 9,4% erbrachte. Dabei
wurde die hochste Seroprivalenzrate von 11,2% im Siiden Deutschlands, welchem
neben Bayern und Baden-Wiirttemberg auch das Saarland und Rheinland-Pfalz zu-
geordnet wurden, nachgewiesen. Die niedrigste Pravalenz lag mit 8,1% in Zentral-
deutschland vor [Wilking et al., 2015].

B.1.3.4 Klinische Manifestation, Therapie und Privention

Die Lyme-Borreliose ist eine Multisystemerkrankung mit grofler Symptomvariabi-
litdt. Je nach Genospezies sind insbesondere Haut, Gelenke und das Nervensystem,
seltener auch Herz und Auge betroffen. B. garinii gilt als iiberwiegend neurotrop,
wihrend B. burgdorferi sensu strictuo eher fiir Arthritiden grofier Gelenke (Lyme-
Arthritis) verantwortlich gemacht wird. Bei einer Infektion mit B. afzelii stehen
Affektionen der Haut im Vordergrund [Stanek et al., 2012|. Die Klinik der Borre-
liose wird in Friih- und Spatmanifestationen eingeteilt, wobei keine zeitliche Grenze

zwischen den Stadien existiert. Ein Frithstadium muss nicht zwingend durchlaufen
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werden.

Typische Hautmanifestation in der Frithphase der Lyme-Borreliose ist das, etwa
ein bis zwei Wochen nach dem Zeckenstich auftretende, Erythema migrans (Wan-
derréte). Dabei handelt es sich um eine den Zeckenstich umgebende Rotung, gege-
benenfalls mit zentraler Abblassung, die sich zentrifugal entsprechend der Wande-
rungsbewegung der Borrelien ausbreitet [Stanek et al., 2011].

Ein solches Erythema migrans wird bei iiber 80% der Borreliose-Patienten
in Deutschland beobachtet, wobei es héaufig das einzige Symptom der Infektion
bleibt [Huppertz et al., 1999; |Wilking & Stark, 2014]. Es verschwindet von selbst,
kann aber iiber mehrere Monate persistieren. Sein Auftreten ist nicht an eine Infek-
tion mit einer bestimmten Genospezies gebunden.

Weitaus seltener ist die Lymphadenosis cutis benigna, eine umschriebene Schwel-
lung und Verfarbung der Haut durch lymphozytéare Infiltrate, welche besonders im
Gesicht, an den Ohrlédppchen und Mamillen auftritt. Als spéte pathologische Haut-
verdnderung kann es bei Erwachsenen zur Acrodermatitis chronica atrophicans kom-
men, welche zu irreversibel atrophierter sklerosierter Haut der Extremitéatenstreck-
seiten fithrt [Stanek et al., 2011].

Charakteristisch fiir die frithe Neuroborreliose im Erwachsenenalter sind
auBerst schmerzhafte Meningoradikuloneuritiden (Bannwarth-Syndrom) sowie ein-
oder beidseitige periphere Fazialisparesen. Bei Kindern stehen neben Hirnner-
venldhmungen lymphozytédre Meningitiden im Vordergrund.

Die seltenen isolierten Polyneuropathien kénnen sowohl zu Beginn der Erkran-
kung, als auch als Spatmanifestationen auftreten. Zudem koénnen sich im chronischen
Stadium einer Neuroborreliose (Symptome > 6 Monate) progrediente Enzephalomye-
litiden, Radikulomyelitiden und chronischen Meningitiden entwickeln [Stanek et al.,
2011].

Die haufigste Manifestationsform einer spaten Borreliose in Deutschland stellt die
Lyme-Arthritis, welche meist als Mono- oder Oligoarthritis in Erscheinung tritt,

dar.

Eine antibiotische Therapie ist in der Frithphase der Infektion am erfolgreichs-
ten. In frithen Stadien werden Tetrazykline wie zum Beispiel Doxycyclin eingesetzt.
In fortgeschrittenen Stadien gelten vor allem Cephalosporine der ITI. Generation als
Mittel der Wahl [Stanek et al., 2012]. Objektivierbare Spétschidden nach vorausge-
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gangener Borreliose treten nur vereinzelt auf [Stanek et al., 2011].

Eine aktive Immunisierung ist in Europa aufgrund der Heterogenitét der verschie-
denen Genospezies zurzeit nicht verfiigbar [Schuijt et al., 2011]. Bisher wurden zwei
OspA-Impfstoffe (LYMErix und ImuLyme) entwickelt, welche nur vor B. burgdor-
feri sensu stricto schiitzen und somit fiir Endemiegebiete auflerhalb Nordamerikas
nur von geringem Nutzen sind. Allerdings wurde LYMErix vom Hersteller 2002 we-
gen sinkender Absatzzahlen vom Markt genommen. Fiir Imuliyme wurde nie eine

Zulassung beantragt [Nigrovic & Thompson, 2007].

B.1.4 Anaplasma phagocytophilum

B.1.4.1 Taxonomie und Morphologie

Anaplasma phagocytophilum ist ein unbewegliches, pleomorphes gramnegatives Bak-
terium mit einer Gréfle von 0,4 — 1,3 um |Rikihisa, 2011]. Es wird dem Genus Ana-

plasma innerhalb der Familie der Anaplasmataceae zugeordnet (Tabelle [3)).

Genus | Aegyptianella | Anaplasma Ehrlichia Neorickettsia | Wolbachia
Spezies | A. pallorum A. bovis E. canis N. helminthoeca | W. pipientis
A. marginale E. chaffeensis N. sennetsu
A. ovis ewingii N. risticii

E.
A. phagocytophilum | E. muris
E.

A. platys ruminantium

Tabelle 3: Familie der Anaplasmataceae modifiziert nach Rikihisia (2011); gesichert
humanpathogene Erreger sind orange unterlegt

Im Zuge der Revision der Taxonomie dieser Familie 2001 wurden die zuvor ein-
zeln aufgefithrten Species FEhrlichia equi, Ehrlichia phagocytophilum und das Hu-
mane granulozytire Ehrlichiose-Agens zur Art A. phagocytophilum zusammenge-
fasst [Dumler et al., 2001]. Basierend auf Sequenzanalysen kénnen allerdings inner-
halb dieser Art weitere Subspecies abgegrenzt werden. So scheinen fiir die Infektion
von Menschen, Hunden und Pferden andere genetische Varianten verantwortlich zu
sein, als zum Beispiel in erkrankten Kiihen und Schafen gefunden wurden [Scharf
et al., 2011; [Huhn et al., 2014]. Inwieweit eine Wirtsadaptation einzelner Stdmme
erfolgt und welche pathogenetische Bedeutung hieraus resultiert, ist gegenwiértig Ob-

jekt der Forschung. Aus dem Blut erkrankter Menschen wurde bisher neben dem
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Prototyp-Stamm (Ap-ha) der ersten beschriebenen humanen granulozytéren Ana-
plasmose weitere Varianten isoliert, wobei Isolate aus den Vereinigten Staaten hoch-
gradige Ubereinstimmungsraten mit européischen Stémmen aufweisen [Chen et al.,
1994; Foley et al., 1999; [Scharf et al., 2011; Huhn et al., 2014].

Der Aufbau der Zellwand der Anaplasmen unterscheidet sich von dem anderer
gramnegativer Bakterien. Sie besitzen keine Peptidoglykane und auch keine Lipopo-
lysaccharide an der Zelloberflache [Stuen et al., 2013]. Stattdessen gewéhrleistet vom
Wirt stammendes Cholesterin die Stabilitét ihrer Zellwand [Lin & Rikihisa, 2003].
Entsprechend gering ist die Resistenz der Anaplasmen gegeniiber dufleren Einfliissen,
wie mechanischer Beanspruchung oder Anderungen der Osmolaritét [Lin & Rikihisa,
2003.

B.1.4.2 Genom

Das Genom von A. phagocytophilum besteht aus einem singuldren, zirkuldren Chro-
mosom mit einer Lénge von etwa 1,5 Mb. Es enthilt zahlreiche repetitive Desoxyribo-
nukleinsduer(DNA)-Sequenzen. So sind funktionell wichtige Gene, beispielsweise der
Vitamin- und Kofaktor-Biosynthese, zweifach vorhanden. Aulerdem umfasst es iiber
hundert paraloge msp2 Gene (major surface protein 2), die fiir Oberflachenproteine
kodieren. Diese stellen, aufgrund ihrer exponierten Lage auf der Zelloberfliche, die

Hauptantigene von A. phagocytophilum dar [Dunning Hotopp et al., 2006].

B.1.4.3 Transmission, Vektoren und Erregerreservoir

Die Ubertragung von A. phagocytophilum auf den Menschen erfolgt in erster Linie
durch den Stich infizierter Zecken. In Europa gilt I. ricinus als Hauptvektor, in den
USA dagegen I. scapularis und I. pacificus. In Osteuropa und Ostasien dient I. per-
sulcatus als Ubertréiger [Huhn et al., 2014]. Eine Ansteckung durch Kontakt mit in-
fektiosem Blut ist sehr selten [Bakken et al., 1996; Horowitz et al., 1998b; Zhang et al.,
2008]. Von besonderer Bedeutung ist dieser Transmissionsweg in der Transfusions-
medizin. In diesem Zusammenhang wurden mehrere Fille einer humanen Anaplas-
mose berichtet, die wahrscheinlich auf den Erhalt von Thrombozytenkonzentraten
zuriickgehen, obschon es sich bei letzteren um leukozytendepletierte Thrombozyten-
konzentrate handelte [Townsend et al., 2014]. Somit bergen auch Erythrozytenkon-
zentrate das Risiko einer Infektion [Jereb et al., 2012].
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Zecken nehmen die Erreger bei der Blutmahlzeit von einem infizierten Wirt auf.
In der Folge wird A. phagocytophilum transstadiell, nicht aber transovariell weiter-
gegeben |[Dunning Hotopp et al., 2006].

Das Wirtsspektrum der Anaplasmen ist breit. So wurde A. phagocytophilum aus
zahlreichen Séugetieren isoliert, darunter Schafe, Ziegen, Kiihe, Rehe, Nager und
auch aus Haustieren wie Hunden und Katzen.

Als Reservoir fiir humanpathogene Varianten in FEuropa werden groflere
Saugetiere, wie Wildschweine, sowie Kleinsduger wie zum Beispiel Igel in Betracht
gezogen [Huhn et al., 2014]. Die Rolle von Rehen, Wiihl- und Spitzméusen als Reser-
voirwirte wird durch Gensequenzanalysen in Frage gestellt [Scharf et al., 2011} [Huhn!
et al., 2014].

B.1.4.4 Epidemiologie

Beim Menschen verursacht A. phagocytophilum die humane granulozytidre Anaplas-
mose (HGA), welche vor Revision der Taxonomie als humane granulozytére Ehrli-
chiose bezeichnet wurde |[Dumler et al., 2001|. Infektionen mit A. phagocytophilum
kommen innerhalb des Verbreitungsgebiets der Hauptvektoren in den Vereinigten
Staaten, in Europa und in Asien (China, Sibirien und Korea) vor [Jin et al., 2012].

Der erste Fall einer HGA war 1990 im US-Bundesstaat Wisconsin aufgetre-
ten [Chen et al., 1994]. Aktuell steht die HGA in den Vereinigten Staaten an zweiter
Stelle der zeckeniibertragenen Erkrankungen. Seit Einfithrung der landesweiten Mel-
depflicht 2000 ist die Anzahl der Neuerkrankungen dort stetig gestiegen auf nunmehr
8,1/10° Einwohner 2010. Fast 90% der gemeldeten Fille entfallen dabei auf sechs
Staaten im Norden bzw. Nordosten des Landes [CDC: www.cdc.gov].

Vergleichsweise gering erscheinen die européischen Fallzahlen der HGA. Seit ihrer
Erstbeschreibung in Europa 1997 in Slowenien sind etwa siebzig molekularbiologisch
bestétigte Erkrankungen bekannt geworden [Petrovec et al., 1997; Dumler et al.,
2005)].

In Deutschland wurde im Gegensatz zu den umliegenden Nachbarstaaten Oster-
reich, Polen und den Niederlanden bislang kein manifester Fall einer HGA doku-
mentiert [Bakken & Dumler, 2006]. Dennoch spricht das Vorliegen von Antikérpern
gegen A. phagocytophilum bei 1,0 — 4,4% der Normalbevolkerung und bei bis zu

14% der untersuchten Risikopopulationen (Waldarbeiter, Borreliose-Patienten) fiir
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Region Bundesland Jahr der Préavalenz | Anzahl Referenz
Sammlung | [%] unter-
suchter
Zecken
Norden Mecklenburg- 2008 1 293 [Franke et al., 2011]
Vorpommern
Berlin 2003 3,9 127¢ [Pichon et al., 2006
Niedersachsen 2005 3,2 1646 [Schicht et al., 2011]
Mittel- Sachsen 2009 8,7 539 [Silaghi et al., 2012
deutsch- | Thiiringen 1999 - 2000 | 2,3 305 |Hildebrandt et al., 2003 |
land 2006 - 2007 | 5.4 1000 |Hildebrandt et al., 2010a
2007 0 196 [Hildebrandt et al., 2011]
Siidwesten | Saarland 2008 17,4 115 [Silaghi et al., 2012 ]
Siiden Baden- 1998 - 2000 | 2,8° 1963 [Oehme et al., 2002]
Wiirttemberg | 1999 - 2001 | 1,0 5424 [Hartelt et al., 2004]
Bayern 1997 1,6 492 |[Fingerle et al., 1999
2006 2,9 2862 Silaghi et al., 2008] |
2009 9,4 128 [Silaghi et al., 2012)]
2009 - 2010 | 9° 5569 [Schorn et al., 2011]
2011 - 2012 | 5,3 4064 |Overzier et al., 2013]

Tabelle 4: Ubersicht zwischen 1997-2012 mittels PCR durchgefiihrter Studien zur
Pravalenz von A. phagocytophilum in wirtssuchenden I. ricinus in Deutschland (a =
nur Nymphen; b = Gesamtprévalenz errechnet)

die Existenz von Infektionen mit diesem Pathogen in Deutschland |Fingerle et al.,
1997; von Wissmann et al., 2015].

A. phagocytophilum konnte auch im Hauptvektor der Anaplasmose, I. ricinus, so-

wie in moglichen Reservoirwirten in Deutschland nachgewiesen werden [Stuen et al.,

2013] Die fiir I. ricinus in verschiedenen Studien ermittelte Infektionsrate lag zwi-
schen 0 und 17,4% (Tabelle [4). Weiterhin liegen Berichte von manifesten klini-

schen Infektionen von Hunden und Pferden, welche auch durch humanpathogene

A. phagocytophilum-Varianten ausgelost werden konnen, vor [Von Loewenich et al.,
2003; Kohn et al., 2011].

B.1.4.5 Pathogenese

A. phagocytophilum lebt obligat intrazelluldr, im Menschen vornehmlich in neu-

trophilen Granulozyten. Die mogliche Infektion von Endothelzellen als Reservoir

und Ausgangspunkt fiir den weiteren Befall von Granulozyten wird ebenfalls dis-
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kutiert [Herron et al., 2005].

Vermittelt wird die Adhésion von A. phagocytophilum an die Wirtszelle zumindest
teilweise durch das bakterielle Oberflichenprotein msp2 [Park et al., 2003]. Da Ana-
plasmen weder Lipopolysaccharide noch Peptidoglykane besitzen, werden sie nicht
von den auf Neutrophilen oder Monozyten bzw. Makrophagen befindlichen Toll-like-
Rezeptoren bzw. NOD-Proteinen (Nucleotide Oligomerization Domain) erkannt und
entgehen so der Elimination durch nachgeschaltete Signalkaskaden [Lin & Rikihisa,
2003]. Nachdem sie endozytiert wurden, verhindern Anaplasmen die Verschmelzung
des Endosoms mit dem Lysosom und unterdriicken die Bildung reaktiver Sauerstoff-
metabolite um ihre eigene Abtétung zu vermeiden [Mott et al., 2002]. Im Schutz der
intrazytoplasmatisch gelegenen Vakuolen vermehren sie sich und bilden Mikrokolo-
nien aus, die als Morulae bezeichnet werden [Rikihisa, 2011|. Eine relevante Vermeh-
rung wird durch Verzogerung der Apoptose der Granulozyten, die nach Kontakt mit
Fremdantigenen eine Lebensdauer von nur 24-48h aufweisen, ermdoglicht. Die Beein-
flussung der Funktion der Neutrophilen durch A. phagocytophilum reicht aber noch
weiter, so wird die Féahigkeit der Neutrophilen zu Phagozytose und Diapedese gemin-
dert. Zudem induziert A. phagocytophilum die prolongierte Degranulation der Gra-
nulozyten, was die Ursache der auftretenden inflammatorischen Gewebsschiadigungen
sein konnte [Dumler et al., 2005]. Insgesamt scheinen Neutrophile nicht in der Lage
zu sein, A. phagocytophilum effektiv zu eradizieren. Daher stellen CD 4+ Zellen und
die mit ihrer Aktivitdt verbundene Ausschiittung von INF-Y die Hauptakteure der
Abwehr dar [Woldehiwet, 2010].

Um der adaptiven Immunantwort dennoch zu entgehen, kénnen durch Genkonver-
sion neue msp2 Protein-Varianten geschaffen werden, was die Persistenz der Infektion

in einigen Wirten, wie zum Beispiel in Schafen erklart [Rikihisa, 2011].

B.1.4.6 Klinische Manifestation, Therapie und Prédvention

Die Mehrzahl der Infektionen mit A. phagocytophilum sind klinisch inapparent oder
nehmen einen milden Verlauf. Vor allem &ltere und immunsupprimierte Patienten
haben ein erhohtes Risiko, einen schweren Krankheitsverlauf zu erleiden. Nach ei-
ner Inkubationszeit von ein bis zwei Wochen manifestiert sich die HGA mit un-
spezifischen grippedhnlichen Beschwerden, wie Fieber, Kopfschmerzen, Abgeschla-

genheit und Myalgien. Selten berichtete Symptome sind Husten, Arthralgien, Ex-
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antheme und gastrointestinale Beschwerden wie Bauchschmerzen, Appetitlosigkeit
und Ubelkeit [Bakken & Dumler, 2006]. Aufgrund ihres immunsuppressiven Effekts
begiinstigen Anaplasmen das Auftreten opportunistischer Infektionen. Schwerwie-
gende Komplikationen wie atypische Pneumonien, ARDS und Sepsis wurden be-
schrieben [Dumler et al., 2007]. Die Letalitdt der HGA ist US-amerikanischen Da-
ten zufolge mit < 1% niedrig [Bakken & Dumler, 2000]. Insgesamt scheint die Er-
krankung in den Vereinigten Staaten tendenziell schwerer zu verlaufen als in Euro-
pa [Blanco & Oteo, 2002].

In den meisten Féllen heilt die HGA auch ohne antibiotische Therapie innerhalb
von dreiflig Tagen aus [Thomas et al., 2009|. Persistierende Infektionen, wie sie bei
einigen erkrankten Sdugetieren beobachtet werden, sind beim Menschen nicht zu
finden [Ramsey et al., 2002).

Dennoch sollte wegen des Risikos komplikationsreicher Verldufe bei nachgewie-
sener symptomatischer Infektion eine Therapie mit Doxycyclin eingeleitet werden.
Doxycyclin ist nach Meinung der CDC (Centers for Disease Control and Prevention)ﬂ
auch bei Kindern unter acht Jahren das Mittel der Wahl, da bei der empfohlenen
Dosis und Therapiedauer keine nachteiligen Wirkungen auf die Zahnentwicklung zu
erwarten sind [Bakken et al., 2006]. Bei Schwangeren oder bei Vorliegen einer All-
ergie gegen Tetrazykline kann Rifampicin alternativ eingesetzt werden [Bakken &
Dumler, 2006]. Impfstoffe zur priméren Privention der Anaplasmose sind derzeit
nicht verfiighar. Ob eine abgelaufene Infektion zu bleibender Immunitét fiihrt, ist
nicht hinreichend geklart. Die Mdoglichkeit einer Reinfektion scheint jedoch zu beste-
hen [Horowitz et al., 1998a} Ismail et al., 2010].

3US-Amerikanische Gesundheitsbehorde
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B.2 Zielsetzung

Um ein moglichst genaues Bild der FSMEV Verbreitung zu zeichnen und das
Erkrankungsrisiko abzuschéitzen, wird bisher vor allem die Zahl humaner Erkran-
kungsfille betrachtet.

Vor dem Hintergrund zunehmender FSME-Impfraten gewinnt die Ermittlung der
FSMEV-Préavalenz in Zecken als Monitoringinstrument zunehmend an Relevanz und
sollte daher in der nachfolgenden Studie zur Klarung der aktuellen Verbreitung
des FSMEV Verwendung finden. Auflerdem stellte sich angesichts steigender eu-
ropéischer Borrelioseinzidenzen bei der weder in Rheinland-Pfalz noch im Saarland,
systematisch analysierten Prévalenz von B. burgdorferi sensu lato in Zecken die
Frage nach der realen Verbreitung dieses Erregers.

Dagegen wurden Félle einer HGA bisher deutschlandweit nicht verzeichnet, wobei
das Vorhandensein von Antikérpern gegen A. phagocytophilum beim Menschen,
sowie der Nachweis klinischer Infektionen bei Tieren in Deutschland indes fiir eine
bestehende Gefahrdung durch diesen Erreger sprechen. Weitere Anhaltspunkte zur
Abschéatzung der Gefidhrdung im Saarland und in Rheinland-Pfalz sollte die Bestim-
mung der Priavalenz von A. phagocytophilum in I. ricinus liefern.

Schlussendlich sollte ergénzend die Abhéngigkeit der Infektionsrate der genannten
Erreger vom jeweiligen Entwicklungsstadium und dem Geschlecht der Zecke ermittelt

werden.

Die nachfolgende Arbeit stellt eine Pilotstudie dar, auf deren Ergebnis das weitere
Vorgehen im Rahmen von Folgestudien aufgebaut werden kann. Sie entspricht in ihrer
Zielsetzung den Anforderungen der 2007 verabschiedeten EU-Gesundheitsstrategie,
durch entsprechende Mafinahmen die Biirger vor Gesundheitsgefahren im Zusam-

menhang mit dem Klimawandel zu schiitzen |[EU Kommission, 2009).
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C DMaterial und Methoden

C.1 Sammlung der Zecken

C.1.1 Auswahl der Sammelorte

Insgesamt wurden 15 Gebiete beprobt, sieben davon im Saarland, acht in Rheinland-
Pfalz.

Rheinland-Rfalz

LKBIR

LK WND
Saarland

BKISLS
Saar-Pfalz-Kreis

Googlegarth
. C

3" 0 Hohe' 52 m _ sichthdhe 351.34 km

Abbildung 4: Ubersichtskarte Saarland und Rheinland-Pfalz: Landkreise (LK), in
denen gesammelt wurde, sind griin markiert. (SLS= Saarlouis, WND = St. Wendel,
BIR= Birkenfeld, KUS = Kusel), Quelle Google Earth (01.04.2013)

Ausgewdhlt wurden Orte, an denen ein Zeckenbiss wahrscheinlich wird durch ein
hohes Zeckenvorkommen bei gleichzeitig haufiger Frequentation durch Menschen.
Ein ausreichender Probenumfang sollte durch die Wahl von fiir Izodes ricinus ge-
eignet erscheinenden Habitaten gewéhrleistet werden. So wurden vor allem Laub-
und Mischwilder mit dichtem Untergrundbewuchs gewahlt, die als Wanderwege,
Picknick- und Rastplédtze auch fiir Menschen attraktive Orte der Freizeitgestaltung

darstellen.
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C MATERIAL UND METHODEN

] Sammelort Charakteristika
Ca. 200m breiter Wiesenab-
hnitt begrenzt von Gestriauch
A 62: Rastplatz Potz- s¢ &
1 ber6 Rastplatz Potz mit Picknickbéanken. Stark
& verschmutzt durch Abfall und
Fakalien.
Idar-Oberstein
IN — Schleiferweg Waldweg
Idar-Oberstein Parkplatz und Weg entlang der
2 s Idarbach Weiher-Schleife und des Idar-
s Weiher-Schleife bachs. Stark touristisch frequen-
tiert.
Idar-Oberstein
2N — Am Unterstberg Waldweg
Idar-Oberstei
;)ars ta(;f tseieimKirchenbol— Weg entlang des Sportplatzes bis
3 lenbach zum Truppeniibungsplatz Baum-
— Sportplatz holder.
Idar-Oberstein
4 Stadtteil Mittelbollen- Begriinter Spielplatz an einem
bach Bach. Dichter Pflanzenbewuchs.
— Spielplatz
Idar-Oberstein Hohlweg. Nur ca. 200m von Sam-
5 = Stadtteil Mittelbollen- melort 4 entfernt. Angrenzende
bach Kuhweide. Typischer Weg zum
— Waldweg Ausfithren von Hunden.
Idar-Oberstein Picknickplatz ~ mit  Bachlauf,
6 = Stadtteil Nahbollen- angrenzende Pferdeweide. Am
bach Rand viele Farne und Brennnes-
< Picknick-Platz seln.

Tabelle 5: Sammelorte in Rheinland-Pfalz
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] Sammelort Charakteristika

Al: Rastplatz Schellen- Rastplatz mit Picknickbénken.

7 Lebensmittelabfall lockt Méuse
bach
an.
3 Waldwege, die die Landstrafie
Strale Elversberg Rich- kreuzen. Dichtes Buschwerk.

8 tung St. Ingbert
— 3 Waldwege

Nutzung durch Jogger, Spa-
ziergénger, Hundebesitzer, Wald-
arbeiter

St. Ingbert
9 < Ortsteil Rohrbach Naherholungsgebiet
— Glashiitter Weiher
St. Ingbert —x Brach liegendes Feld an der

Rohrbach.
Brennnesseln, Farne und Stau-
den bieten Wild und Méausen Un-
terschlupf.

— Ortsteil Rohrbach
10 < Feld am Ortsein-
gang
von Rohrbach

An ein Wohngebiet angrenzen-
des Waldgebiet. Lauf- und Nor-
dic Walking Treff.

St. Ingbert

11
< Gehnbachstrafie

St. Ingbert
12 < Ortsteil Rohrbach
— Weingangsweg

Waldweg am Rande eines Wohn-
gebietes, der zu einem Spielplatz
fiihrt.

Nohfelden
13 — Ortsteil Gonneswei-
ler

— Bostalsee

Weg entlang des Staudamms,
viele Farne.

Tabelle 6: Sammelorte im Saarland
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C.1 Sammlung der Zecken C MATERIAL UND METHODEN

Neben der moglichen Zeckenexposition wurde bei der Wahl der Fanggebiete be-
sonders die Datenlage zum Auftreten humaner FSME-Erkrankungen beriicksichtigt.
Da der Landkreis (LK) Birkenfeld als einziger Landkreis in Rheinland-Pfalz, gemés
der Definition des Robert-Koch-Institutes, den Status eines FSME-Risikogebiets in-
nehat [Robert Koch-Institut, 2011], wurden zu Beginn der Studie fiinf Fanggebiete
in diesem Landkreis zur Beprobung ausgewéhlt (siehe Tabelle |5)).

Ein weiteres Fanggebiet (Nummer 1) befand sich im Landkreis Kusel. Es handelte
sich hierbei um einen Rastplatz an der Bundesautobahn (BAB) 62. Allerdings erwies
sich das Zeckenvorkommen dort als gering, weshalb ab September 2011 ersatzwei-
se entlang eines Waldweges unweit der Weiherschleife in Idar-Oberstein gesammelt
wurde. Aus demselben Grund wurde ein Fanggebiet am Idarbach in Idar-Oberstein
im September 2011 durch einen anderen Sammelort in Idar-Oberstein ersetzt.

Sammelschwerpunkt im Saarland war der Saarpfalz Kreis. Dort erfolgte die Bepro-
bung an sechs Fangorten im Raum St. Ingbert-Rohrbach (siehe Tabelle [6)), wo 2008
drei FSME-Fille aufgetreten waren, welche auf einen Zeckenbiss innerhalb dieses
Gebietes zuriickgefithrt wurden |[Robert Koch-Institut, 2008a]. Weil die Anzahl der
Neuerkrankungen jedoch unter der vom Robert Koch-Institut festgelegten Grenze
fiir FSME-Risikogebiete lag, besafl der Saar-Pfalz-Kreis zum Zeitpunkt der Bepro-
bung keinen Status als Risikogebiet. Vergleichbar mit dem Fanggebiet , Rastplatz
Potzberg® in Rheinland-Pfalz wurde auch im Saarland ein Rastplatz als Sammelort
ausgewihlt. Dieser befindet sich an der A1l im Landkreis Saarlouis. Ab September
2011 wurde die Sammlung zudem auf Wunsch des Gesundheitsministeriums um ein
Fanggebiet in Gonnesweiler am Bostalsee im Landkreis St. Wendel erweitert.

Die genaue Lage der Sammelorte ist dem im Anhang befindlichen Kartenmaterial

zu entnehmen.

C.1.2 Ablauf der Sammlung

Die Beprobung der genannten Sammelgebiete wurde von wissenschaftlichen Hilfs-
kréiften unter der Leitung von Prof. Dr. Heinz Mehlhorn (Institut fiir Zoomorpho-
logie, Zellbiologie und Parasitologie; Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf) durch-
gefithrt. Gesammelt wurde von Juni bis September 2011, jeweils ein bis zweimal
pro Monat an niederschlagsfreien Tagen. Das Fangen der Zecken erfolgte mit Hilfe
der wissenschaftlich anerkannten Flaggenmethode [Ginsberg & Ewing, 1989|]. Dabei

wurde ein 1 x 2 m grofles Baumwolltuch mit rauer Oberfliche in unterschiedlicher
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Abbildung 5: a) Zeckensammlung mit Baumwolltiichern, Weingangsweg b) Zecken
werden vom Leintuch abgesammelt und in ein mit 100%igem- Ethanol gefiilltes Pro-
benrohrchen (d) iiberfiihrt ¢) Izodes ricinus Weibchen

Hohe iiber die Vegetation gestreift, um so adulte Zecken und Nymphen anzulocken
(siehe Abbildung [5)). Die vom Tuch abgesammelten Zecken wurden anschlieflend in
mit 100%-igem Ethanol gefiillte Schraubréhrchen iiberfiihrt und bis zur entomologi-
schen Bestimmung durch Prof. Dr. Mehlhorn in Diisseldorf auftbewahrt. Im Anschluss
an die Bestimmung von Artzugehorigkeit, Stadium und Geschlecht wurden die Pro-
ben an das Institut fiir Hygiene und Infektionsschutz des Landesuntersuchungsamtes
Rheinland-Pfalz in Koblenz bzw. das Institut fiir Virologie des Universitédtsklinikums
des Saarlandes versandt, wo sie bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C gelagert wur-

den.

C.2 DMolekularbiologische Methoden

C.2.1 Homogenisierung der Zecken

Die gefrorenen Zecken wurden zunéchst aufgetaut und nach Absaugen des Alkohols
einzeln in ein steriles Probengefafl (2 ml Reagiergefif, Sarstedt) tiberfithrt und mit
450 pl Lysepuffer (easyMAG, bioMérieux) versehen. Zu den Zecken wurden jeweils
3 sterile Stahlkugeln von 3 mm Durchmesser gegeben (Firma Martin). Die Homoge-
nisierung erfolgte durch Schiitteln im TissueLyser (Qiagen) mit einer Frequenz von
30 Hz fiir insgesamt 4 Minuten. AnschlieBend wurde das Homogenisat kurz mittels
Tischzentrifuge bei 8000 rpm anzentrifugiert. Fiir das nachfolgende Nukleinsdure-
Extraktionsverfahren wurden 200 ul des Uberstands verwendet. Das restliche Ho-

mogenisat wurde bei einer Temperatur von -70°C aufbewahrt.
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C.2.2 Extraktion von Nukleinsduren

C.2.2.1 Grundziige des Extraktionsverfahrens

Die Isolierung der Nukleinsduren erfolgte vollautomatisch mit dem
NucliSENS®easyMAG™ der Firma bioMérieux. Die in diesem Gerit ange-
wandte Extraktionsmethode basiert auf dem Prinzip der Silikaextraktion |[Boom
et al., 1990]. Nukleinsduren binden dabei in Anwesenheit hoher Konzentrationen
chaotroper Salze an magnetische Silikapartikel. Das im Lysepuffer enthaltene Guani-
diniumthiocyanat bewirkt durch Herabsetzung der Oberflichenspannung von Zellen
zunédchst die Lyse zelluldren Probemateriales [Popping & Unterberger, 2010]. Es
stort in seiner Eigenschaft als chaotropes Salz die Struktur von Wasser, die Entropie
der Losung nimmt zu. Die Loslichkeit apolarer Gruppen im Wasser steigt, wodurch
hydrophobe Wechselwirkungen, die die Tertidrstruktur von Proteinen stabilisieren,
geschwicht werden. Proteine denaturieren und Nukleasen werden inaktiviert.
Gibt man nun Silikapartikel zur Probe, bildet sich {iber Guanidinium-Kationen
eine reversible Bindung zwischen der Silikaoberfliche und den ebenfalls negativ
geladenen Nukleinséduren aus |[Minol & Gassen, 2003|. Im Verlauf der folgenden
beiden Waschschritte hélt ein Magnet die Silikapartikel mit den daran gebundenen
Nukleinsduren an der Wandung des Probenbehélters fest, wiahrend die Probe von
verblieben Zellbestandteilen und Proteinen gereinigt wird [Kreuwel & Verwimp,
2004]. Abschliefilend erfolgt die Elution unter Niedrigsalzbedingungen mit einem
anorganischen Puffer. Dabei werden Silika und Nukleinsduren unter Erwérmung
wieder voneinander getrennt. Im letzten Schritt werden die Silikapartikel schliefllich

durch Nutzung ihrer magnetischen Eigenschaften aus dem Eluat entfernt.

C.2.2.2 Aufreinigungprotokoll

Bei der Aufreinigung der Nukleinsduren wurde das Extraktionsprotokoll “Specific B
2.0.17 des NucliSENS®easyMAG™ verwendet.

Als Ausgangsprobenvolumen wurden 200 upl eingesetzt. Nach geréteinterner Ly-
sepufferzugabe erfolgte die Inkubation der Proben fiir 10 min. Danach wurden
100 wl Silica-Suspension zu jeder Probe gegeben. Nach Abschluss des Extrakti-
onslaufs im Gerdt wurde das Eluat sofort in Micro- Schraubenrshrchen (Sarstedt)

iiberfiihrt. Das Eluatvolumen betrug 55 wpl, wovon 33 pul fiir die folgenden Nu-
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kleinsdurenachweisverfahren bei -20°C gelagert wurden. Das verbleibende Eluat wur-
de bei -70°C aufbewahrt.

C.2.3 Nachweis von Nukleinsiduren
C.2.3.1 Prinzip der Real-time PCR

Basierend auf dem Grundprinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Ver-
vielfaltigung von DNA bzw. RNA von Karry Mullis stellt die Real-time PCR eine
Moglichkeit dar, die Akkumulation der PCR-Produkte schon wihrend der Reak-
tion zu messen |[Mullis, 1985; Higuchi et al., 1992|. In der Regel werden Fluores-
zenzfarbstoffe zur Detektion der Amplifikate verwendet. Der Anwender kann zwi-
schen Farbstoffen, welche PCR-Produkte unabhéngig von der Zielsequenz markieren,

fluoreszenzmarkierten Primern und se-

Denaturierung: quenzspezifischen Sonden wahlen. Letz-

Sonde Primer
m tere ermoglichen den Nachweis meh-

rerer Zielsequenzen in einer Probe.

M Dies wird als Multiplex-PCR bezeich-
net. Das Funktionsprinzip der mei-

L‘W sten sequenzspezifischen Sonden beruht
auf dem Fluoreszenz-Resonanz Energie-

Hybridisierung: transfer (FRET) [Forster, 1948]. Dabei

Mm H wird Energie strahlungsfrei von einem
angeregten Donormolekiil auf ein Ak-

zeptormolekiil iibertragen. Donor und

Elongation:
Akzeptor diirfen dazu nicht mehr als 10
§ nm voneinander entfernt sein. Auflerdem
miissen Emissionsspektrum des Donors
m I'I'I'I'?

und Anregungsspektrum des Akzeptors
tiberlappen [Clegg, 1995]. Dieses Prinzip
Abbildung 6: Funktionsweise TagMan™-  wird bei den in dieser Arbeit verwende-
Sonde  (Reporter/Donor=rot,  Quen- ten TagMan™-Sonden, auf deren Funk-
cher=grau, DNA-Polymerase=griin), tionsweise im Folgenden niher eingegan-
eigenes Bildmaterial gen wird, angewandt [Holland et al.,
1991; Lee et al., 1993].
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23.044 4 Plateauphase

positive Probe

21.044

19.044 J

S17.044

4 ]

w0 .

, 15.044 lineare Phase
3

» 13.044

N

N 4

£ 11.044

3 ]

8 ]

N ]

9 9.044

= ]

g 4

= 7.044

R ]

5.044 exponentielle Phase

3.044

1.044 ]

] Schwellenwert
]
lag Phase

5?0 16.0 15‘.0 26.0 25.0 36.0 35‘.0 46.0 45.0
Zykl
Cp-Wert yiius

Abbildung 7: An die Darstellung des LightCyler 480® (Roche Diagnostics, Basel)
angelehnte Amplifikationskurve einer real-time PCR mit einer positiven (violett) und
einer negativen (griin) Probe.

Die TagMan™-Sonden tragen am 5 Ende einen Donor-Fluoreszenzfarbstoff (Repor-
ter) und am 3’-Ende ein als Quencher bezeichnetes Akzeptormolekiil. Der Reporter
wird durch vom Gerét ausgesandtes Licht angeregt. Ist die Sonde intakt, wird die
Energie des Reporters via FRET auf den Quencher {ibertragen und in Fluoreszenz-
strahlung oder Warme im Fall von Dark Quenchern (z.B. Blackberry® Quencher)
oder Black Hole Quenchern, umgewandelt. Bei Verwendung von Dark oder Black
Hole Quenchern ist zu diesem Zeitpunkt also keine Fluoreszenz messbar. In der
Hybridisierungsphase binden Primer und Sonden an den Matrizenstrang. Die DNA-
Polymerase trifft bei der Elongation auf die Sonde und schneidet sie mit Hilfe ihrer
5’-3’-Exonukleaseaktivitdat. Reporter und Quencher werden voneinander getrennt, so-
dass der Abstand zwischen beiden so grof§ wird, dass der Reporter-Farbstoff Licht
spezifischer Wellenlénge aussendet. Dieses kann am Ende der Elongationsphase vom
Gerét detektiert werden. Das Fluoreszenzsignal steigt entsprechend der Akkumula-
tion der PCR-Produkte mit jedem Zyklus an.

Wird die Fluoreszenz gegen die Anzahl der durchlaufenen PCR-Zyklen aufgetra-
gen, so erhélt man, wie in Abbildung 7] dargestellt, eine sigmoidale Kurve mit vier

typischen Abschnitten. In der ersten Phase der Reaktion (lag-Phase) ist das Signal
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Sequenz 5 — 3’

F-FSME GGG CGG TTC TTG TTC TCC
R-FSME ACA CAT CAC CTC CTT GTC AGA CT

FSME- FAM - TGA GCC ACC ATC ACC CAG ACA CA-BHQ-T-P
Sonde nternal

F-16sIxodes | AAA AAA ATA CTC TAG GGA TAA CAG CGT AA
R-16sIxodes | ACC AAA AAA GAA TCC TAA TCC AAC A

16s-Ixode- HEX — TTT TGG ATA GTT CAT ATA GAT AAA ATA GTT
Sonde TGC GAC CTC G — BHQ-T-P internal

Tabelle 7: Primer- und Sondensequenzen zum FSME Virus- und 16sIxodes-Nachweis
nach Schwaiger und Cassinotti (2003)— modifiziert

schwach und kann nicht von der Hintergrundfluoreszenz abgegrenzt werden. Der Zy-
klus in dem das Fluoreszenzsignal einen definierten Schwellenwert iiberschreitet wird
als C-Wert (crossing-point) oder Ci-Wert (cycle threshold) bezeichnet. Der C),-Wert
kennzeichnet den Beginn der exponentiellen Phase. In der linearen Phase nimmt die
Effizienz der PCR ab. Die Amplifikationsrate sinkt immer weiter, bis die Plateau-

phase erreicht ist.

C.2.3.2 Nachweis von FSME-Virus-RNA

Der Nachweis des FSME-Virus erfolgte im Institut fiir Virologie des Univer-
sitdtsklinikums des Saarlandes in eigenverantwortlicher Arbeit. In Erwartung nied-
riger FSMEV Préavalenzen im Saarland und in Rheinland-Pfalz wurden Pools aus
jeweils fiinf Individualeluaten unter Beriicksichtigung von Stadium und Geschlecht
der Zecken in die PCR eingesetzt |Siiss et al., 2002|. Bei einer solchen Poolgréfe ist
der Nachweis einer einzelnen FSMEV-positiven Zecke innerhalb des Pools bei der
verwendeten PCR moglich [Eistetter et al., 1998 Klaus et al., 2010b].

Der Nachweis von FSMEV-RNA erfolgte mittels real-time Reverse Transkriptase-
PCR (RT-PCR) durch Amplifikation eines 68bp groBen Fragmentes der 3’-nicht ko-
dierenden Region des FSMEV Genoms. Konnte FSMEV-RNA in einem Pool nach-
gewiesen werden, so wurden die Individualeluate getrennt voneinander iiberpriift.
Alle verwendeten Primer- und Sondensequenzen stammen von Schwaiger und Cas-
sinotti [Schwaiger & Cassinotti, 2003|, wihrend der dort beschriebene Reakti-

onsansatz sowie das Temperaturprofil nach Anleitung von Dr. Christine Klaus
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(Friedrich-Loffler-Institut, Jena) veréindert wurden (Tabellen [7] - [10]).

Substanz a) Vol. (ul) | b) Vol. ()
Aqua destillata 5,0 2,5

2x RT-PCR Puffer (AgPath ID™One-Step RT-PCR Kit) 12,5 12,5

25x RT-PCR Enzym-Mix (AgPath IDT™One-Step RT-PCR Kit) | 0,5 1,0
Sonden-Primer-Mix FSME* 2,0 2,0
Sonden-Primer-Mix 16sIXO* 2,0
Sonden-Primer-Mastermix (S-P-MM) 20,0 20,0

Probe 5,0 5,0
Reaktionsvolumen 25,0 25,0

Tabelle 8: Reaktionsansatz der Real-time PCR zum FSME-Virus Nachweis a) mit
bzw. b) ohne endogene Kontrolle (16sIxodes Nachweis) (* siehe Tabelle [9)

Substanz | Volumen ()

2,0 Sonde (100 pMM)

2,5 Forward-Primer (100 pM)
2,5 Reverse-Primer (100 pd)
93,0 Aqua destillata

100,0 Sonden-Primer-Mix (S-P-M)

Tabelle 9: Erstellung des Sonden-Primer-Mixes

Prozess Anzahl der Zyklen | Zeit (s) | Temperatur (°C)
Reverse Transkription 1 600 50
Inaktivierung RT
Aktivierung AmpliTaqGold®DNA Polymerase | 1 300 95
Denaturierung
Denaturierung 15 95
Amplifikation | Primerhybridisierung 42 20 56
Elongation 30 72
Kiihlung 1 30 40

Tabelle 10: Temperaturprofil der Mono- und Duplex-PCR zum FSME-Virus Nach-

weis mit bzw. ohne endogene Kontrolle (16sIxodes Nachweis)
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Zur Uberpriifung von Extraktionslauf und PCR-Reaktion wurde in einem Drittel
der Proben gleichzeitig das mitochondriale 16s TRNA-Gen von Izodes ricinus ver-
vielféltigt [Schwaiger & Cassinotti, 2003] (Tabelle[7). In jeden Testlauf wurden aufier-
dem zwei Positiv- und eine Negativkontrolle eingeschlossen. Bei den Positivkontrollen
handelt es sich um mit Hilfe von QIAamp Viral RNA Mini Kit (Quiagen, Hilden)
nach Angaben des Herstellers aufgereinigte Nukleinséduren aus Zellkulturiiberstdnden
zweier FSME-Virus Stdmme. Diese wurden von Herrn Prof. Dr. Matthias Niedrig
(Robert Koch-Institut, Berlin) und von Herrn PD Dr. Gerhard Dobler (Institut fiir
Mikrobiologie der Bundeswehr, Miinchen) zu Verfiigung gestellt. Als Negativkon-
trolle wurde destilliertes Wasser an Stelle von Nukleinsduren zum Reaktionsgemisch
gegeben.

Die RT-PCR wurde im LightCyler 480®) (Roche Diagnostics, Basel) unter Ver-
wendung des AgPath ID™ One-Step RT-PCR Kit (Applied Biosystems, Foster City)
durchgefiihrt.

C.2.3.3 Nachweis von Borrelien und Anaplasmen-DNA

Zum Nachweis B. burgdorferi s. l.- und A. phagocytophilum-spezifischer Nu-
kleinsduren wurde eine qualitative real-time Duplex-PCR am Institut fiir Hygie-
ne und Infektionsschutz, Fachbereich Humanmedizin des Landesuntersuchungsamtes
Rheinland-Pfalz in Koblenz unter Leitung von Dr. Manfred Vogt und Dr. Heinz-
Georg Meyer etabliert. Die dazu benétigten Primer- und Sondensequenzen (Tabel-
le [11)) entstammen [Schwaiger et al., 2001] bzw. |[Courtney et al., 2004].

In der von Schwaiger et al. entwickelten TagMan®)-PCR wird ein 174bp grofler
Abschnitt des chromosomalen Flagellin-Gens (fla) von B. burgdorferi vervielféltigt.
Hierdurch kénnen die vier am héaufigsten in Europa vorkommenden humanpatho-
genen Borrelien species B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto und
B. wvalaisiana spezifisch auch in Zecken nachgewiesen werden [Leutenegger et al.,
1999; Schwaiger & Cassinotti, 2003]. Der Nachweis der seltener vorkommenenden
humanpathogenen Spezies B. bavariensis und B. spielmanii ist ebenfalls moglich.
B. lusitaniae, B. andersonii, B. bissettii, B. anserina, B. coriaceae, B. hermsii, B.
japonica, B. parkeri, B. turicatae werden nicht detektiert. Aulerdem treten keine
Kreuzreaktion mit anderen Bakterien, Viren oder Pilzen auf.

Die TagMan®-PCR nach Courtney et al. ermoglicht den spezifischen Nachweis
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‘ ‘ ‘ Sequenz (5" — 3')
a | F-FlaF1A AGC AAA TTT AGG TGC TTT CCA A

R-FlaR1 GCA ATC ATT GCC ATT GCA GA

FlaSonde FAM - TGC TAC AAC CTC ATC TGT CAT TGT AGC
ATC TTT TAT TTG - BBQ

b | F-ApMSP2 | ATG GAA GGT AGT GTT GGT TAT GGT ATT
R-ApMSP2 | TTG GTC TTG AAG CGC TCG TA

ApMSP2 HEX - TGG TGC CAG GGT TGA GCT TGA GAT TG -
Sonde BBQ

Tabelle 11: Sequenzen der eingesetzten Primer und Sonden zum Nachweis von: a)
B. burgdorferi sensu lato spezifischer Nukleinsduren nach Schwaiger et al. (2001) b)
A. phagocytophilum spezifischer Nukleinsduren nach Courtney et al. (2004)

von A. phagocytophilum in Zecken durch Amplifikation eines 77bp umfassenden Ab-
schnittes der aminoterminalen Region des msp2-Gens |Courtney et al., 2004]. Durch
Amplifikation der multiplen paralogen msp2-Genvarianten wird die Sensitivitat der
PCR gesteigert. A. marginale, der Erreger der bovinen Anaplasmose, wird nicht
detektiert. Auch kommt es nicht zu Kreuzreaktionen mit anderen Bakterien. Die
Markierung der Sonden wurde entsprechend der Anforderungen der Multiplex-PCR
modifiziert. Anstelle von TAMRA[| wurde das 3'- Ende der Sonden jeweils mit ei-
nem Blackberry®)-Quencher gekoppelt, welcher als Dark Quencher im Gegensatz zu
TAMRA keine Fluoreszenz freisetzt. Die PCR wurde im LightCyler 480® (Roche
Diagnostics, Basel) unter Verwendung des LightCycler® TaqgMan® Reaktionsmixes
von Roche durchgefiihrt. Reaktionsansatz und Temperaturprofil sind in den Tabel-
len - [14] aufgefiihrt. Um die Werte von Mono- und Duplex-PCR vergleichen zu
konnen, wurden 10 Prozent der Proben zusétzlich mittels Mono-PCR untersucht.

Reaktionsansatz und Temperaturprofil wurden dazu leicht veréndert (siehe Tabellen

und.

4TAMRA = 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin
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Substanz a) Vol. (ul) | b) Vol. (ul) | ¢) Vol. (ul)
Aqua destillata 9,0 10,0 10,0

5% Mastermix 4,0 4.0 4.0
Sonden-Primer-Mix Borrelia* 1,0 1,0

Sonden-Primer-Mix Anaplasma* 1,0 1,0
Sonden-Primer-Mastermix (S-P-MM) | 15,0 15,0 15,0

Probe 5,0 5,0 5,0
Reaktionsvolumen 20,0 20,0 20,0

Tabelle 12: Reaktionsansatz a) der Duplex-PCR zum Nachweis Borrelien- und
Anaplasmen- spezifischer Nukleinsduren b) der Mono-PCR, zum Nachweis Borrelien-
spezifischer Nukleinsduren c¢) der Mono-PCR zum Nachweis Anaplasmen- spezifischer
Nukleinséuren (*: sieche Tabelle

Volumen (pl) | Substanz

2,5 Sonde (20 M)

1,0 Forward-Primer (100 pM)
1,0 Reverse-Primer (100 M)
5,5 Aqua destillata

10,0 Sonden-Primer-Mix (S-P-M)

Tabelle 13: Erstellung des Sonden-Primer-Mixes

Prozess Anzahl der | Zeit (s) | Temperatur (°C)
Zyklen
Aktivierung FastStart@® DNA Polymerase
Denaturierung ! 000 .
Denaturierung 10 95
Amplifikation | Primerhybridisierung 45 15 56
Elongation 15 72
Kiihlung 1 30 40

Tabelle 14: Temperaturprofil der Duplex-PCR zum Nachweis Borrelien- und
Anaplasmen- spezifischer Nukleinsduren sowie der Mono-PCR zum Nachweis
Borrelien-spezifischer Nukleinsduren. *Mono-PCR Anaplasma abweichend: Um ein
Grad Celsius erhohte Primerhybridisierungstemperatur.
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In jedem PCR-Lauf wurden als Positivkontrollen die verdiinnte DNA eines von
Dr. Bernd Hoffmann (Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems) zur Verfiigung gestell-
ten B. afzelii Stammes, sowie eine, die Zielsequenz des msp2-Gens von A. phago-
cytophilum enthaltende Plasmidkontrolle von TIB MOLBIOL (Berlin) mitgefiihrt.
Als Negativkontrolle wurde bei der Untersuchung der ersten Hilfte der Proben 5
pl destilliertes Wasser zum Reaktionsgemisch gegeben. Um den Probendurchsatz zu
erhohen, diente bei der Untersuchung der verbliebenen Hélfte der Proben jeweils
die Positivkontrolle der Borrelien als Negativkontrolle fiir die Anaplasmen-PCR und
entsprechend umgekehrt.

Alle Werte oberhalb des bei einem C, > 40 festgelegten Cut-off wurden mittels
Duplex-PCR nachkontrolliert. Ergab die Zweitbestimmung einen C),-Wert < 40 wur-

de die Probe als positiv gewertet.
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C.3 Verwendete Reagenzien und Geriéte

C.3 Verwendete Reagenz

ien und Geréate

1000 pl), OneTouch
Einmalpipettenspitzen, gestopft
ul), ART® XLP 200
Handschuhe, Nitril 3000
Micro-Schraubenrshre (2 mi)
Réhre (15 ml, 120 x 17 mm)
Safe-Seal-Reagiergefal (2 mi)
Sicherheitswerkbank, Lamin Air®

Petrischale

(P10,P20,P200,P1000)
Vortexer MS1 Minishaker

Einmalpipettenspitzen, gestopft (10 ul, | Sorenson™ BioScience Inc., Salt Lake

Pipette, pipetman®) | Gilson Inc., Middelton, USA

City, USA

(200 | Molecular BioProducts, San Diego,
USA

Meditrade, Kiefersfelden

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Heraeus, Hanau

Sarstedt, Niimbrecht

IKA®), Staufen

2.0)
Stahlkugeln (23mm, 5mm)

TissueLyser

Lysepuffer (NucliSENS® easyMAG™ | bioMérieux, Marcy L’Etoile, Frankreich

Martin, Perosa Argentina, Italien
Qiagen, Hilden

NucliSENS® easyMAG™ 2.0
NucliSENS®  easyMAG™
ponsables and Silica

QIAamp Viral RNA Mini Kit

bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich
Dis- | bioMérieux, Marcy ’Etoile, Frankreich

Qiagen, Hilden

LightCycler®) 480
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

FSME / 16sIxodes — spezifische PCR

Primer / TagMan™ Sonden

AgPath-ID™ One Step PCR Kit

BioSpring, Frankfurt am Main
Applied Biosystems, Foster City, USA

Borrelia burgdorferi sensu lato / A

naplasma phagocytophilum — spezifische PCR

Primer / TagMan™ Sonden
Plasmidkontrolle (msp2-Gen)
LightCycler™ TaqMan™ Master

TIB MOLBIOL, Berlin
TIB MOLBIOL, Berlin

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz
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C.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse, sowie die Erstellung der Grafiken wur-
den mit Hilfe von Microsoft Office Excel® 2007 (Microsoft Deutschland GmbH,
Unterschleilheim) durchgefiihrt. Ergénzend wurde R 3.0.2?] verwendet.

Die Konfidenzintervalle (KI) der Infektionsraten, d.h. die Bereiche, die den
wahren Wert der Infektionsrate mit einer vorher festgelegten Wahrscheinlichkeit
1 — a umfassen, wurden unter Zugrundelegung der Binomialverteilung mit einer
Uberdeckungswahrscheinlichkeit von 95% ermittelt. Fiir hinreichend groBe Anteils-
werte (a) erfolgte die Berechnung des Konfidenzintervalls nach Wilson [Wilson, 1927].
Da die Uberdeckungswahrscheinlichkeit des Wilson-KI fiir Anteilswerte nahe bei 0
groflen Schwankungen unterliegt, wurde fiir a < 0,02 das Clopper-Pearson Konfi-
denzintervall bestimmt [Lawrence D. Brown, 2001; Clopper & Pearson, 1934]. Dieses
zeichnet sich dadurch aus, dass es fiir keinen zuléssigen Anteilswert das Niveau (1—a)

unterschreitet.

Bei Vorliegen unverbundener Stichproben wurde mittels Chi-Quadrat-
Unabhéangigkeitstest auf eine mogliche Abhéngigkeit der Infektionsrate vom
jeweiligen Entwicklungsstadium, vom Geschlecht, vom Fanggebiet der Zecken bei
einem Signifikanzniveau von o = 0,05 gepriift. Voraussetzung fiir die Durchfithrung
des Chi-Quadrat-Tests ist, dass weniger als zwanzig Prozent der errechneten erwar-
teten Haufigkeiten Werte kleiner oder gleich fiinf erreichen. War diese Voraussetzung

nicht erfiillt, wurde der exakte Test von Fisher angewandt [Fisher, 1925].

Sfreie Software (GNU General Public Licence)
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D Ergebnisse

D.1 Ergebnisse der Zeckensammlung

Insgesamt wurden 1800 Zecken gesammelt, davon 870 in Rheinland-Pfalz und 930
im Saarland. Die entomologische Analyse ergab nahezu ausschliellich Zecken der Art
Izodes ricinus als den fiir den hiesigen Verbreitungsraum typischen Vektor. Zudem
wurde im Juli 2011 ein adultes, ungesogenes Weibchen der offenbar eingewanderten
Art Dermacentor reticulatus am Fangort 3 in Idar-Oberstein gefunden. D. reticulatus
wurde wie in Abschnitt [C|] beschrieben in die mikrobiologische Analyse einbezogen.
Da diese keinen positiven Befund erbrachte, wird im Folgenden nicht mehr gesondert

auf Dermacentor reticulatus eingegangen.

Die Verteilung aller Zecken nach Entwicklungsstadien und Geschlecht ist aus Ab-
bildung [§] ersichtlich.
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Abbildung 8: Absolute Haufigkeit der gesammelten Zecken (1. ricinus) im Saarland
und in Rheinland-Pfalz nach Stadium bzw. Geschlecht.
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Insgesamt wurden 3,5-mal so viele Nymphen gefangen wie adulte Zecken. In
Rheinland-Pfalz lag das Adulte-Nymphen-Verhéltnis bei 1 : 4,9, im Saarland bei

1:2,7. AuBerdem wurden vier Larven im Saarland gesammelt.

D.2 Erregerpravalenz in Ixodes ricinus

D.2.1 Pravalenz von FSMEV-RNA

Die PCR auf FSMEV-RNA ergab in beiden Bundesléindern jeweils einen Positivbe-
fund in einer einzelnen Zecke. Die Erregerprivalenz betrug demnach, bezogen auf
die Gesamtzahl der analysierten Zecken 2 von 1799 bzw. 0,11% (KI [0,01%;0,4%)]).

Der FSMEV-Nachweis in Rheinland-Pfalz erfolgte im Juni 2011 am Sammelort 5
im Landkreis Birkenfeld (Mittelbollenbach, Waldweg). Bei der FSMEV-positiven
Zecke handelte es sich um eine Nymphe. Im Saarland konnte das FSMEV in ei-
nem adulten Weibchen, welches im Juli 2011 am Sammelort 12 im Saarpfalz-Kreis
(Rohrbach, Weingangsweg) gefangen wurde, nachgewiesen werden.

Die FSMEV-Préavalenz, berechnet fiir die Gesamtzahl der am jeweiligen Fangort
gesammelten Zecken, betrug 0,43%(1,/230) fiir den Sammelort 5 in Rheinland-Pfalz
und 0,56%(1/178) fiir den Sammelort 12 im Saarland.

Bezogen auf das Stadium der Zecken lag die FSMEV-Préavalenz fiir in Rheinland-
Pfalz gesammelte Nymphen bei 0,14% (KI [0,00%;0,77%]) bzw. fiir im Saarland
gesammelte adulte Zecken bei 0,4% (KI [0,01%;2,20%]). Betrachtet man die Land-
kreise, in denen die positiven Zecken gefunden wurden gesondert, so waren im Land-
kreis Birkenfeld Nymphen zu 0,15% (KI [0,00%;0,82%]) bzw. im Saarpfalz-Kreis
gesammelte adulte Zecken zu 0,42% (KI [0,07%;2,35%]) Tréger des FSMEV.

D.2.2 Pravalenz von Borrelien- und Anaplasmen-DNA

D.2.2.1 Pravalenz von Borrelien- und Anaplasmen-DNA nach Sam-

melort

Bei den molekularbiologischen Analysen konnte in 20,0% (KI [18,2%;21,9%]) al-
ler Zecken Borrelien-DNA nachgewiesen werden. Die ermittelte Infektionsrate er-
reichte in Rheinland-Pfalz mit 22,1% (KI [19,5%;25,0%]) signifikant hohere Werte
als im Saarland (p-Wert = 0,03). Dort betrug die Borrelien-Pravalenz 18,0% (KI
[15,6%; 20,6%)).
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D.2 Erregerpravalenz in Ixodes ricinus

1 A 62: Rastplatz Potzberg 61 12 [19,7] 3 [4,9]

1IN Idar-Oberstein: Schleiferweg 47 12 [25,5] 0 [0,0]

2 Idar-Oberstein: Weiher-Schleife | 12 4 [33,3] 0 [0,0]

2N Idar-Oberstein: Am Unterstberg | 7 1[14,3] 0 [0,0]

3 Idar-Oberstein, Stadtteil 388 88 [22,7] 6 [1,5]
Kirchenbollenbach: Sportplatz

4 Idar-Oberstein, Stadtteil Mittel- | 58 11 [19,0] 3 [5,2]
bollenbach: Spielplatz

5 Idar-Oberstein, Stadtteil Mittel- | 230 53 [23,0] 3 [1,3]
bollenbach: Waldweg

6 Idar-Oberstein, Stadtteil Nahbol- | 66 11 [16,7] 0 [0,0]
lenbach: Wassertretplatz

GESAMT Rheinland-Pfalz 869 192 [22,1] 15 [1,7]

7 A1: Rastplatz Schellenbach 100 30 [30,0] 1 [1,0]

8 Strafe Elversberg - St. Ingbert: | 103 22 [21,4] 1[1,0]
drei Waldwege

9 St. Ingbert, Ortsteil Rohrbach: | 231 40 [17,3] 4 [1,7]
Glashiitter Weiher

10 St. Ingbert, Ortsteil Rohrbach: | 209 23 [11,0] 9 [4,3]
Feld am Ortseingang von Rohr-
bach

11 St. Ingbert: Gehnbachstrafie 86 15 [17,4] 0[0,0

12 St. Ingbert, Ortsteil Rohrbach: | 178 35 [19,7] 1,
Weingangsweg

13 Nohfelden, Ortsteil 23 2 [8,7] 1 [4,3]
Gonnesweiler: Bostalsee

GESAMT Saarland 930 167 [18,0] 18 [1,9]

GESAMT Rheinland-Pfalz und | 1799 359 [20,0] 33 [1.8]

Saarland

Tabelle 15: Ubersicht der ermittelten Préivalenzen von B. burgdorferi s.l. bzw. A. pha-
gocytophilum nach Sammelort.
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Unter Beriicksichtigung der Zeckenstadien war in Rheinland-Pfalz der Anteil
Borrelien-positiver Nymphen mit etwa 20,1% signifikant grofler als im Saarland
(p-Wert = 0,001), wo er 13,6% betrug, jedoch war kein signifikanter Unterschied
der Erregerpravalenzen adulter Zecken nachweisbar. Dieselben Ergebnisse resultier-
ten bei Betrachtung der Nymphen bzw. Adulten der Sammelschwerpunkte allein,
also des Landkreises Birkenfeld gegeniiber dem Saarpfalz-Kreis. Von einem statisti-
schen Vergleich der Prévalenzen der einzelnen Fangorte miteinander wurde aufgrund
der teilweise geringen Stichprobenzahl, aus der grofie Konfidenzintervalle fiir die
Pravalenzen der Fangorte resultieren, abgesehen.

Unter der Gesamtzahl der untersuchten Zecken wiesen 1,8% (KI [1,3%;2,6%])
eine Infektion mit A. phagocytophilum auf. In Rheinland-Pfalz waren 1,7% (KI
[1,0%; 2,8%]) der Zecken infiziert, im Saarland 1,9% (KI [1,2%; 3,0%]). Hier bestand
im Gegensatz zur Infektion mit Borrelien kein statistisch signifikanter Unterschied

hinsichtlich der Infektionsrate zwischen den beiden Bundesléandern (p-Wert = 0,74).

D.2.2.2 Préavalenz von Borrelien- und Anaplasmen-DNA nach Stadium
und Geschlecht

Die Borrelien-Privalenz in der untersuchten Zeckenpopulation reichte von 17,0%
(237/1395) bei Nymphen bis hin zu 30,5%(122/400) bei adulten Zecken. Die Anaplas-
men-Pravalenz lag mit 5,8%(23,/400) bezogen auf den Anteil adulter Zecken ebenfalls
tiber der fiir Nymphen ermittelten Pravalenz von 0,7%(10/1395). Bei Larven konnte

keine Infektion mit einem der bakteriellen Erreger nachgewiesen werden.

Die statistische Analyse ergab bei Betrachtung aller adulter Zecken und Nymphen,
sowie auch von Adulten bzw. Nymphen der jeweiligen Bundeslénder, eine hochsignifi-
kante Abhéngigkeit der Infektion mit Anaplasmen und Borrelien vom Entwicklungs-
stadium (p-Wert < 0,001).

Dagegen konnte kein signifikanter Einfluss des Geschlechtes adulter Zecken auf die
Infektionsrate nachgewiesen werden (p-Wert gopretien = 0,95 bzw. p-Wert anaprasmen =
0,97).

Insgesamt waren 30,6% (KI [25,2%;36,6%]) der weiblichen und 30,3% (KI
[23,6%); 38,0%]) der ménnlichen Adulten mit Borrelien, beziehungsweise 5,7% (KI
3,4%; 9,4%]) der weiblichen und 5,8% (KI [3,1%;10,7%]) der ménnlichen Adulten

mit Anaplasmen infiziert.
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D.2 Erregerpravalenz in Ixodes ricinus

Adult 9 + & | 147 47 32,0 7 4,8

0 o3| 28 301 | 5 | 54 |

Rheinland- | & sa | 19 |32 | ' 37
Pfalz Nymphe 722 145 20,1 8 1,1
Larve 0 0 0,0 0 0,0
Adult 9 + & | 253 75 29,6 16 6,3

0 152 | a7 ls09 | 9 ] 59 |

Saarland L E 28 o7 | T 69 |
Nymphe 673 92 13,7 2 0,3
Larve 4 0 0,0 0 0,0
Adult 9 + & | 400 122 30,5 23 5,8

0 245 | 75 |s06 | “ | 57 |

;‘;ﬁ;ﬂfnd' L 155 | a7 sos | 9 | 58 |
Saarland Nymphe 1395 237 17,0 10 0,7
Larve 4 0 0,0 0 0,0

o [Geam amo [s0 fa0 (s 18

Tabelle 16: Ubersicht der ermittelten Privalenzen von B. burgdorferi s.l. bzw. A. pha-
gocytophilum nach Stadium und Geschlecht
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D.2.3 Koinfektionen

Der Anteil der Zecken, die beide bakterielle Erreger trugen, belief sich auf 5 von 1799
bzw. 0,3% (KI [0,1%;0,6%]). Es handelte sich dabei um adulte Zecken, davon zwei
weibliche und drei ménnliche, welche alle im Saarland gefunden wurden. Bezogen
auf die Gesamtzahl der Zecken im Saarland betrug die Koinfektionsrate 0,5% (KI
[0,17%;1,25%]), wobei rund 2% der adulten Zecken mit beiden Erregern infiziert
waren. Somit waren signifikant mehr Adulte koinfiziert als Nymphen (p-Wert =
0,001).

Zwei der Zecken stammten aus dem Fanggebiet neun (Rohrbach, Glashiitter Wei-
her). Von den verbliebenen drei wurde jeweils eine in den Fanggebieten sieben (Al,
Rastplatz Schellenbach), zehn (Rohrbach, Feld) und dreizehn (Nohfelden, Bostalsee)
gesammelt.

Zudem waren beide FSMEV-positiven Zecken auch mit Borrelien infiziert.
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E Diskussion

E.1 Zeckensammlung

Insgesamt konnten von Juni und September 2011 1800 Zecken an fiinfzehn Fangor-
ten in Rheinland-Pfalz und im Saarland gesammelt werden. Aufgrund der niedri-
gen Fangzahl von 12 Zecken nach insgesamt vier Sammlungen wurde der Fangort 2
in Idar-Oberstein ersetzt. Ursachen der niedrigen Abundanz kénnten unzureichend
humide mikroklimatische Bedingungen aufgrund der, an diesem Ort weniger ausge-
pragten Bodenstreu sein. Alternativ ist ein zu geringes Wirtsvorkommen denkbar.
Ein Vergleich des Zeckenvorkommens der verschiedenen Sammelorte war wegen der

nicht standardisierten Beprobungsfliche nicht méglich.

Bei 1799 der Zecken handelte es sich um Izodes ricinus, wodurch die Stellung dieser
Art als haufigste in Deutschland vorkommende Zeckenart unterstrichen wird.

Die Zeckenpopulation Deutschlands besteht jedoch nicht allein aus I. ricinus,
hierzulande kommen auch weitere Zeckenarten, wie zum Beispiel Dermacentor spp.,
Rhipicephalus sanguineus oder Hyalomma marginatum vor. Der Flaggenmethode
zum Zeckenfang sind allerdings ausschliellich wirtssuchende, exophile Zeckenarten
zugénglich, welche sich allein fiir die Dauer der Blutmahlzeit auf dem Wirt aufhalten.

Es gelang neben I. ricinus eine ungesogene weibliche adulte Zecke, der am
zweithdufigsten vertretenen Zeckenart, Dermacentor reticulatus, der Auwaldzecke,
in Idar-Oberstein in Rheinland-Pfalz zu fangen. Die Auwaldzecke gehort, wie Izodes
ricinus, zur Familie der Schildzecken, entsprechend &hnelt ihr Entwicklungszyklus
dem des gemeinen Holzbocks. Die Entwicklung vom Ei zur adulten Zecke kann je-
doch bereits innerhalb eines Jahres vollendet werden [Gray et al., 2009]. Die Verbrei-
tung von D. reticulatus innerhalb Deutschlands ist hoch fokal [Dautel et al., 2006].
Aus beiden untersuchten Bundesldndern wurde bereits das Auftreten dieser Spezies
berichtet. Da insgesamt allerdings nur ein Exemplar gefunden wurde, ist in Betracht
zu ziehen, dass dieses aus einem anderen Gebiet eingeschleppt wurde [Beelitz et al.,
2012; Rubel et al., 2014]. Das Vorkommen von D. reticulatus an den beprobten
Arealen kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, da zum einen nicht explizit auf
die Habitatspréaferenzen der Auwaldzecke, die Feuchtgebiete mit viel Lichteinfall be-
vorzugt, eingegangen worden ist. Zum anderen kénnten Habitate von D. reticulatus

aufgrund ihrer fokalen Verteilung leicht bei der eher punktuellen Sammlung verfehlt
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worden sein [Dautel et al., 2006].

Der Befall von Menschen durch D. reticulatus ist selten. Meist sind Menschen
betroffen, die mit den héufiger befallenen Wirten der adulten Auwaldzecke, zum
Beispiel mit Hunden, in Kontakt stehen [Mehlhorn & Mehlhorn, 2009]. Beim Stich
ist die Moglichkeit der Transmission von Krankheitserregern gegeben. So gilt D. re-
ticulatus in Europa als Hauptvektor von Babesia canis, dem Erreger der fiir Hunde
geféhrlichen Babesiose [Kampen & Werner, 2011]. Fiir Menschen spielt in erster Linie
die Ubertragung von Francisella tularensis, Coxiella burnetii und von Rickettsien der
Fleckfieber-Gruppe (R. conorii, R. slovaca, R. helvetica), eine Rolle [Robert Koch-
Institut, 2007a]. In vorausgegangenen Studien konnte B. burgdorferi s.l., A. phago-
cytophilum und FSME-Viren ebenfalls in Zecken dieser Art nachgewiesen werden,
auch wenn eine Vektorrolle von D. reticulatus fiir diese Erreger bisher noch nicht
experimentell bestitigt wurde [Hagedorn, 2013; Reye et al., 2013; Biernat et al.,
2014]. Im Gegenteil konnten in kiinstlich infizierten D. reticulatus im Unterschied
zu 1. ricinus bereits nach einer Woche keine lebenden Spirochdten mehr detektiert
werden [Matlova et al., 1996].

Der Nachweis von Borrelien, Anaplasmen oder FSME-Viren in dem in dieser

Studie gefangenen Exemplar gelang nicht.

Bei dem Hauptteil der gesammelten I. ricinus in beiden Bundesldndern, genauer
bei 83% in Rheinland-Pfalz bzw. 72% im Saarland, handelte es sich um Nymphen.
Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen zahlreicher Zeckensammlungen iiberein
und liegt darin begriindet, dass sich nur etwa 80% der Nymphen zur adulten Zecke
weiterentwickeln [Randolph, 2013]. Nymphen sind das am haufigsten am Menschen
parasitierende Zeckenstadium. Ihre Schneidewerkzeuge sind im Gegensatz zu denen
von Larven leicht dazu fahig, die Haut von Menschen zu durchdringen. Zudem be-
dingt ihre geringe Grofle im Vergleich zu Adulten spétes Entdecken [Klaus et al.,
2010¢].

Die geringe Larvenanzahl von insgesamt vier Larven erklért sich in erster Linie
durch die gewihlte Fangmethode [Tack et al., 2011]. Besser geeignet zur Untersu-
chung von Larven ist das dragging, bei dem ein Schlitten mit aufgespanntem Tuch
iber den Boden gestreift wird [Hagedorn, 2013|. Da Larven sich vom Ort der Ei-
ablage kaum horizontal wegbewegen, bilden sich auflerdem fokal grofle Larvenherde

aus, welche leicht verpasst werden kénnen. Auflerdem kénnen Larven aufgrund ihrer
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geringen Grofle und ihrer durchsichtigen Morphologie schnell beim Absammeln vom
Tuch {ibersehen werden.

Es muss hervorgehoben werden, dass die Analyse von Larven nicht von vorran-
gigem Interesse in dieser Studie war. So stellen ungesogene Larven selbst, obschon
sie fiir die Aufrechterhaltung der Zirkulation von Erregern von Bedeutung sind, fiir
den Mensch primér eine geringe Gefahr dar. Sie bevorzugen zum einen Kleinsduger
als Wirt, zum anderen ist aufgrund der sehr niedrigen Wahrscheinlichkeit einer tran-
sovariellen Transmission von Borrelien und FSME von einer geringen Infektionsrate
in Larven und damit von einer geringeren Infektionsgefahr bei einem Larvenstich
auszugehen [Bellet-Edimo et al., 2005; [Stiss, 2011]. A. phagocytophilum wird nicht
transovariell {ibertragen, sodass beziiglich dieses Erregers die Analyse von Larven

keinen Stellenwert besitzt [Dunning Hotopp et al., 2006].

E.2 FErregerprivalenz in Ixodes ricinus

Das Risiko einer Infektion mit zeckeniibertragenen Erkrankungen wird nicht allein
von der Zahl wirtssuchender Zecken, sondern vielmehr auch von der Prévalenz der

Pathogene, die sie tragen, bestimmt.

E.2.1 Pravalenz von FSMEV RNA

Die FSMEV-Prévalenz in Zecken wurde mittels einer nach Klaus modifizierten Real-
time PCR nach Schwaiger und Cassinotti ermittelt. Diese PCR, erlaubt den spezi-
fischen Nachweis von FSMEV aller drei Subtypen [Schwaiger & Cassinotti, 2003].
Der darin eingeschlossene Nachweis des 16s TRNA-Gens konnte dabei die Qualitét
der Aufreinigung eines zufillig gewéhlten Drittels der Proben bestétigen. Folglich
erscheinen falsch-negative Ergebnisse durch fehlerhafte Nukleinsdure-Aufreinigung
oder eine Inhibition der PCR durch Probenmaterial unwahrscheinlich. Sowohl Posi-
tiv- als auch Negativkontrollen erbrachten erwartungsgemsifle Resultate, sodass ins-
gesamt von validen Ergebnissen ausgegangen werden kann.

Da keine Sequenzierung nachgewiesener FSME-Viren erfolgte, kann keine Aussage
iiber deren Virulenz getroffen werden. Einige Autoren postulieren eine unterschied-
liche Pathogenitét verschiedener Stamme. Weil fiir das FSMEV bisher allerdings die
molekulargenetischen Grundlagen der Virulenz noch nicht eindeutig identifiziert wor-

den sind, sollten nach Dobler et al. alle Stimme als virulent gelten [Wallner et al.,
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1996; McMinn, 1997 |Gritsun et al., 2001; [Dobler et al., 2012].

In dieser Arbeit wurden nur niichterne Zecken untersucht. Einige Studien belegen
jedoch hohere FSMEV-Préavalenzen in von Menschen abgesammelten, gesogenen
Zecken, wobei als Ursache die Proliferation des FSMEV wéhrend des Saugaktes
diskutiert wird |Bormane et al., 2004; Siiss et al., 2004; [Siiss et al., 2006; |[Klaus
et al., 2010c|. Unter der Annahme einer Virusproliferation kénnte die reale FSMEV-
Prévalenz in Zecken unserer Studie unterschéitzt worden sein. Es ist folglich in Be-
tracht zu ziehen, dass Zecken mit einer Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze der

von uns verwendeten PCR dennoch infektios sein konnten.

Insgesamt betrug die ermittelte FSMEV-Prévalenz, bezogen auf die Gesamtzahl der
analysierten Zecken, 0,11% (KI [0,01%;0,4%]) bei jeweils einem Positivbefund in
jedem der beiden Bundesldnder. Damit ist sie am unteren Ende der zwischen 0,1
bis 5% in Abhéingigkeit des Zeckenstadiums variierenden Préivalenz in Europa ein-
zuordnen [Siiss, 2011). Die FSMEV-Privalenz in Zecken steigt mit der Entwicklung
von der Larve zur adulten Zecke unter Voraussetzung der transstadialen Weitergabe
des Virus, da fiir die Zecke bei jeder Blutmahlzeit ein Infektionsrisiko besteht und
Adulte somit am héufigsten exponiert werden. Auf einen statistischen Vergleich der
FSMEV-Pravalenz der Stadien wurde in dieser Arbeit aufgrund der geringen Zahl

von nur zwei positiven Zecken verzichtet.

In Rheinland-Pfalz konnte erstmalig der Nachweis von FSMEV-RNA in Zecken er-
bracht werden. Die positiv getestete Nymphe wurde in Idar-Oberstein im Land-
kreis Birkenfeld gefangen. Innerhalb dieses Gebietes sind bislang auch die meisten
autochthonen Erkrankungsfélle in Rheinland-Pfalz aufgetreten. Im Zeitraum von
2001 - 2011 wurden neun Félle verzeichnet, wozu die fiir diesen Landkreis bestimm-
te Pravalenz von 0,12% infizierter Zecken gut passt [Robert Koch-Institut, 2012].

Bereits im Jahr 2000 war in Idar-Oberstein und auch im Stadtteil Mittelbol-
lenbach, dem Fangort der FSMEV-positiven Zecke, eine Studie zur Prédvalenz von
FSME-Viren in [I. ricinus an 998 Zecken durchgefiihrt worden. Damals gelang der
Nachweis von FSMEV-RNA allerdings nicht [Stiss et al., 2002; Pietsch et al., 2002].
Der genaue Sammelort jener Studie geht aus diesem Papier nicht hervor. Da FSMEV-
Herde aber eng umschriebene Réume darstellen, ist es moglich, dass sie bei der
fritheren Sammlung verfehlt wurden.

Gleiches gilt auch fiir die iibrigen sechs beprobten Fanggebiete in Idar-Oberstein.

60



E DISKUSSION E.2 Erregerpravalenz in Ixodes ricinus

Die Gesamtpriavalenz von FSMEV in Nymphen aus dem Landkreis Birkenfeld
betrug 0,15% und ist damit verglichen mit Befallsraten aus anderen, vom Robert
Koch-Institut als Risikogebiet eingestuften Landkreisen gering. Siiss et al. hatten in
einer iiber sechs Jahre durchgefiihrten Studie in den Hochendemiegebieten Deutsch-
lands, Bayern und Baden-Wiirttemberg, bei der Sammlung von fast 22.000 unge-
sogenen Zecken Pravalenzen von 0 bis 1,4 bzw. 3,4% fiir Nymphen ermittelt [Siiss
et al., 2004]. Dagegen konnte in Thiiringen, wo &hnliche FSME- Inzidenzen wie in
Rheinland-Pfalz vorliegen, kein FSMEV in den Risikogebieten Jena und dem Saale-
Holzland-Kreis bei einer Untersuchung von 1557 Zecken, welche im Zeitraum von
2008 - 2010 gesammelt wurden, nachgewiesen werden [Klaus et al., 2013; Robert
Koch-Institut, 2015].

Derartige Vergleiche mit anderen Risikogebieten sind problematisch, da die Durch-
seuchungsrate mit FSME-Viren insgesamt gering ist und starken jahrlichen Schwan-
kungen unterliegt. Wie aus oben angegebenen Daten hervorgeht, konnte selbst in
den beiden Hochendemiegebieten Deutschlands bei einigen Sammlungen kein FS-
MEV nachgewiesen werden [Siiss et al., 2002]. Eine Sammlung iiber mehrere Jahre

am gleichen Standort erscheint daher sinnvoll.

Im Landkreis Kusel, welcher sich in einiger Entfernung zum Landkreis Birken-
feld befindet, war keine der gesammelten 61 Zecken mit dem FSMEV infiziert. Dies
ist mit der bisherigen Abwesenheit humaner FSME-Fille in diesem Landkreis gut
vereinbar |[Robert Koch-Institut, 2015].

Im Saarpfalz-Kreis lag die FSMEV-Prévalenz mit einem FSMEV-positiven Weib-
chen, bezogen auf die Zahl aller adulten Zecken, bei 0,42%. Im Vergleich dazu waren
in Bayern mit 0 bis 5,3% und in Baden-Wiirttemberg mit 0 bis 4,8% der Adulten
deutlich mehr Zecken mit dem FSMEV infiziert [Stiss et al., 2004].

Der Fangort der FSMEV-positiven Zecke in Rohrbach befindet sich in ebender
Region, auf die die Mehrzahl der im Saarland erworbenen Erkrankungen zuriickge-
fithrt wird. Von 2008 — 2011 wurden fiinf im Saarpfalz-Kreis erworbene Félle einer
FSME gemeldet, was gut mit der FSMEV-Gesamtprévalenz von 0,12% in I. ricinus
innerhalb dieses Landkreises vereinbar ist [Robert Koch-Institut, 2012].

Um auch hier ein Risikogebiet mit dhnlicher Inzidenz zum Vergleich heranzuzie-
hen, wurde der Landkreis Marburg-Biedenkopf in Hessen betrachtet. Dort wurden
1010 Zecken im Jahr 2000 ohne positives Ergebnis untersucht [Stss et al., 2002].
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Ohne Nachweis blieben auch die anderen fiinf gewédhlten Fangorte im Raum
St. Ingbert-Rohrbach, was ein gutes Beispiel fiir die fokale Verbreitung des FSMEV
darstellt. Am Glashiitter Weiher konnte dabei bereits in einer von Prof. Dr. Siiss
2008 durchgefithrten Sammlung kein FSMEV in niichternen Zecken nachgewiesen
werden [Siiss, 2008]. Ebenso in Ubereinstimmung mit genannter Sammlung wur-
de am Bostalstausee kein FSMEV-Naturherd gefunden, wobei die Zirkulation des
FSMEV innerhalb dieses Gebietes in Anbetracht der geringen Stichprobenmenge

unserer Sammlung von nur 23 Zecken nicht auszuschliefien ist [Siiss, 2008].

Im Landkreis Saarlouis, wo dagegen das Vorhandensein von FSMEV in Zecken
durch Siiss belegt werden konnte, wurde in dieser Arbeit keine FSMEV tragende
Zecke gefunden [Siiss et al., 1996]. Allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit nur
ein Sammelort innerhalb dieses Landkreises beprobt, mit einer Stichprobenzahl von
nur 100 I. ricinus Exemplaren. Eine eindeutige Aussage iiber die Virus-Pravalenz in

dieser Region kann also nicht getroffen werden.

Zusammenfassend war es moglich, das aufgrund der aufgetretenen Fille vermute-
te Vorhandensein von Naturherden im Saarpfalz-Kreis im Saarland und auch im
Landkreis Birkenfeld in Rheinland-Pfalz zu bestéitigen. Da das FSMEV innerhalb
inhomogen verteilter, kleinrdumiger Herde verbreitet ist, spiegelt die ermittelte Vi-
ruspriavalenz jedoch nicht zwingend den tatséchlichen Befall der Zeckenpopulation
in beiden Bundesldndern wieder. Faktoren, welche zur Bildung eines Fokus beitra-
gen wie beispielsweise die synchrone Aktivitdt von Larven und Nymphen, die die
Weitergabe des FSMEV durch Co-feeding erméglicht, wurden in dieser Studie nicht
beriicksichtigt. Entsprechend wéren ergénzende Untersuchungen sinnvoll.

Aktuell stellt die humane FSME-Inzidenz den wichtigsten Parameter der FSME-
Uberwachung dar, da sie am besten die Gefdhrdung des Menschen durch das FSMEV
wiederspiegelt. Dabei ist allerdings eine hohe Dunkelziffer durch haufig asymptoma-
tische Verldufe anzunehmen. Auflerdem macht es die Zahl Geimpfter schwierig die
tatséchliche Infektionsgefahr abzuschéitzen. Dabei sind aktuell, anders als zu Beginn
dieser Arbeit, weitgehend stagnierende Impfquoten zu verzeichnen |[Robert Koch-
Institut, 2015].

Aus den genannten Griinden ist es sinnvoll, weitere Instrumente fiir das Monito-

ring klimasensitiver zeckeniibertragener Erkrankungen heranzuziehen (siche unten).

Der Nutzen von Zeckensammlungen liegt vor allem in der Bestédtigung von
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Naturherden. Auflerdem ist die weitere Entwicklung der Herde vor dem Hinter-
grund des Klimawandels interessant, weshalb nachfolgende Zeckensammlungen an
den gewéhlten Sammelorten erfolgen sollten. Ergebnisse der Zeckensammlung im
Jahr 2012, welche nicht Gegenstand dieser Arbeit war, wurden an anderer Stelle
veroffentlicht [Mehlhorn et al., 2015]. Die groBten Schwierigkeiten beim Monitoring
des FSMEV in Izodes ricinus durch Untersuchung von Zecken im Saarland und in
Rheinland-Pfalz stellen dabei die niedrige FSMEV-Pravalenz sowie das Auftreten in
Mikrofokussen dar. Sie bedingt die Notwendigkeit der Sammlung einer groflen Zahl
an Zecken mit erheblichem personellem und finanziellem Aufwand.

Zur Abschitzung des FSME Risikos fiir den Menschen sind daher auch weitere
erginzende Untersuchungen, wie die serologische Uberwachung von standorttreuen
Wild- oder Nutztieren von Bedeutung. So konnte beispielsweise die Korrelation einer
hohen Seropravalenzrate von Rehwild mit einer hohen FSME-Inzidenz von Menschen
belegt werden |Gerth et al., 1995; |Achazi et al., 2011; |[Klaus et al., 2012].

Von Interesse wire auch die phylogenetische Analyse der gefundenen FSME-Viren

zur Eingruppierung der Erreger.

E.2.2 Préavalenz von Borrelien- und Anaplasmen-DNA

Mit Hilfe der modifizierten PCR nach Schwaiger et al. zum Nachweis von B. burg-
dorferi sensu lato konnen alle fiinf gesichert humanpathogenen Genospezies, so-
wie B. walaisiana nachgewiesen werden [Schwaiger et al., 2001} Bingsohn et al.,
2013]. Eine anschliefende Sequenzierung wurde nicht durchgefiihrt. B. valaisiana, die
dritthaufigste Genospezies in Furopa, ist nur selten Verursacher manifester Borrelio-
sen, woraus folgt, dass wahrscheinlich von einem Teil der von uns detektierten Bor-
relien in Zecken nur ein geringes Erkrankungsrisiko fiir den Menschen ausgeht [Sta-
nek et al., 2012]. Die ebenfalls weniger humanpathogenen Genospezies B. lusitaniae
und B. bissettii konnen mit der verwendeten PCR nicht ermittelt werden [Schwai-
ger et al., 2001]. Allerdings wurden beide bisher nur in wenigen Zecken europa-
weit und innerhalb Deutschlands nachgewiesen und sind daher im Bezug auf die
Gesamtprivalenz der Borrelien von untergeordneter Bedeutung [Kurtenbach et al.,
2001; [Rauter & Hartung, 2005; Hildebrandt et al., 2010¢].

Auch an den hochspezifischen Nachweis von A. phagocytophilum in niichternen
Zecken wurde keine Typisierung angeschlossen. Da mit der verwendeten PCR auch

apathogene Stamme detektiert werden, kann folglich auch hier keine Aussage {iber
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die Pathogenitéit der gefundenen Anaplasmen getroffen werden.

Die verwendeten Positiv- bzw. Negativkontrollen erbrachten stets regelrechte Er-
gebnisse. AuBlerdem stimmten die Ergebnisse der Duplex-PCR aller zehn Prozent der
mittels Mono-PCR iiberpriiften Ergebnisse mit denen der Duplex-PCR iiberein, so-
dass diese als gleichwertig zum Nachweis von A. phagocytophilum bzw. B. burgorfer:

s.l. angesehen werden konnen.

Borrelien-DNA konnte in 20% aller untersuchter Zecken nachgewiesen werden. Folg-
lich besteht, im Saarland und in Rheinland-Pfalz zusammen genommen, beim Stich
etwa jeder fiinften Zecke die Moglichkeit der Ubertragung von Borrelien. Eine de-
finitive Aussage iiber das Risiko, eine Borreliose zu erwerben, kann hieraus nicht
abgeleitet werden, da nicht jeder Stich einer infizierten Zecke zwangslaufig zu einer
Ubertragung des Erregers fiihrt. So wurde eine Transmissionsrate von 26,7% in Folge
des Stichs einer Borrelien-positiven Zecke in Deutschland bei einer 730 Probanden
umfassenden Studie mit insgesamt ca. 11% infizierten Zecken bestimmt [Maiwald
et al., 1998]. Ob es zu einer Infektion kommt, ist auerdem von der Pathogenlast der
Zecke, der Dauer des Saugaktes und nicht zuletzt von der Suszeptibilitit des Wirtes
fiir ein Pathogen abhéngig [Hubdlek, Z. , 2009]. In der zuvor genannten Studie von
Maiwald et al. stellte sich eine, zum damaligen Zeitpunkt aktuelle, Falldefinition der
Centers for Disease Control (CDC)E] entsprechende Borreliose, in neun Féllen ein
[Maiwald et al., 199§ .

Angesichts der ermittelten Borrelienpréivalenz sollten also, da aktuell fiir Eu-
ropa kein Impfstoff gegen Borreliose fiir den Menschen zugelassen ist, alternative
priaventive Malinahmen, vorrangig zur Verhiitung eines Zeckenstichs, ergriffen wer-
den. So konnen zum Beispiel Zecken abwehrende Repellentien verwendet werden.

Fiir Europa berechneten Rauter und Hartung in einer Metaanalyse eine niedrige-
re mittlere Borrelienpravalenz von 13,6% auf Grundlage von zwischen 0 und 49,1%
variierenden Infektionsraten in [. ricinus [Rauter & Hartung, 2005]. Deutschland,
speziell Siiddeutschland, war dabei neben Osterreich, der Schweiz, Tschechien, der
Slowakei und Slowenien eines der Lander mit den hochsten Infektionsraten, definiert
als Regionen mit iiber 11% infizierten Nymphen bzw. iiber 20% infizierten adulten
Zecken. Der Mittelwert der Infektionsraten von Nymphen und Adulten im Siiden und

Siidwesten Deutschlands lag bei 17,5% respektive 25%. Dies entspricht in etwa der

6Gesundheitsbehorde der Vereinigten Staaten von Amerika
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Zahl Borrelien-positiver Nymphen in dieser Studie von 17%. Adulte waren dagegen
mit 30,5% iiberdurchschnittlich hidufig infiziert. Wie fiir das FSMEV beschrieben,
bleibt auch die Infektion mit Borrelien und Anaplasmen transstadial erhalten, so-
dass die Infektionsrate mit zunehmendem Stadium zumeist steigt [Rauter & Hartung,
2005; [Franke et al., 2008; |Silaghi et al., 2008 Schicht et al., 2011]. Eine signifikante
Abhéngigkeit der Infektionsrate von I. ricinus mit Borrelien vom Entwicklungssta-
dium der Zecken konnte auch im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden. In
beiden Bundesldndern waren signifikant mehr Adulte als Nymphen infiziert.

Das Geschlecht war hingegen unabhéingig von der Infektionsrate. Etwa jeweils 30%
der Zecken beider Geschlechter waren mit Borrelien infiziert. Vergleichsweise weniger
Zecken waren der Metaanalyse von Rauter und Hartung (2005) zufolge in Europa im
Mittel Trager von Borrelien, namlich 18% der weiblichen bzw. 16,2% der méannlichen
Zecken. Dabei lag ebenfalls kein Zusammenhang von Geschlecht und Infektionsrate
vor [Rauter & Hartung, 2005]. Die Datenlage diesbeziiglich in Deutschland erscheint
kontrovers. Méannliche Zecken nehmen mehrmals kleinere Blutmahlzeiten zu sich,
sodass einige Autoren vermuteten, dass hierdurch nicht ausreichend viele Borrelien
zur Etablierung einer Infektion aufgenommen wiirden und hierin niedrigere Infekti-
onsraten bei ménnlichen Zecken begriindet sahen [Maetzel et al., 2005]. Dies steht
im Gegensatz zu einer Studie von Kampen et al. welche, bei der Untersuchung von
205 Adulten, signifikant mehr infizierte ménnliche Zecken erbrachte [Kampen et al.,
2004]. Bingsohn et al. wiederum fanden an einem Fangort signifikant mehr infizier-
te Weibchen, wahrend sich an der Mehrzahl der Fangorte keine Abhéingigkeit der
Infektionsrate vom Geschlecht zeigte [Bingsohn et al., 2013]. Weitere Klidrung iiber
den Einfluss des Geschlechtes der Zecken auf die Infektionsrate miissen zukiinftige
Metaanalysen erbringen.

Aufgrund der Abhéngigkeit der Infektionsrate vom Entwicklungsstadium der Ze-
cken, wurden Adulte und Nymphen beim Vergleich der Borrelienprévalenz der beiden
Bundesldnder getrennt voneinander betrachtet. So war der Anteil Borrelien-positiver
Nymphen mit etwa 20,1% in Rheinland-Pfalz signifikant grofer als im Saarland,
wo er 13,7% betrug. Hingegen war kein signifikanter Unterschied der Infektionsra-
ten im Bezug auf adulte Zecken nachweisbar. Dieselben Ergebnisse resultierten bei
Betrachtung der Nymphen bzw. Adulten der Sammelschwerpunkte allein, also des
Landkreises Birkenfeld gegeniiber dem Saarpfalz-Kreis.

Als Ursache der zwischen den Bundeslandern differierenden Pravalenz konnte z.B.
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unter anderem das, in dieser Studie nicht beriicksichtigte, unterschiedliche raumliche
Vorkommen kompetenter Wirtstiere in Erwégung gezogen werden. Die Infektions-
rate wird allerdings im komplexen System zeckeniibertragener Erkrankungen von
multiplen Faktoren beeinflusst, sodass sich iiber den Ursprung der sich fiir Nymphen
signifikant unterscheidenden Prévalenz, nur spekulieren lésst.

Nymphen gelten allgemein als Hauptiibertrager der Borreliose. Diese These
stiitzend konnte in mehreren Studien eine positive Korrelation der Nymphenabun-
danz mit der Inzidenz von Borreliosen beim Menschen beobachtet werden [Hubalek,
Z. , 2009]. Die Borrelioseinzidenz in Rheinland-Pfalz iiberschritt seit Einfiihrung der
Meldepflicht auf Basis der Landesverordnungen die des Saarlandes |[Robert Koch-
[nstitut, SurvStat@QRKI|. Auf Landkreisebene lag die Inzidenz des LK Birkenfeld
iiber der des Saarpfalz-Kreises. Die hohere Fallzahl pro Einwohner in Rheinland-
Pfalz bzw. im Landkreis Birkenfeld mag also sicher zum Teil auf die hohere Borreli-
enpravalenz in Nymphen zuriickgehen. Es bestimmen aber auch weitere Faktoren, wie

die Zeckenabundanz oder die Haufigkeit menschlicher Exposition gegeniiber Zecken,
die Hohe der Fallzahlen.

Auf den in dieser Arbeit erstellten Datensatz zur Prévalenz von B. burgdorferi s.l.
in 1. ricinus in Rheinland-Pfalz und im Saarland aufbauend, kann die Entwicklung
der Borrelienpravalenz iiber einen ldngeren Zeitraum, parallel mit der Entwicklung
der Fallzahlen, weiter verfolgt werden, um eine Verdnderung des Risikos humaner
Erkrankungen iiber die Zeit hinweg abschitzen zu kénnen.

Um in Zukunft derartige Uberwachungsmafnahmen kosteneffektiver zu gestalten,
ware beispielsweise die Sammlung von Nymphen allein denkbar. In Anbetracht der
Forschungsergebnisse von Schulz et al. zur saisonalen Aktivitdt von [I. ricinus in
Stiddeutschland, welche einen Aktivitatsgipfel von Nymphen zwischen April bis Juni
erbrachten, sollte zusétzlich eine auf diesen Zeitraum begrenzte Sammlung erwogen
werden [Schulz et al., 2014]. Von Schulz et al. wurden dabei auch Gebiete nahe
unserer Beprobungsstellen erfasst.

Nicht zuletzt vor dem Hintergrund der sich in Entwicklung befindlichen Impfstoffe
wére sicherlich auch die ergdnzende Typisierung der Borrelien aufschlussreich, um

die lokal zirkulierenden, pradominanten Spezies, bestimmen zu konnen.

Die Gesamtprivalenz von A. phagocytophilum in I. ricinus betrug 1,8%, also nur

etwa ein Zehntel der Borrelienpravalenz. Adulte Zecken waren, wie dies auch von
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anderen Studien berichtet wurde, signifikant haufiger befallen als Nymphen [Stuen
et al., 2013]. Urséchlich hierfir ist, neben der haufigeren Exposition von Adulten,
vermutlich auch die fehlende transovarielle Ubertragung von A. phagocytophilum.
Entsprechend konnten in Larven keine Anaplasmen nachgewiesen werden, wahrend
0,7% der Nymphen, sowie 5,8% der Adulten infiziert waren.

Allgemein zeigt die Préavalenz von A. phagocytophilum eine grofle rdumliche Va-
riabilitdt. So wurden in I. ricinus in Europa Prévalenzen zwischen < 1% und 20%
ermittelt, in I. scapularis und I. pacificus in den USA lagen sie zwischen < 1% und
50% bzw. 10% [Stuen et al., 2013]. Die Ursachen dieser Variabilitit sind vielschich-
tig. Besonders die Verfiigharkeit von Reservoirwirten, welche wiederum vom Habitat
abhéngig ist, ist dabei von Belang.

Verglichen mit den Ergebnissen weiterer Studien aus Deutschland ist eine Ana-
plasmenprévalenz von 1,8% als gering einzustufen (siehe Tabelle[d). Die wohl hichste
bisher in Deutschland ermittelte Gesamtpravalenz von 17,4% (20/115) stammt aus
einer 2008 durchgefiithrten Zeckensammlung im Saarland, genauer im LK Saarlouis
und im Regionalverband Saarbriicken [Beelitz et al., 2012; |Silaghi et al., 2012].
Auf eine hohe lokale Anaplasmenpravalenz in Zecken im Saarland wurde auch ei-
ne im Bundesdurchschnitt auergewohnlich hohe Seropriavalenz von 14,9%, welche
eine 2001 durchgefiihrte Untersuchung von 361 jungen Ménnern zum Zeitpunkt ih-
res Wehrdienstantritts erbrachte, zuriickgefithrt [Woessner et al., 2001a]. Im Gegen-
satz dazu waren in dieser Arbeit im Saarland nur 1,9% der Zecken mit Anaplas-
men infiziert. Diese lokale Variabilitéit scheint die von anderen Autoren beschriebene
fokale Ausbreitung von A. phagocytophilum zu bestétigen [Fingerle et al., 1999].
Moglicherweise sind die differierenden Prévalenzen aber auch auf eine von einigen
Autoren beobachtete starke zwischenjihrliche Variabilitét zuriickzufiihren |Grzesz-
czuk & Stanczak, 2006; Schorn et al., 2011]. Allerdings konnte diese Annahme bei
Betrachtung der an diese Arbeit angeschlossenen Folgestudie, welche die Daten der
insgesamt zweijahrigen Sammlung im Saarland umfasst, fiir die beprobten Gebiete
nicht bestétigt werden [Mehlhorn et al., 2015].

Fiir eine fokale Verteilung von A. phagocytophilum im Saarland und in Rheinland-
Pfalz spricht auflerdem die Tatsache, dass an fiinf von dreizehn Fangorten keine ein-
zige A. phagocytophilum-positive Zecke gefunden wurde. Dies kann jedoch, &hnlich
dem Vorkommen von FSME-Viren, auch der allgemein geringen Privalenz der Ana-

plasmen geschuldet sein.
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In Rheinland-Pfalz, wo bislang noch keine vergleichbaren Untersuchungen in Ze-
cken durchgefiihrt worden waren, unterschied sich die Pravalenz von Anaplasmen,
im Gegensatz zu der von Borrelien, sowohl fiir Adulte als auch fiir Nymphen nicht

signifikant von der des Saarlandes (p-Wert = 0,74).

Eine fokale Verteilung von A. phagocytophilum vorrausgesetzt, ldsst sich von den
Ergebnissen dieser Studie nicht auf die Pravalenz dieses Erregers im gesamten Saar-
land und Rheinland-Pfalz schlielen. Es wiren dazu vielmehr flaichendeckende Un-
tersuchungen mit hoheren Stichprobenzahlen pro Ort angesichts der eher geringen

Anaplasmenpréavalenz notwendig.

Obschon der Nachweis von A. phagocytophilum in Zecken sowie auch die Sero-
pravalenzrate von 1,0 — 4,4% in der Normalbevolkerung auf die Gefahr einer Ana-
plasmose in Deutschland hinweist, ist bisher kein autochthoner Fall einer solchen

bekannt geworden [von Wissmann et al., 2015].

Selbst einer hohen Pravalenz in Zecken von bis zu 9,4% in Bayern zum Trotz
konnte dort bisher keine klinisch manifeste Anaplasmose nachgewiesen werden [Si-
laghi et al., 2012]. In einer aktuellen Studie in Bayern wurde zwar in einem Fall
serologisch eine akute Infektion dokumentiert, Symptome zeigte betreffender Pati-
ent allerdings nicht. Die gesamte Seroprévalenzrate, welche durchgemachte Infek-
tionen mit A. phagocytophilum umfasst, lag bei 7,5%. Die Autoren fiihrten diese
Ergebnisse auf eine geringe Humanpathogenitit der in Bayern vorherrschenden Ana-
plasmenstimme zuriick [von Wissmann et al., 2015]. Ahnliches konnte auch auf die
bereits zuvor genannte Studie von Woessner et al. zutreffen [Woessner et al., 2001a].
Dabei serokonvertierten 6,4% der Méanner, ohne Symptome einer Anaplasmose zu
entwickeln, wihrend des zehnmonatigen Wehrdienstes im LK Saarlouis. Allerdings
handelte es sich dabei durchgehend um gesunde, wehrtaugliche Manner zwischen 18
und 29 Jahren [Woessner et al., 2001a].

Es verbleibt die Frage nach der Pathogenitét der in dieser Studie detektierten Er-
reger und damit ihres Gefihrdungspotentials. Von der Zahl infizierter Zecken allein
lasst sich nicht auf das Infektionsrisiko schlieBen. Um unter anderem diese Fragen
zu beantworten, wurden in den letzten Jahren mehrere molekulare Typisierungsme-
thoden entwickelt, die zumindest eine Einordnung der Genvarianten von A. pha-
gocytophilum in Cluster ermoglichen, welche die Adaptation der Varianten an Re-

servoirwirte wiederspiegeln. So konnte auch eine humanpathogene Genvariante von
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A. phagocytophilum im Saarland basierend auf einer Analyse der 165 RNA in obiger
Studie von Silaghi et al. nachgewiesen werden [Silaghi et al., 2012]. Aufgrund der
groflen Diversitat von A. phagocytophilum bleibt dies weiterhin ein Gebiet der For-
schung |Dugat et al., 2015|. Die ergénzende Typisierung der von uns nachgewiesenen
Anaplasmenstdmme konnte zur Beantwortung der Frage nach ihrer Pathogenitét
beitragen und auflerdem die Moglichkeit erdffnen, zukiinftig ihren Ursprung zu be-
leuchten.

Letztlich ist auch in Betracht zu ziehen, dass Anaplasmosen in Deutschland auf-
grund der geringen oOffentlichen Aufmerksamkeit nicht erkannt werden. Es sollte also
nach jedem Zeckenstich im Saarland und in Rheinland-Pfalz auch an die Moglichkeit

einer Anaplasmose gedacht werden.

E.2.3 Koinfektionen

Eine Metaanalyse von Nieto und Foley erbrachte regional zwischen 0,1% und 28%
variierende Koinfektionsraten von B. burgdorferi s. I. und A. phagocytophilum in
I ricinus in Europa [Nieto & Foley, 2009]. Dabei zeigten sich lokal stark unterschied-
liche Koinfektionsraten, fiir die Nieto et al. jedoch keine Erklarung finden konnten.
In Analogie hierzu wurden in dieser Studie an vier Orten im Saarland, nicht aber
in Rheinland-Pfalz, mit beiden bakteriellen Erregern infizierte Zecken nachgewiesen.
Gegeniiber der Gesamtkoinfektionsrate von 0,3% (5/1799) ergab sich fiir das Saar-
land allein eine Koinfektionsrate von 0,5% (5/930). Diese verhéltnisméBig geringe
Zahl liegt wahrscheinlich in der niedrigen Préavalenz von A. phagocytophilum in I. ri-
cinus im Vergleich zu B. burgdorferi s.l. begriindet. Um eine bessere statistische
Aussagekraft bei einer derart geringen Anaplasmenprivalenz zu erzielen, wére eine
grofere Stichprobenzahl pro Sammelort geeignet.

Entsprechend der Hypothese, dass die Infektion mit einem Pathogen die Infektion
mit dem anderen begiinstigt, miisste mit steigender Préavalenz der einzelnen Erreger
auch die Zahl koinfizierter Zecken zunehmen. Da die Infektionsraten von Anaplasmen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Bundesldndern zeigten, wihrend eine
Infektion mit Borrelien in Rheinland-Pfalz signifikant hédufiger war, wéren hohere
Koinfektionsraten in Rheinland-Pfalz zu erwarten gewesen. Umso erstaunlicher ist es,
dass in Rheinland-Pfalz nicht eine mit Borrelien und Anaplasmen zugleich infizierte
Zecke gefunden wurde.

Eine Studie an I. scapularis konnte die Unabhingigkeit der Transmissionsra-
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ten von Borrelien und Anaplasmen voneinander durch den Nachweis belegen, dass
Méuse, ungeachtet einer vorbestehenden Infektion mit A. phagocytophilum oder
B. burgdorferi, sich mit dem jeweils anderen Erreger infizierten. Zudem bestand
auch kein Unterschied der Transmissionsraten beider Erreger auf M&use durch eine
koinfizierte im Vergleich zu einer einfach infizierten Zecke [Levin & Fish, 2000]. Ob
dies auch auf die Infektion von I. ricinus zutrifft oder ob die Infektion mit einem
Erreger die Infektion mit weiteren Erregern erleichtert oder erschwert, ist noch nicht
ausreichend erforscht.

Unter der Annahme, dass Adulte, die bereits zwei Blutmahlzeiten eingenommen
haben, haufiger von Koinfektionen betroffen sind als die vorangehenden Stadien,
waren in dieser Studie ausschlieSliche Adulte Tréger beider bakterieller Erreger. Auch

in vorangegangenen européischen Studien waren vorrangig Adulte koinfiziert [Nieto
& Foley, 2009).

Interessanterweise waren beide FSMEV-positiven Zecken gleichzeitig auch Tréager
von Borrelien, was durch die vorliegende hohe Borrelienpriavalenz von 17 bzw. 22,7%
bedingt sein kann.

Studien haben gezeigt, dass Koinfektionen mit Borrelien und FSME-Viren, welche
auch aus Deutschland berichtet wurden, in Folge eines einzigen Zeckenstichs beim
Menschen méglich sind [Broker, 2012]. Anféinglich kénnen beide Erreger zu unspezifi-
schen Beschwerden mit damit einhergehenden diagnostischen Schwierigkeiten fiihren.
Dem kommt eine nicht zu vernachlissigende Bedeutung zu, da beide Erkrankungen
nachfolgend einen letalen Verlauf nehmen kénnen. Ihr Nachweis sollte daher, obgleich
die Rate an Koinfektionen in Zecken gering war, Anlass sein, multiple Infektionen

nach einem Zeckenstich mit atypischer Symptomatik in Betracht zu ziehen.
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G Abkiirzungsverzeichnis

A. Anaplasma

B. Borellia

BAB. Bundesautobahn

B. burgdorferi s.l. | Borrelia burgdorferi sensu lato

bp Basenpaare

cDNA komplementire Desoxyribonukleinsédure
Co crossing point

C; cycle threshold

D. Dermacentor

DNS / DNA Desoxyribonukleinséure

E. Ehrlichia

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfert
FSMEV Frithsommer-Meningoenzephalitis-Virus
FSME-EU zentraleuropéischer Subtyp des Frithsommer-Meningoenzephalitis-Virus
HGA Humane Granulozytéire Anaplasmose

L Izodes

kb Kilobasen

KI Konfidenzintervall

LK Landkreis

msp major surface protein

NCR nicht kodierende Region (non-coding region)
PCR Polymerase-Kettenreaktion

R. Rickettsia

RKI Robert Koch- Institut

RT Reverse Transkriptase

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
RNA Ribonukleinsédure

rRNA ribosomale Ribonukleinséure

Spp. species pluralis

vs. Versus

ZNS zentrales Nervensystem
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H ANHANG

H

Anhang

H.1 Sammelorte

H.1.1 Rheinland-Pfalz

Sammelort Ausgangspunkt der
Sammlung (GPS-Daten)

1 A 62: Rastplatz Potzberg 49°29'31.74"N | 07°24'11.51"E

IN | Idar-Oberstein : Schleiferweg 49°43'49.07"N | 07°17'05.61"E

2 | Idar-Oberstein : Weiher-Schleife 49°43'51.39"N | 07°17'09.20"E

2N | Idar-Oberstein : Am Unterstberg 49°44'23.42"N | 07°16'53.70"E

3 | Idar-Oberstein, Stadtteil Kirchenbollen- | 49°41'19.18”N | 07°24'48.34"E
bach : Sportplatz

4 | Idar-Oberstein, Stadtteil Mittelbollen- | 49°41'38.69”"N | 07°24'14.55"E
bach : Spielplatz

5 | Idar-Oberstein, Stadtteil Mittelbollen- | 49°41’31.00”"N | 07°24'02.24"E
bach : Waldweg

6 | Idar-Oberstein, Stadtteil Nahbollenbach : | 49°42/11.74"N | 07°23'20.51"E

Wassertretplatz

Tabelle 17: GPS-Daten der Ausgangspunkte der Sammlung in Rheinland-Pfalz

Googleearth

Abbildung 9: Rheinland-Pfalz, Landkreise Birkenfeld (LK BIR) und Kusel (LK
KUS): Verteilung der Sammelorte 1 bis 6, Quelle: Google Earth (23.02.2014)
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H.1 Sammelorte H ANHANG

Abbildung 10: Sammelort 1, Rastplatz Potzberg (Landkreis Kusel, Rheinland-Pfalz)
Quelle: Google Earth (23.02.2014)

3 “‘Fischbach®
Vollmersbach; . ‘ ’
i & ‘Hintertiefenbach

blg_erb_r:‘_(jﬁﬁ bach

€

Google earth

& | 2000 | s Bildaufnahmedatum: 1/1/2010  49°42'42.17" N 7° O Hohe 457m  sichthohe 10.72 km

Abbildung 11: Sammelorte 1N-6 im Stadtgebiet von Idar-Oberstein (Rheinland-
Pfalz, Landkreis Birkenfeld) Quelle: Google Earth (23.02.2014)
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H ANHANG

H.1 Sammelorte

H.1.2 Saarland

see

Sammelort Ausgangspunkt der
Sammlung (GPS-Daten)

7 | Al: Rastplatz Schellenbach 49°26'14.93"N | 06°58'30.62"E

8 | Strae Elversberg - St. Ingbert: drei Wald- | 49°17/39.23"N | 07°06'44.64"E
wege

9 | St. Ingbert, Ortsteil Rohrbach: Glashiitter | 49°17'47.09”N | 07°10'22.66"E
Weiher

10 | St. Ingbert, Ortsteil Rohrbach: Feld am | 49°17'10.19”N | 07°08'50.92"E
Ortseingang von Rohrbach

11 | St. Ingbert: Gehnbachstrafie 49°16'49.49"N | 07°05'48.99"E

12 | St. Ingbert, Ortsteil Rohrbach: Wein- | 49°17'01.94"N | 07°10'13.67"E
gangsweg

13 | Nohfelden, Ortsteil Gonnesweiler: Bostal- | 49°33/46.10"N | 07°04'33.40"E

Saarland

@ 9%

Saar-PfalzKreis' &

Tabelle 18: GPS-Daten der Ausgangspunkte der Sammlung im Saarland

Abbildung 12: Saarland, Landkreise Saarlouis (SLS), St. Wendel (WND) und
Saarpfalz-Kreis: Verteilung der Sammelorte 7-13, Quelle: Google Earth (23.03.2014)
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H.1 Sammelorte H ANHANG

N

Google eaith

Abbildung 13: Sammelort 7, Rastplatz Schellenbach (Landkreis Saarlouis, Saarland)
Quelle: Google Earth (23.02.2014)

Abbildung 14: Sammelorte 8-12 im Stadtgebiet St. Ingbert (Saarpfalz-Kreis, Saar-
land) Quelle: Google Earth (23.02.2014)
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H ANHANG H.1 Sammelorte

¥ —v'p'l '-"*'_..- ,
< TNohfelden

"

Google eqj'j:h_'

Doy o2 2000 2010 Q ENA 72 9" O Hohel 374.m. sichthohe 7.16km

Abbildung 15: Sammelort 13 in Gonnesweiler (Verbandsgemeinde Nohfelden, Land-
kreis St. Wendel, Saarland), Quelle: Google Earth (23.02.2014)
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