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Zusammenfassung

Vektoriibertragene Erreger zirkulieren in der Natur innerhalb vielfiltiger Transmissionszyklen
zwischen blutsaugenden Arthropoden und Wirbeltieren und konnen letztendlich auch den
Menschen erreichen. Grundlegende Untersuchungen zur Erreger-Vektor-Wirts-Beziehung
sind daher notwendig, um die komplexen epidemiologischen Zusammenhénge zu verstehen.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Stellung von Igeln, insbesondere der Art Erinaceus
europaeus, im Kreislauf von zeckenassoziierten Erregern in West- und Mitteleuropa
untersucht. Der Schwerpunkt der Studie lag dabei auf Borrelien des Borrelia burgdorferi s.1.
Komplexes, aber auch zur Epidemiologie von Anaplasmen, Rickettsien und des FSME-Virus
konnten neue Daten gewonnen werden. Fiir die molekularbiologische Untersuchung auf die
genannten Erreger wurden Organproben von Sektionsigeln und von Igeln abgesammelte
Zecken (Ixodes hexagonus und Ixodes ricinus) verwendet. Des Weiteren wurden Blutproben
von lebenden Igeln mithilfe eines modifizierten ELISAs und Immunblots auf spezifische
Antikorper gegen Borrelien getestet. Erginzt wurde die B. burgdorferi s.l. Untersuchung
durch Xenodiagnose an experimentell und natiirlich infizierten Igeln.

Die hier vorgestellten Ergebnisse demonstrieren deutlich, dass Igel eine nicht zu
unterschitzende Rolle im Kreislauf von zeckeniibertragenen Erregern mit humanpathogenem
Potential einnehmen. Anhand der gewonnenen Daten zeigt sich das Reservoirpotential des
Igels fiir Borrelien (Borrelia afzelii, Borrelia bavariensis und Borrelia spielmanii), was auch
durch Xenodiagnose bestitigt werden konnte. Insbesondere juvenile Igel und Igelindividuen
mit einem schlechten Allgemeinbefinden scheinen empfinglich fiir eine Infektion zu sein.
Demgegeniiber stehen der hohe IgG-Titer gegen spezifische Borrelia-Antigene und die
niedrige Transmissionsrate von Borrelien auf Zecken bei adulten Tieren, was auf eine
Verringerung der Reservoirkompetenz durch eine erworbene Immunitét hindeutet.

Auch im Kreislauf von Anaplasma phagocytophilum nehmen Igel eine wichtige Position ein.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Igel fiir eine ,igelspezifische*
A. phagocytophilum-V ariante, aber auch fiir weitere Genotypen empfinglich sind.

An der Verbreitung von Rickettsien sind Igel ebenfalls deutlich beteiligt. Rickettsien wurden
sowohl in einer Hautprobe als auch in allen 3 Entwicklungsstadien von in I ricinus und
I. hexagonus nachgewiesen. Die Sequenzierung bestitigte die Infektion beider Zeckenarten

mit Rickettsia helvetica. Die 3 genannten Erreger wurden nicht nur in 7. ricinus, sondern auch
i
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in I. hexagonus gefunden, was auch fiir die Involvierung von wirtsspezifischen Zecken in der
Epidemiologie dieser Erreger spricht.

Der molekularbiologische Nachweis von FSME-Viren im Nierengewebe eines Tieres beweist,
dass Igel auch fiir virale Erreger anfillig sind.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde nur ein kleines Repertoire an zeckenassoziierten
Erregern untersucht. Es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass Igel durch einen
hiufigen und starken Ektoparasitenbefall auch an der Verbreitung weiterer vektoriibertragener
Erreger (z.B. Babesia spp., Bartonella spp. und Francisella spp.) beteiligt sind. Die
gewonnenen Daten sollten daher als Grundlage und Ausgangsbasis fiir weitere
Untersuchungen dienen, um einerseits Schutzstrategien fiir den Igel zu entwickeln, aber auch

andererseits auf die zoonotische Bedeutung aufmerksam zu machen.
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Summary

Summary

Title: The role of the European hedgehog (Erinaceus europaeus) in the epidemiology of

tick-borne diseases (Borrelia spp., Anaplasma spp., Rickettsia spp. and TBE-virus).

Vector-borne pathogens circulate in nature between blood-sucking arthropods and vertebrate
hosts via a variety of transmission cycles through which they can also reach humans. Basic
investigations on the pathogen-vector-host relationship are therefore necessary in order to
understand such a complex epidemiological situation.

The work presented focuses on the role of hedgehogs, notably Erinaceus europaeus, in the
circulation of tick-borne pathogens in Western and Central Europe. New data are presented
particularly with regard to various genospecies of the Borrelia burgdorferi s.l. complex, but
also involving the epidemiology of Anaplasma species, Rickettsia species and tick-borne
encephalitis (TBE) virus. For the molecular investigation of these pathogens, organs of
dissected animals, as well as ticks (Ixodes hexagonus and Ixodes ricinus) removed from
hedgehogs, were used. In addition blood samples from living animals were tested by a
modified ELISA and an immunoblot for specific antibodies against Borrelia genospecies. The
B. burgdorferi s.l. investigation was supplemented by xenodiagnosis on experimentally and
naturally infected hedgehogs.

The results obtained demonstrate that hedgehogs play a significant role in the circulation of
tick-borne pathogens with pathogenic potential for humans. The data acquired prove the
reservoir potential of hedgehogs for certain Borrelia genospecies (Borrelia afzelii, Borrelia
bavariensis and Borrelia spielmanii). In particular juvenile hedgehogs or individuals with a
reduced health status seem to be susceptible to infection. In contrast to this, high IgG-titers
against specific Borrelia antigens and the low transmission rate from adult animals to ticks
indicate a reduction in the reservoir competence of hedgehogs presumably caused by adaptive
immunity.

Hedgehogs are also involved in the circulation of Anaplasma phagocytophilum. My results
show that they are susceptible to a specific “hedgehog variant”, but also to other genotypes.

In a similar way, hedgehogs play a role in the epidemiology of Rickettsia species. Rickettsial

DNA could be detected in a skin sample of one animal, as well as in all life history stages of
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L. hexagonus and 1. ricinus ticks. Sequencing confirmed the presence of Rickettsia helvetica in
both tick species. Finding the pathogens not only in I ricinus, but also in I. hexagonus,
indicates the involvement of both species in the circulation of these pathogens.

The molecular detection of TBE-virus in the kidney of one animal confirms the susceptibility
of hedgehogs to viral infections.

In this study a limited repertoire of tick-borne pathogens was examined. However, it has to be
assumed that hedgehogs with a high burden of different ectoparasites are also involved in the
spreading of other vector-borne pathogens (e.g. Babesia, Bartonella and Francisella). Hence,
the data obtained should serve as a baseline for further investigations, and should help in the
development of conservation strategies for hedgehogs, as well as calling attention to the

zoonotic potential.
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Blutsaugende Arthropoden wie Stechmiicken, Zecken, Flohe, Liuse und Milben iibertragen
weltweit gefihrliche Krankheitserreger (Gubler 1998, 2009). Da die Ubertragung iiber den
Stich eines Gliederfiilers erfolgt, spricht man von vektoriibertragenen Krankheiten. Innerhalb
der Zoonosen, Erkrankungen, die vom Tier auf den Menschen iibergehen konnen, zdhlen die
von Vektoren {iibertragenen Erkrankungen mittlerweile zu den hiufigsten ,.emerging
infectious diseases (EIDs)*“. Der Begriff EIDs bezeichnet Infektionskrankheiten, die in in den
letzten Jahrzehnten im Vorkommen gestiegen oder erstmalig aufgetaucht sind (Haas et

al. 2004, Morens et al. 2004, Jones et al. 2008, Gubler 2009).

Die durch Zecken iibertragenen Krankheitserreger gewinnen als sogenannte ,.emerging
tick-borne infections* aufgrund des gesteigerten Offentlichen Interesses an Zecken als
Vektoren und aus okonomischen Griinden sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Veterindrmedizin immer mehr an Bedeutung (Childs et al. 1998, Morens et al. 2004, Gubler
2009). Bei vektoriibertragenen Krankheiten ist eine Beriicksichtigung und Erforschung der
okologischen Zusammenhinge zwischen Erregern, Vektoren und Wirten essentiell, um die
komplexe Epidemiologie zu verstehen (Gern & Humair 2002). Die geografische Verbreitung
von Zecken und der damit verbundenen Krankheitserreger hingt von Umweltfaktoren wie
klimatischen Bedingungen, Biotoptypen sowie der Abundanz der Zecken und ihrer Wirtstiere
ab (Jaenson et al. 2009, Reisen 2010). Jedoch beeinflussen auch Eingriffe des Menschen in
die Umwelt zusammen mit dem Klimawandel die Verbreitung von Zecken und
zeckenassoziierten Erregern (Gilbert 2010).

Der Gemeine Holzbock, Ixodes ricinus, tibertrigt eine Reihe von Pathogenen, die in der
Human- und Veterindrmedizin von grofer Bedeutung sind. Dazu gehoren verschiedene Viren
(z.B. das FSME-Virus), Bakterien (z.B. Borrelien, Anaplasmen, Rickettsien) und Protozoen
(z.B. Babesien). Insbesondere fiir Menschen (z.B. Forstarbeiter) und Tiere, die héufig in
Kontakt mit Zecken kommen, besteht ein erhohtes Infektions- und Erkrankungsrisiko (Zhioua
et al. 1997, Ochme et al. 2002).

Um endemische Kreisldufe von Pathogenen aufrecht zu erhalten, miissen in einem Habitat
geeignete Reservoirwirte vorhanden sein, die in der Lage sind, den Erreger aufzunehmen und
an saugende Zeckenindividuen weiterzugeben. Bei mehrwirtigen Zeckenarten wie 1. ricinus

tragen gleich mehrere Wirtstierarten zur Aufrechterhaltung von Erreger-Zyklen bei, abhédngig
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von ihrer Transmissionskompetenz und der Stirke des Befalls mit den einzelnen

Entwicklungsstadien der Zecken (Kurtenbach et al. 1995, 1998 a).

Die haufigste von Vektoren iibertragene Krankheit in Europa und Nordamerika ist die
Lyme-Borreliose, bei der man in Deutschland, basierend auf regional durchgefiihrten
epidemiologischen Studien, jédhrlich von 50.000-80.000 Neuerkrankungen ausgehen kann
(Hubdlek 2009). Die Lyme-Borreliose ist eine Multisystemerkrankung, die sich in vielféltigen
klinischen Erscheinungsformen bemerkbar machen kann. So komplex wie die Krankheit
selbst, ist auch der Lebenszyklus ihres Erregers Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.). Die
Kldarung der Wirt-Vektor-Interaktion(en) verkompliziert sich durch die Unterteilung von
B. burgdorferi s.l. in mehrere Genospezies, die in unterschiedliche epidemiologische
Kreisldufe eingebunden und jeweils mit verschiedenen Reservoirtieren assoziiert sind
(Hanincov4 et al. 2003, Kurtenbach et al. 2006, Gern 2008).

Nicht nur Borrelien, sondern auch andere Bakterien wie Anaplasma phagocytophilum
zirkulieren in Zecken-Wirtstier-Zyklen. Dieses Bakterium verursacht die granulozytire
Anaplasmose bei Mensch und Tier und wird ebenfalls zu den ,,emerging infectious diseases‘
gezidhlt. Obwohl die Krankheit im Vergleich zur Lyme-Borreliose wenig bekannt ist, wird
anhand von Privalenzstudien in Zecken und Wirtstieren vermutet, dass A. phagocytophilum
in Europa zu den héufigsten von Zecken iibertragenen Erregern zihlt (Stuen 2007).

Weitere Pathogene, die von Zecken und anderen blutsaugenden Vektoren iibertragen werden
konnen, sind Rickettsien. Dabei unterscheidet man mehrere Arten, die bei Mensch und Tier
unterschiedliche Formen des Fleckfiebers auslosen konnen (Bogdan 2009, Dobler & Wolfel
2009).

Der derzeitige Kenntnisstand iiber das Vorkommen der von Zecken iibertragenen Erreger in
Deutschland ist sehr liickenhaft und basiert hauptsachlich auf ermittelten Befallshdufigkeiten
von 1. ricinus und auf humanmedizinischen Seroprivalenzstudien (Oehme et al. 2002). Uber
die Involvierung anderer Zeckenarten und wild lebender Tiere in die Epidemiologie dieser

Erreger ist bisher wenig bekannt.

Der Igel (Erinaceus spp.) ist ein fester Bestandteil lindlicher und stidtischer Okosysteme in
Zentraleuropa (Zingg 1994, Riber 2006). In Siedlungsgebieten teilen sich die Tiere als
Kulturfolger ihren Lebensraum mit dem Menschen. Besonders Habitate, in denen das
Nahrungsangebot und Nistgelegenheiten kleinrdaumig ineinander iibergehen, stellen eine

ideale Lebensgrundlage fiir Igel dar. Thre priméren Lebensrdume bilden daher heute vor allem
2
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durchgriinte  Siedlungsrandbereiche, Girten und Parkanlagen, die eine bestimmte
Strukturierung in Form von Hecken, Gebiisch, Bodendecker, Laub- und Reisighaufen
aufweisen (Reeve 1994, Zingg 1994). In vorstiddtischen Gegenden ist die Populationsdichte
aufgrund des besseren Nahrungsangebotes hoher als in weniger durch den Menschen
geprigten Biotopen (Egli 2004).

Igel sind in den meisten europdischen Lindern ganzjédhrig geschiitzt. In Deutschland z&hlt der
Igel nach dem Bundesnaturschutzgesetz (§44 BNatSchG, Stand: 25.02.2011) zu den
besonders geschiitzten Arten, die weder gefangen noch verletzt oder getotet werden diirfen.
Trotz dieser strikten Einstufung hinsichtlich des Artenschutzes diirfen kranke oder verletzte
Tiere zur Pflege voriibergehend in menschliche Obhut genommen werden (§45 BNatSchG,
Stand: 25.02.2011). Mittlerweile gilt der Igel als héufigstes behandeltes Wildtier in
Tierarztpraxen (Beck 2007). Vor allem im Herbst werden kranke oder untergewichtige Igel,
die mit einer Vielzahl von Parasiten befallen sein konnen, von Igelstationen oder
Privatpersonen aufgenommen und intensiv betreut.

Der enge rdumliche Kontakt des Igels sowohl zum Menschen als auch zu dessen Haustieren
begiinstigt eine Ubertragung von Zoonosen. Das Infektionsrisiko besteht sowohl durch den
direkten Kontakt (z.B. mit dem Hautpilz Trichophyton mentagrophytes var. erinacei) als auch
durch die indirekte Ubertragung von Erregern durch blutsaugende Arthropoden (Zecken,
Flohe, etc.) (Riley & Chomel 2005).

Zahlreiche parasitologische Studien zeigen, dass es zu einem hdufigen Befall des Igels mit
verschiedensten Endo- und Ektoparasiten kommt (Boag & Fowler 1988, Majeed et al. 1989,
Lambert 2003 a, 2003 b, Beck & Pantchev 2005, Beck 2007, Pfiffle 2010). Allerdings liegt
das Hauptaugenmerk auf Wurminfektionen oder igelspezifischen Parasitosen. Umfangreiche
Studien iiber den Status des Igels als Reservoirwirt fiir Pathogene mit zoonotischer Relevanz
sind bisher selten. Serologische Studien an Igeln belegen jedoch, dass der Igel durchaus in
Kontakt mit Erregern kommt, die von gravierender zoonotischer Bedeutung sind. So konnten
Sixl et al. (1989) bei Igeln Antikorper gegen Coxiella burnetii, Toxoplasmen und Leptospiren
nachweisen.

In Igelstationen eingelieferte Igel sind oft mit mehreren Hundert Ektoparasiten, darunter vor
allem Flohe und Zecken, befallen. Sowohl alle 3 Entwicklungsstadien der Igelzecke
(Ixodes hexagonus) als auch die des gemeinen Holzbocks (I. ricinus) konnen auf Igeln
gefunden werden (Gray et al. 1994, Gern et al. 1997, Pfiffle et al. 2011). Durch eine
gemeinsame Blutmahlzeit auf Igeln ist es prinzipiell moglich, dass eine Ubertragung von

Erregern von I ricinus auf 1. hexagonus (oder umgekehrt) stattfindet. Bedingt durch ihren
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Lebensraum konnen Igel vektoriibertragene Pathogene auch unmittelbar in Siedlungsnéihe
einschleppen, wodurch sich das potentielle Ansteckungsrisiko fiir Mensch und domestizierte

Tiere erhoht.

1.1 Fragestellung und Zielsetzung

In epidemiologischen Untersuchungen steht der direkte Erregernachweis in Zecken (vor allem
in generalistischen Zecken, wie Ixodes ricinus) im Vordergrund. Bei Tieren wird die direkte
Detektion von Erregern hauptsédchlich bei Haus- oder Nutztieren zur Absicherung eines
Borrelioseverdachts durchgefiihrt. Uber wild lebende Siugetiere gibt es bisher nur sehr
wenige Daten zum Vorkommen von Pathogenen in deren Organen oder in den sie befallenden
Zecken.

Fiir welche zeckeniibertragenen Erreger der Igel empfinglich ist und als Reservoirwirt dient,
wurde bisher nur ansatzweise untersucht. Die vorliegende Arbeit hatte daher zum Ziel, den
Stellenwert von Igeln in der Epidemiologie der von Zecken iibertragenen Krankheiten zu
bestimmen. Der Schwerpunkt lag dabei auf Borrelien einschlieBlich der Zuordnung bis zur
jeweiligen Genospezies. Durch experimentelle und natiirliche Infektionen sollte die
Reservoirkompetenz bzw. das Reservoirpotential des Igels demonstriert und mittels
Xenodiagnose bestitigt werden. Des Weiteren sollte die Funktion des Igels als Wirt fiir
Anaplasmen, Rickettsien und FSME-Viren iiberpriift werden. Dabei lag der Fokus auf dem
Wildtier selbst, insbesondere der molekularbiologischen Untersuchung der Organe. Aber auch
von Igeln abgesammelte Zecken (Ixodes hexagonus und I. ricinus) sollten auf eine bakterielle
Infektion mit den genannten Erregern untersucht werden.

Zusiatzlich sollte evaluiert werden, ob sich auch serologisch Anhaltspunkte fiir die
Involvierung von Igeln in der Epidemiologie von Borrelien und FSME-Viren finden lassen.
Dabei sollte gekldart werden, ob fiir menschliche Serologie ausgelegte, kommerzielle

Testsysteme auch fiir Igelseren adaptiert und verwendet werden kénnen.

Solche grundlegenden Datenerhebungen sind wichtig, um 06kologische Zusammenhinge
zwischen zeckenassozierten Erregern und ihrer Beziehung zu Wirten und Vektoren zu
verstehen, und somit auch Informationen fiir das Risikomanagment zeckeniibertragener

Erreger zu gewinnen.
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2.1 Zur Biologie und Okologie von Igeln (Erinaceidae)

2.1.1 Systematik und Verbreitung

Lange Zeit wurden Igel mit anderen insektenfressenden Sdugern in die Ordnung Insectivora
(oder Lipotyphla) eingeordnet (Hutterer 1993). Neuere genetische Untersuchungen
befiirworten jedoch die systematische Eingliederung der Erinaceidae in die eigenstindige
Ordnung Erinaceomorpha, wie es bereits 1910 von Gregory vorgeschlagen wurde
(Hutterer 2005). Diese Ordnung besteht aus der Familie der Erinaceidae, die sich in die
Unterfamilien der Haarigel (Galaricinae) und der Stacheligel (Erinaceinae) aufgliedert.

Die Unterfamilie der Erinaceinae umfasst 5 Gattungen: Aftelerix, Erinaceus, Hemiechinus,
Mesechinus und Paraechinus (Reeve 1994). Die Arten der Gattung Atelerix sind
hauptsichlich iiber den afrikanischen Kontinent verbreitet, mit einigen Ausnahmen im
Mittelmeergebiet (Kanaren, Balearen und an der spanischen und franzosischen Ostkiiste), wo
sie eingeschleppt wurden (Reeve 1994). Die Verbreitung des Langohrigels Hemiechinus
erstreckt sich insbesondere iiber den asiatischen Raum. Wiistenigel (Paraechinus) kommen in
der Sahara iiber die arabische Region bis hin nach Indien vor (Corbet 1988). Steppenigel
(Mesechinus) findet man in Zentralasien mit nativen Verbreitungsgebieten in Russland, China
und der Mongolei. Die Verbreitung von Tieren der Gattung Erinaceus wird im folgenden

Kapitel ausfiihrlich beschrieben.

2.1.2 Kleinohrigel (Erinaceus spp.)

Die Gattung der Kleinohrigel (Erinaceus) besteht aus 4 Arten: Erinaceus amurensis,
E. concolor, E. europaeus und E. roumanicus. Das Vorkommen von E. roumanicus und
E. concolor ist auf den asiatischen Raum beschrinkt (Abbildung 1 B & Abbildung 2 B).

Das natiirliche Verbreitungsgebiet des Europdischen Braunbrustigels (E. europaeus, auch
westeuropdischer Igel oder Westigel genannt) umfasst im Wesentlichen ganz Westeuropa. Es
erstreckt sich von Irland und den Britischen Inseln, iiber den Mittelmeerraum bis hin zur
Ostlichen Begrenzungslinie zwischen Odermiindung und Istrien sowie von Siidskandinavien

bis zum Nordwesten Russlands (Holz & Niethammer 1990, Sommer 2007) (Abbildung 2 A).
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Von englischen Siedlern wurde E. europaeus in den 1870er Jahren auch nach Neuseeland
eingeschleppt (Reeve 1994). In Deutschland ist fast ausschlieBlich diese Art zu finden,
lediglich in Teilen Ostdeutschlands kann auch der in Osteuropa endemisch vorkommende
Weillbrustigel (E. roumanicus, auch nord-osteuropdischer Weil3brustigel oder Ostigel
genannt) vereinzelt nachgewiesen werden (Abbildung 1 A). Die Systematik dieser Igelart
steht bis heute zur Diskussion: bis vor Kurzem wurde E. roumanicus in der Literatur auch
hiufig als E. concolor bezeichnet und mit dem siid-osteuropdischen Weil3brustigel
(E. concolor) in einer Gruppe gefiihrt, was aufgrund phylogenetischer Analysen nicht gestiitzt
wurde (Hutterer 2005, Sommer 2007).

Sympatrisch kommen E. europaeus und E. roumanicus in Polen, Tschechien und Osterreich
bis an das Mittelmeer vor (Holz & Niethammer 1990, Hutterer 2005). Neuesten
Untersuchungen zufolge kann es in diesem Gebiet auch zur Hybridisierung von E. europaeus

und E. roumanicus kommen (Bogdanov et al. 2009).

o
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Abbildung 1: Natiirliches Verbreitungsgebiet von Erinaceus roumanicus (A) und E. concolor (B). Rot markierte
Bereiche kennzeichnen die Gebiete des endemischen Vorkommens (modifiziert nach ITUCN Red list:

http://www.iucnredlist.org).
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Japan
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Abbildung 2: Natiirliches Verbreitungsgebiet von Erinaceus europaeus (A) und E. amurensis (B). Rot markierte
Bereiche kennzeichnen die Gebiete des endemischen Vorkommens (modifiziert nach IUCN Red list:

http://www.iucnredlist.org).

2.1.3 Zur Biologie und Okologie des Europiiischen Igels

Charakteristisch und namensgebend fiir Stacheligel sind die Stacheln, die die Haare an der
Riickenseite ersetzen. Igel gehoren zu den dammerungs- und nachtaktiven Insektenfressern
und bevorzugen beziiglich ihres Lebensraumes Gebiete mit ausreichendem Nahrungsangebot
und guten Versteckmoglichkeiten (Schicht-Tinbergen 1989). Man findet sie daher oft in
landlichen Siedlungsgebieten mit viel Unterholz und Gestriipp sowie in Girten, aber auch in
urbanen Gegenden mit Anlagen und Parks (Schicht-Tinbergen 1989, Reeve 1994).

Bedingt durch sein Einrollvermdgen und sein Stachelkleid, hat der Igel nur wenige natiirliche
Feinde. Dazu gehoren groere Greifvogel, die die Stacheln ohne Miihe mit ihren Féngen
durchdringen konnen (Schicht-Tinbergen 1989). Der Europidische Uhu (Bubo bubo) spielt
unter den Raubvogeln die wichtigste Rolle als Feind fiir den Igel (Schicht-Tinbergen 1989).
Iltis, Marder, Fuchs und Dachs erbeuten gelegentlich Igel. Geschwichte, nicht vollkommen
eingerollte und juvenile Igel fallen teilweise Hunden und Katzen zum Opfer
(Schicht-Tinbergen 1989). Im Winterschlaf konnen auch andere Kleinsiduger, z.B. Ratten oder
Mause, schlafende Igel annagen (Schicht-Tinbergen 1989).
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Igel sind Einzelginger und sehr ortstreu (Schicht-Tinbergen 1989). Dennoch kann ihr
Aktionsraum erheblich variieren (Reeve 1994). In urbanen und suburbanen Gebieten ist ihr
Bewegungsradius meist kleiner als in ldndlichen Gebieten. Boitani & Reggiani (1984)
ermittelten TerritoriengroBen von 5,5 ha bis 102,5 ha, die sich auch mit Revieren von anderen
Igeln iiberlagern konnen. Reeve (1994) listet Aktionsrdume von verschiedenen europidischen
Studien auf, die fiir minnliche E. europaeus deutlich hoher sind als fiir weibliche
E. europaeus. Aufgrund des grolen Aktionsradius besitzen Igel in ihrem Revier oft mehrere
Nester, die sie wihrend des Tageschlafes und in unterschiedlichen Abstinden aufsuchen
(Schicht-Tinbergen 1989). Dabei unterscheidet man zwischen Sommer- bzw. Tagesnestern,
die relativ strukturlos gebaut sind, und Geburts- und Winternestern, die mit verschiedenen
Nistmaterialien aus pflanzlichen Bestandteilen wie Moos, Laub, Gras sehr gut gegen Regen
und Schmelzwasser sowie gegen Kilte und Wirme isoliert sind (Schicht-Tinbergen 1989,
Reeve 1994).

Ein besonderes Merkmal ist der Winterschlaf, der bei adulten Minnchen von Ende Oktober
bis etwa Ende April oder Mai, je nach geografischer Verbreitung variierend, dauert. Adulte
Weibchen begeben sich aufgrund der Jungenaufzucht meist erst Ende November in den
Winterschlaf. Durchschnittlich 5 bis 6 Monate verbringt ein gesunder Igel im Winterschlaf
(Schicht-Tinbergen 1989).

Im Spétjahr befinden sich adulte Igel bei einer Aullentemperatur zwischen 15 °C und 17 °C
zunichst in einen ,halb wachen* Zustand, der unterhalb von 14,5 °C kontinuierlich in
Lethargie iibergeht. Mit Abnahme der Umgebungstemperatur sinkt auch die
Korpertemperatur sukzessiv und liegt stets etwa 1 °C iiber der Umgebungstemperatur. Bei
weiter fallenden AuBentemperaturen (unter 5 °C) pendelt sich die Korpertemperatur auf
ca. 6 °C ein.

Wihrend des Winterschlafes kommt es zu drastischen physiologischen Veridnderungen. Der
Herzschlag wird von 200-280 Schligen auf 5 Schlige pro Minute gedrosselt, die
Atemfrequenz von 50 auf 13 pro Minute (Reeve 1994). Die Korpertemperatur sinkt von
ca. 35-36 °C auf 1-6 °C (Reeve 1994). Wihrend des Winterschlafes kann es zu einem
Gewichtsverlust von mehr als 35 % kommen (Lienhardt 1979).

Winterschlidfer erwachen wihrend ihres Schlafes in unregelmifBigen Abstinden und
regulieren dabei ihre Korpertemperatur wieder auf Normaltemperatur hoch (Prendergast et
al. 2002). Abhéngig von der Tierspezies variieren diese Intervalle zwischen 2 und 30 Tagen
(Prendergast et al. 2002). Igel (E. europaeus) wachen durchschnittlich alle 7 bis 10 Tage auf;

gewohnlich bleiben sie in ihrem Nest und setzen den Winterschlaf nach wenigen Stunden
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wieder fort, konnen aber auch mehrere Tage aktiv sein und das Nest wechseln (Reeve 1994).
Auch wenn die Griinde fiir diese Unterbrechungen des Winterschlafes vielfiltig diskutiert
wurden, besteht bis heute keine einheitliche Meinung dariiber (Prendergast et al. 2002). Bis
zum Aufwachen im Friihjahr konnen bis zu 80 % des Energiedepots verbraucht werden, was
bei einem unzureichenden Winterschlafgewicht auch zum Tod fiihren kann (Kristiansson
1990).

Igel erreichen ihre Geschlechtsreife mit ca. 8 bis 10 Monaten. Hahn (1986) konnte allerdings
bei in freier Wildbahn lebenden Igeln eine erfolgreiche Fortpflanzung nie vor dem zweiten
Lebensjahr beobachten. Die Paarungszeit in den gemiBigten Breiten beginnt im Friihling,
bevorzugt im Mai und Juni. Die Tridchtigkeitsdauer betrigt etwa 32 bis 36 Tage
(Schicht-Tinbergen 1989). Die Geburt der Jungen findet hauptsidchlich im August und
September statt (Schicht-Tinbergen 1989). In warmen Gegenden Deutschlands, wie der
Rheinebene, konnten aber auch schon Geburten im Juni beobachten werden (Neumeier 2001).
Ein Wurf umfasst durchschnittlich 4-6 Junge. Die Jungen werden bis etwa 6 Wochen von der
Mutter gesdugt (Schicht-Tinbergen 1989) und verlassen dann das Nest. Ihr urspriingliches
Geburtsgewicht von 8-25 g haben sie dann auf 200-235 g erhoht (Reeve 1994). Danach
verteilen sich die Jungigel und fressen sich das notwendige Gewicht fiir den Winterschlaf an.
Spitgeborene schaffen es oft nicht, das notige Fettdepot fiir den Winterschlaf aufzubauen, und
fallen daher erst spit oder gar nicht in den Winterschlaf.

Das Gewicht eines adulten Igels liegt zwischen 700 und 1400 g (Schicht-Tinbergen 1989).
Uber das notwendige Gewicht fiir den Winterschlaf existieren unterschiedliche Annahmen:
als Faustregel gilt hdufig ein Mindestgewicht von 500 g (Esser 1984).

Die Angaben zur Lebenserwartung variieren in der Literatur. In England und Schweden wird
als durchschnittliche Lebenserwartung 2 Jahre vermutet (Kristiansson 1990, Reeve 1994),
Schicht-Tinbergen (1989) gibt fiir Deutschland 3 bis 7 Jahren an, wihrend Isenbiigel (1976)
sogar Altersangaben von bis zu 10 Jahren in Gefangenschaft und 8 Jahren in Freiheit macht.
Lienhardt (1979) geht davon aus, dass in der freien Wildbahn kaum ein Igel élter als 3 Jahre

wird.
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2.1.4 Ektoparasiten und vektorassoziierte Erreger des Igels

Als Vektoren fiir verschiedene Erreger kommen beim Igel in erster Linie Flohe, Milben und

Zecken in Betracht.

Flohe

Fast alle Igel, die in einer Tierarztpraxis vorgestellt werden, sind mit Flohen befallen. Selbst
kleinste Igel hatten in der Untersuchung von Schicht-Tinbergen (1989) iiber 100 Flohe. Saupe
(1988) gibt sogar Befallsmaxima von nahezu 1000 Exemplaren pro Igel an. Dabei wird zu
fast 100 % der spezifische Igelfloh Archaeopsylla erinacei nachgewiesen (Abbildung 3).
Vereinzelt werden auch andere Arten, wie der Hundefloh Ctenocephalides canis, der
Katzenfloh Ctenocephalides felis, der Rattenfloh Nosopsyllus fasciatus, der Hiihnerfloh
Ceratophyllus gallinae, der Vogelfloh Ceratophyllus garei, der Kleinsdugerfloh Typhloceras
poppei und der weniger spezialisierte Sdugetierfloh Ctenophthalmus agyrtes gefunden (Saupe
1988, Schicht-Tinbergen 1989, Visser et al. 2001, Beck & Pantchev 2005, Mrohs 2011). Der
Igelfloh befillt auch andere Sduger wie Iltis, Fuchs und Wanderratte: er kann mitunter auch
Menschen stechen und Ursache fiir Hautverdnderungen sein (Bork et al. 1987). Sowohl
weibliche als auch ménnliche Flohe saugen Blut und konnen somit Erreger iibertragen. Erst
kiirzlich konnte in 100 % der untersuchten Igelflohe (A. erinacei) der Erreger Rickettsia felis
bzw. eine nahe verwandte Art, nachgewiesen werden (De Sousa et al. 2006, Gilles et al. 2008,
2009). Moglicherweise spielen Igelflohe auch eine Rolle in der Epidemiologie von Bartonella

spp. (Just et al. 2008).

1 mm

Abbildung 3: Igelflohe (Archaeopsylla erinaceii). Links: midnnlich; rechts: weiblich. Foto: Jasmin Skuballa.
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Milben

Neben der Nagemilbe Caparinia tripilis, konnen auch die Haarbalgmilbe Demodex erinacei
und Grabmilben der Gattung Sarcoptes und Notoedres auf Igeln parasitieren (Saupe 1988,
Reeve 1994, Lambert 2003 b). Diese Milbenarten werden als Transportwirte fiir den
zoonotischen Hautpilz Trichophyton mentagrophytes var. erinacei, dessen Sporen an der
Korperoberfliche der Milben angeheftet sein konnen, angesehen (Isenbiigel 1976). Der Igel
wird daneben auch von parasitisch lebenden Laufmilben der Familie Laelapidae und
Haemogamasidae befallen (Reeve 1994).

Im Herbst kénnen gelegentlich Larven der Gras- oder Erntemilbe Neotrombicula autumnalis
als orangefarbene Nester auf Igeln beobachtet werden (Abbildung 4). Auch der Mensch kann
zufillig beim Aufenthalt in Milbenhabitaten befallen werden, was sich in Form von Juckreiz
und Sekundérinfektionen #duflern kann. Ob die einheimischen Trombiculiden auch als
Vektoren fiir Pathogene dienen, ist bisher nicht genau bekannt. Die Larven saugen Blut und
spielen eventuell in der Epidemiologie von Borrelien eine, wenn auch untergeordnete, Rolle
(Kampen et al. 2004 a). Tropische und subtropische Verwandte dieser Milbenart sind seit

Langem als Ubertriiger des Tsutsugamushi-Fiebers bekannt (Ogawa & Ono 2008).

Abbildung 4: Befall mit Neotrombicula autumnalis (mehrere Hundert orangefarbene Larven als ,,Nest*) am

Hinterbein eines Igels. Foto: Jasmin Skuballa.
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Zecken

In Mitteleuropa sind alle Entwicklungsstadien der Igelzecke Ixodes hexagonus und des
Gemeinen Holzbocks Ixodes ricinus auf Igeln zu finden (Gern et al. 1997, Pfiffle et al. 2011).
Eine ausfiihrliche Beschreibung dieser beiden Zeckenarten wird in Kapitel 2.2 vorgenommen.
Gelegentlich wird auch Ixodes trianguliceps auf Igeln nachgewiesen (Walter 1981). Smith
(1968) listet des Weiteren die Zeckenarten Dermacentor reticulatus, Dermacentor sinicus,
Haemaphysalis  concinna,  Haemaphysalis  punctata, =~ Haemaphysalis  numidiana,
Rhipicephalus sanguineus und Rhipicephalus bursa bei Igeln auf.

Im Vergleich zu I ricinus wurde die Vektorkompetenz der Igelzecke (I. hexagonus) bisher
lediglich fiir wenige Erreger, darunter FSME-Viren (Krivanec et al. 1988) und B. burgdorferi
s.l. (Liebisch et al. 1989, Gern et al. 1991, 1997), erforscht. Im Nordwesten Spaniens wird
I. hexagonus als Hauptiibertriger von Theileria annae angesehen, einer Erkrankung bei
Hunden (Camacho et al. 2003). In den Niederlanden wurde Anaplasma phagocytophilum und
Rickettsia helvetica aus I. hexagonus isoliert (Nijhof et al. 2007). Allerdings sind die
Untersuchungen nur punktuell, da I hexagonus nicht durch ,Flaggen® in der freien
Umgebung gefunden wird, sondern ausschlieBlich auf den Wirtstieren und in deren Nestern.
Ingesamt ist die Informationsbasis iiber 1. hexagonus als Vektor als unzureichend anzusehen.

Gleiches gilt fiir den Igel als Reservoir fiir verschiedene vektorassoziierte Pathogene.

Weitere Vektoren und vektorassozierte Erreger des Igels

Obwohl die Datenlage bisher nur sehr liickenhaft ist, belegen die wenigen Studien, dass Igel
auch an der Verbreitung weiterer vektoriibertragener Erreger beteiligt sind (Riley & Chomel
2005). Die Igelart Hemiechinus auritus gilt als Reservoirwirt fiir das Pappataci-Fieber
(,,sandfly fever®), dessen Erreger zur Familie der Bunyaviridae gehort und von Sandmiicken
(Phlebotomus spp.) iibertragen wird (Krauss et al. 2003). Serologische Positivbefunde deuten
auch auf FErinaceus-Arten als Reservoir hin (Gaidamovich et al. 1990). Der Igel
(E. roumanicus) wird auBBerdem als moglicher Reservoirwirt fiir weitere Bunyaviren, wie
beispielsweise des Tahyna-Virus (Le Duc 1979) oder des Bhanja-Virus diskutiert (Hubélek
1987). Des Weiteren bestehen serologische Indizien dafiir, dass Igel auch eine Rolle in der
Epidemiologie von Rickettsia conorii und Coxiella burnetii spielen (Le Gac 1974, Sixl et

al. 1989).
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2.2 Zur Biologe und (")kologie von Zecken (Ixodidae)

2.2.1 Systematik und Verbreitung

Zecken gehoren innerhalb der Klasse der Arachnida (Spinnentiere) zu der Ordnung Acari
(Milben) und werden in 3 Familien eingeteilt: Ixodidae (Schildzecken), Argasidae
(Lederzecken) und die Familie Nuttalliellidae mit der einzig bekannten Art Nuttalliella
namaqua, die bislang nur in Afrika gefunden wurde (Sonenshine 1993, Horak 2009). Die
mehr als 900 beschriebenen Zeckenarten sind an die verschiedensten Okosysteme angepasst
und bevolkern beispielsweise feuchte und tropische Wilder, Graslandschaften und Wiisten
sowie fernab gelegene Inseln mit Seevogelkolonien (Dautel & Kahl 1999, Barker & Murrell
2004, Dautel 2010). Die Verbreitung von Zecken ist sowohl von biotischen als auch von
abiotischen Faktoren abhidngig (Dautel 2010). Zecken sind sehr temperaturabhingig. So
existieren eine untere und eine obere Letaltemperaturgrenze, die ausschlaggebend fiir die
jeweilige Verbreitung ist (Dautel 2010).

Schildzecken stellen mit ca. 13 Gattungen und ca. 700 Arten die grofte der 3 Familien (Oliver
1989, De la Fuente & Kocan 2006). Namensgebend ist der charakteristische Riickenschild
(Scutum).

In Mitteleuropa wurden bislang 19 Zeckenarten aus 5 Gattungen beschrieben
(Liebisch & Rahman 1976, Petney et al. 2011). Die meisten Arten gehdren zur Familie der
Ixodidae, wovon 4 Gattungen in Deutschland vorkommen (Ixodes, Haemaphysalis,
Dermacentor, Rhipicephalus) (Petney et al. 2011). Hiaufig werden Zecken aus dem Ausland
eingeschleppt, wie z.B. die ,,Braune Hundezecke* Rhipicephalus sanguineus durch den
Transport von Hunden aus dem Mittelmeerraum, die sich derzeit, soweit bekannt, noch nicht
im Freiland in den gemiBigten Breiten halten kann (Kimmig et al. 2010). Auch durch
Zugvogel konnen Zecken verschleppt werden (Plokarz 2010, Elfving et al. 2010).

2.2.2 Lebensweise und Okologie

Alle Zecken erndhren sich von Wirbeltierblut. Wihrend Lederzecken in kurzer Zeit (Minuten
bis Stunden) wiederholt relativ kleine Blutmengen saugen, nehmen die Schildzecken nur
einmal in jedem Entwicklungsstadium (Larve, Nymphe, adulte weibliche Zecke) iiber

mehrere Tage eine grofle Blutmahlzeit auf. Die meisten Schildzecken gehdéren zu den
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mehrwirtigen Zecken und benétigen daher fiir ihre komplette Entwicklung mehrere
Blutmabhlzeiten an verschiedenen Wirbeltieren (Wilson 1994). Bei jedem Saugakt kénnen die
Zecken Erreger an einen Wirt abgeben oder von diesem aufnehmen. Innerhalb der
blutsaugenden Arthropoden iibertragen Zecken die groBte Vielfalt an Krankheitserregern,
darunter virale, bakterielle, einzellige und mykotische Organismen (Aspock 2008).
Ausschlaggebend fiir die aktive Wirtssuche ist die Temperatur. Wie andere Arthropoden auch,
haben Zecken verschiedene Mechanismen entwickelt, um sich an saisonale oder tageszeitliche
Temperaturschwankungen anzupassen (Dautel 2010). Hierzu gehoren insbesondere
Dormanzen (Ruhephasen), die das Uberdauern unter ungiinstigen Lebensverhiltnissen
(z.B. bei extremer Hitze oder Kilte) gewihrleisten (Dautel 2010).

Die meisten Zeckenarten sind streng wirtsspezifisch und werden nur an bestimmten wild
lebenden Sidugetieren und Vogeln oder in deren Bauten und Nestern gefunden (Liebisch 1991,
Petney et al. 2011). Beispielsweise befillt Ixodes vespertilionis nur Fledermiuse (Siuda et
al. 2009), andere Arten wie Ixodes arboricola sind stirker auf Vogel spezialisiert (Schilling et
al. 1981). Ixodes ricinus weist dagegen kein strenges Wirtsspektrum auf und beféllt mehr als
300 Wirbeltierarten aus verschiedenen Klassen. Als polyphage Zeckenart spielt sie deshalb
eine zentrale Rolle in der Verbreitung der Lyme-Borreliose und anderer zeckeniibertragener

Krankheiten (Faulde & Hoffmann 2001, Stanek 2005, Aspock 2008, Reis et al. 2010).

2.2.3 Morphologie von Ixodes spp.

Der dorsoventral abgeflachte Korper von Schildzecken gliedert sich in das Capitulum mit den
Mundwerkzeugen sowie das Idiosoma, welches sich aus dem die Beine tragenden Podosoma
und dem Opisthosoma (Abdomen) zusammensetzt (Sonenshine 1993). Die Mundwerkzeuge
bestechen aus den auBen liegenden Pedipalpen, einem Paar Chelizeren und dem
unbeweglichen, mit Widerhaken besetzten Hypostom (Sonenshine 1993, Hillyard 1996). Als
Spinnentiere besitzen Zecken 4 Beinpaare, mit Ausnahme der Larven mit lediglich 3
Beinpaaren.

Charakteristisch fiir die Familie der Ixodidae ist das Riickenschild (Scutum), das neben den
Mundwerkzeugen als wichtiges Bestimmungsmerkmal herangezogen wird. Bei den
Minnchen reicht das Scutum iiber das ganze Idiosoma, wihrend es bei Weibchen, Nymphen
und Larven nur das vordere Drittel einnimmt. Dadurch erscheint der etwa 2,6 mm lange
Korper eines Ixodes ricinus Minnchens in seiner Farbung einheitlich schwarzbraun. Das

Idiosoma des Weibchens von I. ricinus ist im niichternen Zustand meist rotlich gefirbt, kann
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aber nach der Blutmahlzeit von braungrau bis hin zu beige variieren. Wihrend des Saugakts
kann die Korperlinge eines [ ricinus Weibchens von urspriinglich etwa 3,3 mm im
niichternen Zustand auf bis zu 1,1 cm anwachsen (Hillyard 1996). Ixodes hexagonus Stadien
sind im Allgemeinen etwas groBer als I. ricinus Stadien (vgl. Abbildung 5). Ein weiteres
Unterscheidungsmerkmal ist die Firbung und Form der Extremitidten. Bei I ricinus sind die
Beinpaare meist schwarzbraun, bei I. hexagonus dagegen oft rotbraun. Die Korperfirbung
adulter /. hexagonus Weibchen variiert zwischen cremeweif3 und stahlgrau.

Bei adulten Ixodes spp. liegt die Geschlechtséffnung im vorderen Drittel, zwischen den
Coxen des vierten Beinpaares (Hillyard 1996). Larven und Nymphen besitzen keine
Geschlechtsoffnung und sind daher geschlechtlich noch nicht differenzierbar. In Abbildung 5

sind die Entwicklungsstadien von 1. ricinus und 1. hexagonus vergleichend abgebildet.

Abbildung 5: Vergleich der Entwicklungsstadien von Ixodes hexagonus (obere Reihe) und I. ricinus (untere
Reihe). Von links nach rechts: Larven, Nymphe, Weibchen, Miannchen. Scharzer Balken=3 mm. Foto: Jasmin

Skuballa.
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2.2.4 Ixodes ricinus

2.2.4.1 Verbreitung und Okologie

Ixodes ricinus ist die hdufigste Zeckenart in Mitteleuropa (Gern & Humair 2002, Stanek
2005, Aspock 2008). Das geografische Verbreitungsgebiet von I. ricinus ist an gemaBigte
Klimazonen gebunden. Es erstreckt sich vom Atlasgebirge in Nordafrika bis etwa zum
65. Breitengrad nordlich in Skandinavien und bis zum 60. Lingengrad 0stlich in Zentralasien
(Hillyard 1996). Im ostlichen Verbreitungsgebiet kommt es zur Uberschneidung mit dem
Areal der nahe verwandten Zeckenart Ixodes persulcatus. Innerhalb dieser geografischen
Verbreitung ist das lokale Vorkommen auf Gebiete mit hoher Luftfeuchte wihrend des
gesamten Jahres begrenzt (Donnelly 1987). Hinsichtlich des Hohenvorkommens wurde das
Vordringen von [ ricinus von 700 m Ende der 1970 er Jahre auf 1100 m nach der

Jahrtausendwende beobachtet (Dautel 2010).

Wie alle Schildzeckenarten durchliuft 1. ricinus mehrere Entwicklungsstadien vom Ei iiber
Larve und Nymphe bis hin zur adulten Zecke (Abbildung 6). Jedes Stadium bendétigt fiir seine
Entwicklung ungefihr 1 Jahr (Gray 1991). Daher erstreckt sich der komplette
Entwicklungszyklus in der Natur durchschnittlich iiber 3 Jahre, kann aber je nach

geografischer Lage auch zwischen 2 und 6 Jahren variieren (Gray 1991).
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Abbildung 6: Entwicklungszyklus von Ixodes ricinus. Die relative GroBe der abgebildeten Wirtstiere spiegelt die
Bedeutung als Wirt fiir die einzelnen Stadien wider. Quelle: EUCALB 1997-2005. European Union Concerted
Action on Lyme-Borreliosis. Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Jeremy Gray und Bernard Kaye

(http://meduni09.edis.at/eucalb/cms/index.php; Stand: 20.11.2010, modifiziert).

Die verschiedenen Entwicklungsstadien der Zecken bevorzugen unterschiedliche Wirte und
halten sich in der Vegetation in verschiedenen Hohen auf. Larven findet man vor allem in
Bodennihe, weshalb sie vornehmlich an kleineren Sédugern parasitieren. In einem typischen
Waldhabitat sind Méiuse fir Larven die wichtigsten Wirte; Nymphen kommen auf
verschiedenen Wirbeltierspezies vor und fiir adulte Weibchen sind Rehe als Blutlieferant fiir
die Eiproduktion wichtig. Alle 3 Stadien von [ ricinus konnen auf Igeln vorkommen
(Abbildung 6).

Nach jeder Blutmahlzeit lassen sich die Larvalstadien wieder vom Wirt abfallen und hduten
sich am Boden innerhalb weniger Monate zum néchsten Stadium. Die Begattung der

Weibchen findet auf der Vegetation oder auf dem Wirt statt. Mannchen von I. ricinus saugen
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meist nicht und nehmen gegebenenfalls nur kleine Mengen Blut und Gewebsfliissigkeit auf,
wihrend Weibchen die Blutmahlzeit fiir die anschlieBende Eiablage benodtigen. Die Weibchen
legen in der Vegetation 2000-3000 Eier und sterben danach (Hillyard 1996).

L. ricinus macht in Mitteleuropa mehr als 90 % der gesamten Zeckenfauna aus (Kimmig et
al. 2010). Der Holzbock bevorzugt Biotope mit einem humosen und leicht sauren Boden, der
durch einen krautigen Bewuchs und eine Deckschicht aus abgestorbenem Laub- und
Pflanzenmaterial gekennzeichnet ist (Kurtenbach et al. 1995). Nadel-, Laub- und Mischwilder
mit viel Unterholz und bodennahem Bewuchs stellen zum einen ein geeignetes Habitat fiir die
Zecke selbst dar, sind aber gleichzeitig auch ein hervorragendes Biotop fiir ihre Wirtstiere,
wie Rotwild, Schwarzwild und kleine Siugetiere (Gray 2002, Stanek 2005).

Das Mikroklima direkt am Boden, insbesondere die hohe relative Luftfeuchte, unterscheidet
sich im Allgemeinen stark vom vorherrschenden Makroklima der Region und ist fiir das
Uberleben und die Aktivitit wirtssuchender Zecken entscheidend (Daniel & Dusbabek 1994,
Perret et al. 2000). I. ricinus ist stark feuchtigkeitsabhingig und kann ausschlieflich in
Biotopen iiberleben, in denen die relative Luftfeuchtigkeit an der Basis der Vegetation nur
selten unter 85 % absinkt (MacLeod 1935, Gray 2002).

Auf dem europdischen Festland konnen hiufig 2 charakteristische saisonale
Haufigkeitsmaxima (bimodales Aktivitdtsmuster) von I. ricinus beobachtet werden: der erste
,Frithjahrspeak liegt meistens zwischen Midrz und Juni, der zweite, weniger stark
ausgepragter ,,Herbstpeak® zwischen August bis Oktober (Donelly 1987, Kurtenbach et
al. 2006). In einigen Regionen, wie z.B. im Siiden von England und in Irland kann es aber
auch nur zu einem Peak (unimodales Aktivitdtsmuster) kommen (Kurtenbach et al. 2006).
Neben der relativen Luftfeuchte bestimmt auch die Temperatur die saisonale Aktivitdt und die
Abundanz wirtssuchender Zecken. Die letale Temperatur von 1. ricinus liegt unterhalb -15°C
sowie etwas oberhalb von 30°C (Dautel 2010).

L ricinus nutzt wie die meisten Zeckenarten eine passive Strategie zur Wirtsfindung
(Sonenshine 1993). Dabei nehmen wirtssuchende Zecken eine typische Lauerstellung
(,,questing*) auf der Vegetation (z.B. an der Spitze eines Grashalmes) ein, bei der sie das
vordere Beinpaar charakteristisch ausstrecken (Sonenshine 1993). An den Vorderbeinen
befindet sich das Hallersche Organ, eine kleine Grube mit Sinneshaaren, womit Zecken
mechanische, thermische und chemische Reize wahrnehmen konnen. Dabei sind
Erschiitterungen und das vom Wirt abgegebene Kohlendioxid besonders hervorzuheben
(Sonenshine 1993). Kommt ein Wirtstier vorbei, ldsst sich die Zecke abstreifen und sucht auf

dem Korper des Wirtes nach einer geeigneten Stichstelle.
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2.2.5 Ixodes hexagonus

Die Zeckenart Ixodes hexagonus ist durch ihre starke Wirtsassoziation mit Igeln im
Volksmund auch unter dem Namen ,Igelzecke* bekannt. Der wissenschaftliche Name

,hexagonus* ist auf das sechseckig geformte Scutum zuriickzufiihren.

2.2.5.1 Verbreitung und Okologie

Zecken mit einer stark ausgeprigten Wirtsspezifitdt sind stark an die Verbreitung ihrer
Wirtstierart(en) gebunden (Dautel 2010). Das Vorkommen von Ixodes hexagonus deckt sich
daher im Wesentlichen mit dem Verbreitungsgebiet der bevorzugten Wirte, Igelarten der
Gattung Erinaceus (siehe Kapitel 2.1.1). 1. hexagonus wird iiber Westeuropa bis hin zur
Tiirkei gefunden und kommt in vielen Teilen Europas sympatrisch mit Ixodes ricinus vor

(Krivanec et al. 1988, Gern et al. 1997, Aktas et al. 2010).

Wie I ricinus gehort auch 1. hexagonus zu den dreiwirtigen Zeckenarten, ist aber aufgrund
ihrer ausgeprigten Wirtsspezifitidt fast ausschlieBlich auf Igeln zu finden. Daneben dienen
hundeartige Raubtiere wie Fiichse (Canidae) und Marder (Mustelidae) als natiirliche Wirte
(Arthur 1963, Dautel & Kahl 1999, Christian 2010). In Siedlungsgebieten werden des Ofteren
Hunde und Katzen (Beichel et al. 1996, Ogden et al. 2000, Nijhof et al. 2007) und sehr selten
auch der Mensch befallen (Liebisch et al. 1998, Estrada-Pefia & Jongejan 1999)..

Die meiste Zeit ihres Lebens verbringen die Entwicklungsstadien dieser Zecke in den
Nestern/Bauten ihrer Wirte (Dautel & Kahl 1999). Dieser Lebensraum hat den Vorteil, dass
dort ein direkter Kontakt mit dem Wirtstier besteht sowie eine konstante Temperatur und
erhohte Luftfeuchte herrscht, die essentiell fiir das Uberleben und die Entwicklung der Zecke
ist (Honzakova 1973, Dautel & Kahl 1999). Aufgrund dieser Lebensweise wird I. hexagonus
nur wenig von dufleren abiotischen Faktoren beeinflusst.

Als Kulturfolger schleppt der Igel diese Zeckenart in urbane und suburbane Gebiete ein,
weshalb I hexagonus sowohl in Girten und Stadtparks als auch in Brachland und
Laubwildern weit verbreitet ist. Obwohl Fuchs- und Marderpopulationen in den letzten
Jahren in Stadtgebieten stark zunehmen, wird bislang der Igel als Hauptwirt in stddtischen
Gebieten angesehen (Dautel & Kahl 1999).

Die Entwicklung vom Ei bis zur adulten Zecke kann unter Laborbedingungen bei 22-23°C

innerhalb von 2 Monaten abgeschlossen sein (Toutoungi et al. 1993). Unter natiirlichen
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Bedingungen erstreckt sich der Entwicklungszyklus aber vermutlich iiber mehrere Jahre
(Dautel & Kahl 1999). Toutoungi et al. (1993) stellten fest, dass die meisten Larven erst nach
11 Monaten bereit sind, am Wirtstier Blut zu saugen. Frisch aus dem Ei geschliipfte Larven
konnten im Labor in einem Glasrohrchen bei 15 °C und 97 % relativer Luftfeuchte mehr als 6
Jahre tiberleben (Dautel & Kahl 1999). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass I. hexagonus
in einem geeigneten Mikrohabitat auch eine entsprechend lange Zeit ohne eine Blutmahlzeit

auskommen kann (Dautel & Kahl 1999).

Die medizinische Bedeutung von I. hexagonus als Ubertriger von Erregern wird als gering
eingestuft, da sie selten Menschen sticht (Arthur 1963, Dautel & Kahl 1999). Die Igelzecke
kommt jedoch in bestimmten Habitaten auch in Vergesellschaftung mit /. ricinus vor: unter
solchen Bedingungen kann ein ,stiller, nicht in  Erscheinung tretender
1. hexagonus-Pathogen-Igel-Zyklus auch I ricinus erreichen, was eine Briicke zu anderen
Wirbeltieren darstellt. Somit konnen Erreger von Igeln letztendlich auch auf andere
Wirbeltiere und den Menschen iibergehen (Gern et al. 1997, Dautel & Kahl 1999). In
Gebieten, in denen I. ricinus nicht vorkommt, trigt I. hexagonus in besonderem Male zur

Aufrechterhaltung von Borrelien in epidemiologischen Zyklen bei (Estrada-Pena et al. 1995).
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2.3 Zeckeniibertragene Erreger

2.3.1 Allgemeines

2.3.1.1 Ubertragungsmechanismen zeckeniibertragener Erreger

Im Folgenden werden die wichtigsten Transmissionswege zeckeniibertragener Erreger kurz

erldutert.

¢ Transovariell: Krankheitserreger werden nach Infektion der Ovarien von einer
,Mutterzecke* auf die Nachkommen iibertragen, sodass die Zeckenlarven, die aus den
Eiern schliipfen, bereits infektios sind. Insbesondere bei der Weitergabe von Viren ist

dieser Ubertragungsmechanismus von Bedeutung (Danielov4 et al. 2002).

¢ Transstadial: Fir die meisten Zoonosen-Erreger, z.B. Babesia microti, Borrelia
burgdorferi s.., Anaplasma spp., FSME-Virus, erfolgt die Ubertragung von
Krankheitserregern transstadial, das hei3t, die Krankheitserreger werden durch Larven
oder Nymphen aufgenommen und bleiben nach der Hiautung zum nichsten Stadium

erhalten (Toutoungi & Gern 1993).

¢ C(Co-feeding: Unter Co-feeding versteht man die Aufnahme von Krankheitserregern
durch nicht infizierte Zecken, die zeitgleich in der Nihe einer infizierten Zecke Blut
saugen. Durch eine kurzzeitige lokalisierte Hautinfektion, gelangen Krankheitserreger
in den ,feeding pool“ der nicht-infizierten Zecke. Dieser Mechanismus ist
insbesondere fiir die Ubertragung von FSME-Viren von Bedeutung, da eine Virimie
in Wirtstieren nur kurze Zeit andauert (Labuda et al. 1997). Beim Co-feeding braucht
ein Wirbeltier also keine systemische Infektion auszubilden, damit die Zecke infiziert

wird (Randolph et al. 1996).
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2.3.1.2 Reservoirwirte und nicht reservoirkompetente Wirte

Zecken konnen Krankheitserreger auf verschiedene Wirbeltiere {iibertragen. Bei den
Wirtstieren unterscheidet man zwischen Reservoirwirten, die gegeniiber dem Erreger tolerant
sind und eine lang andauernde Bakteridimie entwickeln konnen, wund nicht
reservoirkompetenten Wirten, wie beispielsweise Rotwild, die fiir Borrelia burgdorferi s.l.
eine infektionsepidemiologische Sackgasse bilden und in denen eine Weitergabe der Erreger

auf Zecken unterbleibt (Tdlleklint & Jaenson 1994, Perkins et al. 2006).

Reservoirkompetenz und Reservoirpotential

Im Zusammenhang mit Reservoirwirten werden hiufig auch die Begriffe
Reservoirkompetenz, Reservoirpotential und Reservoirstatus verwendet (Gern et al. 1998).
Voraussetzung fiir die Reservoirkompetenz ist, dass der Wirt mittels Zecken infizierbar ist
und sich die Erreger in den Organen des Wirtes manifestieren und vermehren. Des Weiteren
miissen Zecken, die an einem infizierten Wirtstier Blut saugen, die Erreger auch aufnehmen
(positive Xenodiagnose). Das Reservoirpotential eines Wirtes ist dann besonders hoch, wenn

er viele Zecken iiber einen langeren Zeitraum infiziert.
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2.3.2 Borrelia burgdorferi s.1. (Lyme-Borreliose)

2.3.2.1 Allgemeines

Die Lyme-Borreliose ist in der nordlichen Hemisphdre nach aktuellem Kenntnisstand die
hiufigste durch Zecken iibertragene Infektionskrankheit (Poggensee et al.2008). Die
Erkrankung wird als Lyme-Borreliose bezeichnet, wobei mehrere Genospezies des Borrelia
burgdorferi sensu lato Komplexes als Ausloser fiir eine Infektion verantwortlich sein kénnen
(siehe Kapitel 2.3.2.2).

Historische Recherchen ergaben, dass in Europa einzelne Krankheitsanzeichen der Lyme-
Borreliose schon im 19. Jahrhundert von Medizinern beschrieben wurden. Das hiufig am
Anfang der Erkrankung auftretende ,,Wanderrdte* (Erythema migrans, EM) wurde bereits
1910 von Afzelius dokumentiert (Lipsker & Jaulhac 2009).

Erst etwa 100 Jahre nach der ersten klinischen Beschreibung wurde die Atiologie dieser
Erkrankung in Nordamerika aufgeklért. Im Ort Lyme in Connecticut kam es Mitte der 1970er
Jahre zu einem gehiuften Auftreten von rheumaartigen Gelenksentziindungen bei Kindern
und Jugendlichen (rheumatoide juvenile Arthritis) (Steere et al. 1977). Ein Zusammenhang
mit Zecken (Ixodes scapularis) als Vektoren wurde schnell hergestellt, da viele der
Betroffenen von einem vorangegangenen Zeckenstich berichteten (Steere et al. 1977). Doch
erst 1982 konnte Willy Burgdorfer ein schraubenformiges Bakterium als Ausloser der
Krankheit identifizieren (Burgdorfer et al. 1982). 1984 wurde der Erreger nach seinem
Entdecker als Borrelia (B.) burgdorferi und die Erkrankung nach dem Entdeckungsort als

Lyme-Borreliose benannt (Johnson et al. 1984).

2.3.2.2 Morphologie, Systematik und genetische Eigenschaften
Morphologie

Bei Borrelien handelt es sich um 0,2-0,5 pm breite und 10-30 pm lange, gramnegative,
schraubenférmig gewundene Bakterien (Spirochidten) (Wang et al. 1999 a). Wie andere
Spirochiten besitzen sie eine dullere Zellmembran, die einen protoplasmatischen Zylinder
umschlieBt. Dieser besteht aus einer inneren Zellmembran und dem Zytoplasma. Borrelien
besitzen zur Fortbewegung 7-11 periplasmatische Endoflagellen, die an den Enden der

Bakterienzelle entspringen und sich in 3-10 lockeren Windungen um die Zelle legen (Wang et
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al. 1999 a, Rosa et al. 2005) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Morphologische Struktur von Borrelia burgdorferi s.1. Obere Reihe: a) Scanning-(links) und
Transmissions-(rechts) Elektronenmikroskopaufnahme (Querschnitt durch das Bakterium). Abbildungen b) und

¢) schematischer Aufbau von B. burgdorferi s.1. (Abbildungen modifiziert nach Rosa et al. 2005).
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Systematik

Taxonomisch werden Arten des Borrelia burgdorferi s.l. Komplexes zur Ordnung der
Spirochaetales gezdhlt und der Familie Spirochaetaceae zugeordnet (Tabelle 1). Diese
Ordnung enthélt 2 weitere Familien, die Brachyspiraceae und Leptospiraceae.

Fir den Menschen sind vor allem die Gattungen Treponema, der Erreger der Syphilis
(Treponema pallidum), Leptospira, der Erreger der Leptospirose (Leptospira interrogans),
sowie die Gattung Borrelia von Bedeutung (Porcella & Schwan 2001).

Borrelien werden gewohnlich in 2 Hauptgruppen aufgeteilt, einerseits die Erreger der Lyme-
Borreliose (B. burgdorferi s.l. Komplexes) und andererseits die Erreger des Riickfallfiebers
(Wang et al. 1999 a). Die meisten Riickfallfieber-Borrelien werden durch Zecken der Gattung
Ornithodorus {ibertragen. Lediglich fiir Borrelia recurrentis gilt die Kleiderlaus als
Hauptiibertrager (Ras et al. 1996, Cutler 2010). Der Riickfallfieber-Erreger Borrelia
miyamotoi Kann auch in Ixodes-Zecken vorkommen (Fraenkel et al. 2002, Barbour et
al. 2009). Da in der vorliegenden Arbeit nur Borrelien des B. burgdorferi s.1. Komplexes
untersucht wurden, beziehen sich die allgemein verwendeten Begriffe Borrelien, Borreliose

und Borrelia auf diese Gruppe.

Anhand der Typisierung einer Vielzahl an Isolaten aus Zecken, Wirtstieren und Patienten kam
man zu der Erkenntnis, dass die Lyme-Borreliose von mehreren Borrelia-Arten ausgelost
wird. Mindestens 18 verschiedene Genospezies, die als pathogen fiir Mensch und Tier gelten,
werden nach derzeitigem Kenntnisstand weltweit unter dem B. burgdorferi s.l. Komplex
zusammengefasst (Stanek & Reiter 2011, Tabelle 1). Der Begriff ,,Genospezies* hat sich
gegeniiber dem Begriff ,Spezies” in der Borrelien-Forschung durchgesetzt, da die
Artbeschreibung meist rein auf der genetischen Ausstattung basiert. Morphologisch sind die

verschiedenen Genospezies nicht voneinander unterscheidbar.

Innerhalb einer Genospezies konnen mehrere Stamme (,,strains®) existieren. Da sich die
verschiedenen Stdmme in ihrer genetischen Ausstattung erheblich unterscheiden konnen,
kann es nachtriglich auch zu taxonomischen Umstrukturierungen kommen. So wurde der
Borrelia garinii OspA-Serotyp 4 erst kiirzlich von Margos et al. (2009) in Borrelia
bavariensis umbenannt. Auch ein Borrelia bissettii Stamm aus Nordamerika wurde von

diesen Autoren in Borrelia kurtenbachii umgetauft (Margos et al. 2010).
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Tabelle 1: Genospezies des Borrelia burgdorferi s.1. Komplexes. Die Hauptverbreitungsgebiete sind jeweils mit

* gekennzeichnet. Tabelle modifiziert nach NCBI Taxonomy Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und

Masuzawa (2004).

Stamm: Bacteria

Klasse: Spirochaetes

Ordnung:Spirochaetales

Familie: Spirochataceae

Gattung: Borrelia

B.

burgdorferi s.l. Gruppe

Genospezies (Beschreiber)

Verbreitungsgebiet

B. afzelii Canica et al.,1993

Europa*, Ost-Russland*, China

. americana Rudenko et al., 2009 a Nordamerika

. andersonii Marconi et al., 1995 Nordamerika

. bavariensis Margos et al., 2009 Mitteleuropa

. bissettii Postic et al., 1998 Nordamerika

. burgdorferi sensu stricto Johnson et al., 1984 Nordamerika*, Europa
. californiensis Postic et al., 2007 Nordamerika

. carolinensis Rudenko et al., 2009 b Nordamerika

. garinii Baranton et al., 1992 Europa*

. Japonica Kawabata et al., 1994 Japan

. kurtenbachii Margos et al., 2010 Nordamerika

. lusitaniae Le Fleche et al., 1997

Stideuropa*, Mittelmeerraum

. sinica Masuzawa et al., 2001

China, Nepal

. spielmanii Richter et al., 2006

Mitteleuropa

. tanukii Fukunaga et al., 1996

Japan*, Nepal

. turdi Fukunaga et al., 1996

Japan

. valaisiana Wang et al., 1997

Europa, Japan

W = W W W | W W W W ] W W W W W =

. yangtze Chu et al., 2008

China
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Genetische Eigenschaften

Die komplette Sequenzierung des Genoms eines B. burgdorferi s.l. Stammes (Stamm B31)
erfolgte bereits 1997 (Fraser et al. 1997). Inzwischen sind auch weitere Isolate vollstindig
sequenziert (Schutzer et al. 2011).

Borrelien besitzen ein lineares ,,Hauptchromosom* mit einer Linge von ca. 950 kb (Fraser et
al. 1997, Casjens 2000). Dadurch unterscheiden sie sich von den eng verwandten Leptospiren
und Treponemen, die ein zirkuldres Chromosom besitzen. Neben dem Hauptchromosom
verfiigen sie iiber Plasmide, die linear oder zirkuldr vorliegen (z.B. OspA-Plasmide) und von
variabler GroBe (5-220 kbp) sind (Fraser et al. 1997, Casjens 2000). Auf ihnen liegen unter
anderem Gene fiir Oberflichenproteine, die fiir Pathogen-Wirt-Interaktionen essentiell sind,
wie beispielsweise die sogenannten ,,outer surface proteins“ (Osp) OspA-F oder das VIsE-
Protein (,,variable major protein-like sequence expressed).

Borrelien haben viele verschiedene Strategien entwickelt, um die Immunabwehr ihres Wirtes
zu umgehen (Embers et al. 2004, 2007, Coutte et al. 2009). Diese Strategien umfassen die
Unterdriickung von angeborenen und erworbenen Immunantworten, den Riickzug an
immunabgeschiedene Orte und die Moglichkeit der Anderung ihrer Oberflichenstruktur
(Antigenvarianz) (Ohnishi et al. 2001, Embers et al.2007, Coutte et al. 2009). Die
Verianderung der Antigenstruktur beruht auf Rekombinationsereignissen. Dieser
Mechanismus ist vor allem bei Mikroorganismen verbreitet, die eine lang anhaltende oder
wiederholte Infektion verursachen (Coutte et al. 2009). Pathogene, die zur Antigenvarianz
befihigt sind, haben einen Vorteil gegeniiber ithrem ,,antigenically stable counterpart®, der erst
sein Immmunsystem auf den neuen ,,surface coat* umstellen muss. Ein Protein, das einer sehr
starken Rekombination unterliegt, ist das VISE, das von Borrelien nur im Wirbeltierwirt
exprimiert wird. Die stindige Verdnderung der Oberfliche von Borrelien erschwert die
Herstellung eines Impfstoffes (Coutte et al. 2009).

Ein Impfstoff fiir den Menschen wurde bereits erfolgreich im US-amerikanischen Raum
vertrieben, aus Okonomischen Griinden aber wieder vom Markt genommen (Sigal 2002,
Hanson & Edelman 2003). In Europa gestalten sich die Entwicklung und die Anwendung

eines Impfstoffes aufgrund der Heterogenitét und Vielfalt der Genospezies schwierig.
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2.3.2.3 Verbreitung und Epidemiologie

Arten des Borrelia burgdorferi s.. Komplexes sind weltweit verbreitet (Tabelle 1). Die
hiufigsten Genospezies auf dem europidischen Festland sind Borrelia afzelii und Borrelia
garinii, die flichendeckend iiber den gesamten Kontinent verbreitet sind (Rauter & Hartung
2005, Kurtenbach et al. 2006). Die B. garinii-Varianten wurde bisher meist nicht nach
B. garinii und Borrelia bavariensis differenziert. Die dritthdufigste, aber in Westeuropa eher
seltene Genospezies, Borrelia burgdorferi s.s., wird hauptsidchlich in Osteuropa gefunden
(Hubdlek & Halouzka 1997, Rauter & Hartung 2005).

Auf den britischen Inseln unterscheidet sich die Verteilung der Genospezies grundlegend von
dem Verteilungsmuster auf dem Festland: dort sind B. garinii und B. valaisana die
dominierenden Genospezies (Kurtenbach et al. 2006).

In Deutschland sind regional 5-35 % der Zecken (Ixodes ricinus) mit B. burgdorferi s.l.
infiziert (Oehme et al. 2002, Kampen et al. 2004 b, Maetzel et al. 2005), in Endemiegebieten
sogar bis zu 44 % (Maiwald et al. 1996). In der Regel ist die Borrelienprivalenz in adulten
Zecken am hochsten, da sich durch die zweimalige Blutaufnahme im Larven- und
Nymphenstadium die Wahrscheinlichkeit einer Infektion erhoht (Hubdlek & Halouzka 1998).
Die Nymphen spielen im Frithjahr und Sommer fiir den Menschen und andere Wirbeltiere die
grofite Rolle als Vektoren fiir Borrelien, da sie schon Gelegenheit hatten, sich als Larve an
einem Reservoirwirt zu infizieren. Auch durch das Freizeitverhalten im Friihjahr und Sommer
steigt das Infektionsrisiko fiir den Menschen (Stanek 2005, Hubdlek 2009). Eine zweite Phase
mit erhohtem Infektionsrisiko ergibt sich im Herbst durch die Aktivitdt adulter Zecken,
allerdings werden diese Stadien auf dem menschlichen Korper schnell entdeckt und
rechtzeitig entfernt, bevor es zu einer Transmission von Erregern kommt. Dennoch konnte es
in dieser Zeit zu einer erhohten Transmissionsrate von Borrelien auf Sdaugetierwirte, an denen
auch adulte Zecken saugen, kommen.

Zur Aufrechterhaltung von B. burgdorferi s.1.-Zyklen in einem bestimmten Habitat miissen
neben vektorkompetenten Zecken auch geeignete Wirtstiere vorhanden sein (Kurtenbach et
al. 1998 a, b). Reservoirwirten kommt eine Schliisselrolle in epidemiologischen Zyklen zu, da
sich saugende Zecken an ihnen infizieren konnen. In Waldgebieten spielen Nagetiere wie die
Gelbhalsmaus (Apodemus flavicollis), die Waldmaus (Apodemus sylvaticus) und die
Rotelmaus (Myodes ehemals Clethrionomys glareolus) eine wichtige Rolle (Kurtenbach et
al. 1998 a). Aber auch viele weitere Wirbeltiere wurden als reservoirkompetent eingestuft

(Gern et al. 1998).
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Etliche Untersuchungen zeigen eine Assoziation verschiedener Genospezies mit einem
bevorzugten Reservoirwirt. So konnten aus Nagetieren bisher insbesondere B. afzelii und
B. bavariensis (=B. garinii OspA-Serotyp 4) isoliert werden (Humair et al. 1999, Huegli et
al. 2002, Richter et al. 2004 a, b, Kurtenbach et al. 2006).

B. garinii und B. valaisiana sind hauptsdchlich auf verschiedene Vogelspezies spezialisiert
(Hanincova et al. 2003, Kurtenbach 2006, Gern 2008). Man kann davon ausgehen, dass 2
hauptsichliche Transmissionszyklen bei der Verbreitung von B. burgdorferi s.l. eine Rolle
spielen: der Kleinsduger-Zecke- und der Vogel-Zecke-Zyklus. B. burgdorferi s.s. nutzt beide
Zyklen und scheint nicht spezialisiert zu sein (Kurtenbach et al. 2006, Gern 2008).

Zur jahrlichen Inzidenz der Lyme-Borreliose gibt es in der Literatur sehr unterschiedliche
Angaben. Schitzungen von Lingren & Jaenson (2006) gehen von 85.000 Neuerkrankungen
pro Jahr in Europa aus. In einer Ubersichtstabelle von Hubdlek (2009) liegen die jihrlichen
Inzidenzen zwischen 0,01 (Tiirkei) und 137 (Slovenien) pro 100.000 Einwohner. Deutschland
ist neben anderen europiischen Lindern wie Osterreich ein Hochendemie-Gebiet. Die
Lyme-Borreliose ist in Deutschland nur in den neuen Bundesldndern, seit Juni/Juli 2011 auch
in Rheinland-Pfalz und dem Saarland, eine meldepflichtige Erkrankung. Die Daten zur
Inzidenz basieren daher hauptsédchlich auf Schidtzungen und kénnen regional stark variieren.
Krause & Fingerle (2009) gehen von einer jdhrlichen Inzidenz von 25 bis iiber 100 pro
100.000 Einwohnern aus, sodass mit durchschnittlich 20.000 bis {iiber 80.000

Neuerkrankungen in Deutschland pro Jahr zu rechnen ist.

2.3.2.4 Borrelia burgdorferi s.l. als Krankheitserreger

In Europa wird die Lyme-Borreliose beim Menschen vor allem von B. afzelii, B. garinii
(inklusive B. bavariensis) und B. burgdorferi s.s. verursacht (Baranton & De Martino 2009,
Strle & Stanek 2009). Jedoch wird teilweise auch DNA von B. valaisiana, B. lusitaniae,
B. spielmanii und B. bissettii in Patientenproben nachgewiesen (Baranton & De Martino
2009). Wihrend die Humanpathogenitit bei B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii,
B. bavariensis und B. spielmanii zweifelsfrei abgesichert ist, ist sie bei den anderen
Genospezies noch nicht eindeutig geklart (Baranton & De Martino 2009).

Die Lyme-Borreliose ist gekennzeichnet durch ein Spektrum unterschiedlicher klinischer
Manifestationen und Krankheitsverldaufe (Strle & Stanek 2009). Die Infektion verldauft in mehr

als 25 % der Fille klinisch unauffillig (Krause & Fingerle 2009). Ein frithes Anzeichen der
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Infektion stellt das Erythema migrans (EM) dar, eine lokale, meist kreisformige Hautrétung,

die bei 60-90 % der Betroffenen 1 bis 3 Wochen nach dem Zeckenstich auftritt.

Die humanpathogenen Genospezies scheinen bevorzugt bestimmte Organsysteme, im Sinne
eines Organtropismus, zu befallen: so wird B. afzelii mit Hauterscheinungen (vor allem mit
EM aber auch mit der chronischen Hautlidsion Acrodermatitis chronica atrophicans, ACA)
assoziiert (Balmelli & Piffaretti 1995, Strle & Stanek 2009). B. spielmanii konnte bisher
ebenfalls vorrangig aus Hautbiopsien gewonnen werden (Wang et al. 1999 b, Foldvari et
al. 2005, Maraspin et al. 2006). Neurologischen Funktionsstorungen treten hiufig nach
Infektion mit B. garinii-Stimmen bzw. B. bavariensis auf, B. burgdorferi s.s. wird hdufig in
Verbindung mit der Lyme-Arthritis genannt (Strle & Stanek 2009). Abgesehen vom Erythema
migrans, welches einer spiten Manifestation vorausgehen kann, aber nicht zwingend muss,
zeigen die meisten Patienten lediglich Symptome an einem Organsystem (Strle & Stanek
2009). Die unterschiedlichen Organmanifestationen fithrt man auf die Heterogenitit des

B. burgdorferi s.1. Komplexes zuriick (Baranton & de Martino 2009).

Die Lyme-Borreliose wird oft in 3 Stadien eingeteilt, oder in Frith- und Spitstadien

untergliedert, wobei nicht alle dieser Stadien durchlaufen werden miissen:

Borreliose-Stadium I (wenige Tage bis Wochen nach dem Zeckenstich)

In weiten Teilen Europas ist das Erythema migrans das héufigste zu beobachtende
Leitsymptom der Erkrankung. Es wird in ca. 80-90 % der gesicherten Borreliosefille
beobachtet (Huppertz et al. 1999, Strle & Stanek 2009). Eine mogliche Erkldarung besteht
darin, dass dieses Erscheinungsbild der Borreliose meist durch B. afzelii verursacht wird, eine
der hdufigsten Genospezies in Mitteleuropa. Begleitend zum Erythema migrans treten hdufig
unspezifische Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen und Myalgien auf. Durch eine
rechtzeitige Diagnose und die frithe Therapie des Erythema migrans konnen Spétfolgen der
Lyme-Borreliose, wie beispielsweise eine Neuroborreliose oder eine Lyme-Arthritis meist

verhindert werden (Hansmann 2009).
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Borreliose-Stadium II (1 bis 16 Wochen nach dem Zeckenstich)

Bleibt die Borrelien-Infektion unbehandelt, kann es zu Spitfolgen kommen. Das
Borreliose-Stadium II tritt Wochen bis Monate nach dem Zeckenstich auf. Neben der Haut
betrifft die Infektion nun auch weitere Organe. Ist das Nervensystem beteiligt, spricht man
auch von einer Neuroborreliose. Die Erkrankung &dufBert sich in Form einer Hirnhaut- und
Nervenwurzelentziindung (sog. Meningopolyneuritis oder Bannwarth-Syndrom). In den
meisten Fillen ist nur ein einzelner Nerv entziindet, zum Beispiel der Gesichtsnerv. Ein
typisches Symptom fiir eine solche Lihmung (Fazialisparese) ist ein einseitig herabhidngender
Mundwinkel. Dariiber hinaus konnen Borrelien das Herz befallen. Dies fiihrt zu einer
Herzmuskel- und Herzbeutelentziindung und 16st typische Herzrhythmusstorungen aus

(Krause & Fingerle 2009).

Borreliose-Stadium III (Monate bis Jahre nach dem Zeckenstich)

Das charakteristische Merkmal dieses Spitstadiums ist die Lyme-Arthritis. Bei der
Lyme-Arthritis handelt es sich um eine schubweise oder chronisch verlaufende Entziindung
eines oder mehrerer Gelenke (Mono- oder Oligoarthritis). Besonders hiufig betrifft dies die
Kniegelenke. Schmerzen der Sehnen und Muskeln kénnen vorkommen, lassen sich aber oft
nur schwer von anderen Erkrankungen unterscheiden. Auch die Nerven konnen Schaden
nehmen. Selten verlduft das Stadium III der Lyme-Borreliose so schwer, dass Teile des

Korpers geldhmt sind (Paresen).

Lyme-Borreliose beim Tier

Auch domestizierte Tiere wie beispielsweise Hunde, Katzen und Pferde konnen prinzipiell an
der Lyme-Borreliose erkranken. Bei ihnen kann die Krankheit dhnlich wie beim Menschen in
Erscheinung treten (Gall & Pfister 2006, Krupka & Straubinger 2010). Es wird davon
ausgegangen, dass sich bei Tieren, insbesondere bei Wildtieren, durch die natiirliche Zecken-
und Erregerexposition im Laufe der Evolution ein ausgewogenes Wirt-Parasit-Verhiltnis
ausgebildet hat, und Infektionen meist subklinisch verlaufen (Scotarczak 2002). Serologische
Studien weisen auf einen hdufigen Kontakt von Tieren mit Borrelien hin (Stobel et al. 2002,
Juricova & Hubdlek 2009, Kybicova et al. 2009). Allerdings sind der Verlauf der Infektion
sowie deren klinische Erscheinungsformen oder die Persistenz des Erregers, insbesondere in

Wildtieren, weitestgehend ungeklart (Scotarczak 2002).
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2.3.2.5 Diagnostik

Serodiagnostik

In der Humanmedizin steht der Nachweis von spezifischen Antikorpern gegen Borrelia
burgdorferi s.1. im Serum und Liquor an erster Stelle (Wilske et al. 2007).

Eine nachweisliche Borrelieninfektion beginnt in der Regel mit dem Anstieg von
IgM-Antikorpern nach etwa 3 und von IgG-Antikérpern nach etwa 6 Wochen im Blut
(Abbildung 8) (Wilske et al. 2007). Im Stadium II sind IgG-Antikorper im Serum in 70-90 %
der Fille nachweisbar. Im Stadium III sind typischerweise (90-100 %) sehr hohe IgG-Titer
vorhanden, wihrend der IgM-Spiegel diagnostisch praktisch keine Rolle mehr spielt (Wilske
et al. 2007).
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Typischer serologischer Verlauf einer unbehandelten Borrelien-Infektion. Modifiziert nach viollier AG, VioMecum, 2000

Abbildung 8: Schematischer Verlauf einer Borrelieninfektion; (Quelle: ,,Zecken-iibertragbare Erkrankungen*

GanzImmun, Fachbroschiire 0031).

Fiir den serologischen Nachweis der Lyme-Borreliose wird eine 2-Stufen-Diagnostik
empfohlen (Wilske et al.2000, 2007). Als Screening-Verfahren eignen sich der
senzyme-linked immunosorbent assay”“ (ELISA) oder der Immun-Fluoreszenz-
Antikorper-Test (IFAT). Fillt dieser erste Test positiv aus, wird vielfach der Immunblot als
Bestitigungstest eingesetzt (Wilske et al. 2007).

Zu beachten ist, dass bei der Verwendung von Borrelien-Lysat als Antigen die Gefahr besteht,

dass es durch Kreuzreaktionen mit eng verwandten Spirochiten (Treponemen, Leptospiren)
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und einigen viralen Infektionen (z.B. Eppstein-Barr Virus) zu falsch positiven Reaktionen
kommt (Horst 1997). Seit Kurzem existieren Tests der sogenannten ,.dritten Generation®, in
denen hochspezifische Antigene in rekombinanter Form verwendet werden, wodurch die
Diagnostik erheblich verbessert werden konnte (Gottner et al. 2005, Wilske et al. 2007).

Allein auf serologischen Befunden kann der Nachweis einer Lyme-Borreliose allerdings nicht
basieren. So schliet eine negative Serologie, insbesondere im Anfangsstadium, eine
Lyme-Borreliose nicht aus. Anderseits konnen auch hohe IgG-Titer nach einer friiheren,

subklinisch verlaufenden Infektion, iiber Jahre hinweg bestehen bleiben.

Direkter Nachweis

Ein direkter Nachweis des Erregers erfolgt entweder durch Anzucht in speziellen
Kulturmedien oder durch die PCR bestimmter Genabschnitte. Die Anzucht von Borrelien ist
sehr aufwendig, zeitintensiv und teuer. Die PCR hat sich daher zum Routinenachweis in der
Diagnostik entwickelt, da sie sowohl die Detektion von Borrelien in epidemiologischen als
auch in klinischen Studien zuverldssig erlaubt. In den letzten Jahren wurden verschiedene
PCR-Protokolle entwickelt, die auch die Differenzierung verschiedener Genospezies
ermOglichen (Baranton & De Martino 2009). Verwendete Zielsequenzen sind z.B. das
OspA-Gen (Rauter et al. 2002, Michel et al. 2003), das OspC-Gen (Wang et al. 1999 a) oder
die ,,spacer region* zwischen dem 5S und 23S rRNA-Gen (Rijpkema et al. 1995).
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2.3.3 Anaplasma phagocytophilum (Anaplasmose)

2.3.3.1 Allgemeines

Die humane granulozytire Anaplasmose (HGA), urspriinglich auch als humane granulozytire
Ehrlichiose (HGE) bekannt, wird von Anaplasma phagocytophilum hervorgerufen (Dumler et
al. 2005). A. phagocytophilum befillt insbesondere die Granulozyten, wo die Vermehrung in
zytoplasmatischen Vakuolen findet. Andere Arten wie beispielsweise Anaplasma bovis sind
in den Monozyten lokalisiert oder befallen Thrombozyten (Anaplasma platys)
(Walker & Dumler 1996, Goethert & Telford 2003). Der Name der Erkrankung wird daher oft
in Verbindung mit der Affinitdt des Erregers zum jeweiligen Zelltypus der zelluliren Abwehr
genannt.

In der Tiermedizin ist die granulozytire Anaplasmose schon seit langer Zeit bekannt. In
Europa wurden Erreger, die bei Schafen, Ziegen und Rindern die Granulozyten befallen,
erstmalig 1932 beschrieben und Ehrlichia phagocytophila genannt (Woldehiwet 2010).
Aufgrund von Sequenzhomologien der 16 rDNA kam es zum Zusammenschluss von E. equi,
E. phagocytophila und des Erregers der HGE zu A. phagocytophilum (Dumler et al. 2001).
Uilenberg et al. (2004) kritisierten jedoch die unzureichende Beriicksichtigung anderer
Genorte und die fehlende Charakterisierung von phinotypischen Eigenschaften.

A. phagocytophilum hat ein sehr breites Wirtsspektrum; je nach Tierart stellt sie den Erreger
der caninen, felinen, equinen Anaplasmose, des Zeckenfiebers der Wiederkduer und der
humanen granulozytiren Anaplasmose dar (Rymaszewska & Grenda 2008, Woldehiwet
2010). Aber auch Wildtiere, darunter Nagetiere und Rehwild, sind fiir eine Infektion
empfianglich und konnen zur Verbreitung von unterschiedlichen A. phagocytophilum-

Varianten beitragen.

2.3.3.2 Morphologie, Systematik und genetische Eigenschaften

Anaplasma phagocytophilum ist ein kleines (0,5-1,5 um), pleomorphes, gramnegatives,
obligat intrazellulédr lebendes Bakterium (Dumler et al. 2001). Es befillt vor allem neutrophile
Granulozyten von Siugetieren, in denen es zur Ausbildung der charakteristischen

Morulae-Form kommt (Abbildung 9) (Dumler et al. 2001, Carrade et al. 2009).

34



2 Literaturiibersicht
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Abbildung 9: Neuthrophiler Granulozyt eines Hundes infiziert mit Anaplasma phagocytophilum mit typischer

Morulae-Form. Der Pfeil deutet auf den Erreger. Wrights Fiarbung; 100x Vergroflerung. Abbildung aus Carrade
et al. (2009).

Taxonomisch gehort A. phagocytophilum zur Familie der Anaplasmataceae und wird in die
Ordnung der Rickettsiales eingruppiert. Die bisher bekannten Gattungen der Rickettsiales
zeigen eine komplexe Lebensweise und Epidemiologie, wodurch die systematische

Eingruppierung erschwert wird (Walker & Dumler 1996).

Bei den von Schildzecken iibertragenen Gattungen nehmen vor allem Anaplasma- und

Ehrlichia-Arten eine wichtige human- und veterindrmedizinische Stellung ein (Tabelle 2).

6 Arten besitzen aktuell humanpathogenes Potential (Dumler et al. 2001, Welinder-Olsson et
al. 2010):

® Neorickettsia sennetsu: verursacht das ,,Sennetsu-Fieber* (Zellafinitit zu Monozyten)

e Ehrlichia chaffeensis: verursacht die humane monozytidre Ehrlichiose (HME)

e Ehrlichia canis: verursacht die humane monozytédre Ehrlichiose (HME)

o FEhrlichia ewingii: verursacht die humane granulozytire Ehrlichiose (HGE)

® Anaplasma phagocytophilum: verursacht die humane granulozytire Anaplasmose (HGA)

e Candidatus Neoehrlichia mikurensis: beféllt sowohl Monozyten als auch Granulozyten
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Tabelle 2: Systematik der Anaplasmataceae basierend auf Dumler et al. (2001) und der NCBI Taxonomy
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), Stand: Mai 2010.

Stamm: Bacteria
Unterstamm: Proteobacteria
Klasse: Alphaproteobacteria

Ordnung: Rickettsiales

Familie Gattung Art
Anaplasma bovis
centrale
marginale
ovis
platys

phagocytophilum-Gruppe

Anaplasmataceae

Aegyptianella

pullorum

(Candidatus) Neoehrlichia

lotoris

(candidatus) mikurensis

Ehrlichia

canis-Gruppe

chaffeensis
ewingii
muris

ovina
ruminantum

(candidatus) shimanesis

Neorickettsia helminthoeca
risticii

sennetsu

Genetische Eigenschaften

A. phagocytophilum besitzt ein einzelnes, zirkuldres Chromosom mit mehreren sich
wiederholenden Sequenzen im Genom (Dunning Hotopp et al. 2006).

Die genetisch unterschiedlichen Stimme (,,strains®), die bisher aus Zecken und Siugetieren
extrahiert werden konnten, zeigen eine starke Heterogenitit hinsichtlich ihrer Vektoren,
Reservoirwirte, Gewebetropismus im Wirt, DNA-Sequenzen, Pathogenitit und geografischer

Verbreitung (Massung et al. 2002, Von Loewenich et al. 2003, De la Fuente et al. 2005).
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Die bisherigen Untersuchungen deuten auf eine Wirtsspezifitit einzelner Stimme hin;
weshalb manche Varianten pathogener sind als andere, ist noch weitgehend unverstanden

(Carrade et al. 2009).

2.3.3.3 Verbreitung und Epidemiologie

Die geografische Verbreitung und Saisonalitit der Erkrankung bei Mensch und Tier stimmt
mit der Verbreitung und der Saisonalitét der jeweiligen Vektoren iiberein.

Veroffentlichungen tiber Anaplasma phagocytophilum in Zecken aus Europa (Blanco & Oteo
2002, Bown et al. 2003, Sreter et al. 2004, De la Fuente et al. 2005), Amerika (Levin et
al. 2002, Massung & Slater 2003), Asien (Cao et al. 2006, Zhan et al. 2008) und Afrika
(Inokuma et al. 2005) deuten auf eine weltweite Verbreitung hin.

Ubertriiger von A. phagocytophilum sind vorrangig Schildzecken der Gattung Ixodes. In den
USA sind dies Ixodes scapularis und Ixodes pacificus, in Asien vorrangig Ixodes persulcatus.
In Europa wird Ixodes ricinus als Hauptvektor angesehen (Foley et al. 2008).

In der Natur wird A. phagocytophilum durch vielgestaltige Zecken-Vertebraten-Kreisldaufe
verbreitet. Das Wirtsspektrum von A. phagocytophilum umfasst sowohl zahlreiche Haus-,
Nutz- und Wildtierarten als auch den Menschen. Bei den Haus- und Nutztieren kénnen
Pferde, Hunde, Katzen, Schafe, Rinder, Bisons und Lamas betroffen sein (Granquist et
al. 2010). Allerdings werden viele Wirte wie Menschen und Hunde als ,,accidental hosts‘
angesehen, da sie nur eine kurz andauernde Bakteriimie (< 28 Tage) entwickeln und somit
nur sekundér an der Verbreitung von A. phagocytophilum beteiligt sind (Carrade et al. 2009).
In Abhingigkeit von der geografischen Lage kann eine Vielfalt an kleinen und mittelgrof3en
Saugetieren als mogliches Reservoir fungieren (Nieto & Foley 2008, Carrade et al. 2009,
Ismail et al. 2010, Nieto et al. 2009, 2010). In Europa sind dies vor allem Rotwild (Cervus
elaphus), Rehe (Capreolus capreolus), Gemsen (Rupicapra rupicapra), Rotfiichse (Vulpes
vulpes) und kleine Nagetiere insbesondere aus der Familie der Wiihler (Cricetidae)
z.B. Myodes glareolus (Alberdi et al. 2000, Liz et al. 2002, Petrovec et al. 2002, Bown et
al. 2003, Hartelt et al. 2004, De la Fuente et al. 2008). Aber auch Weidetiere wie
beispielsweise Schafe, konnen eine zyklisch wiederkehrende Bakteriimie entwickeln, die
mehrere Monate andauern kann (Granquist et al. 2008, 2010, Ladbury et al. 2008).

Im Zuge des fortschreitenden Screenings von Wildtieren auf A. phagocytophilum werden
zunehmend neue Wirte entdeckt, wie z.B. der Europdische Braunbir (Ursus arctos), aber

auch Reptilien (Nieto et al. 2009, Vichova et al. 2010).
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Im Jahr 1994 wurde erstmalig der Fall einer humanen Anaplasmose in den USA beschrieben
(Chen et al. 1994). Dort tritt die Krankheit mittlerweile als zweithiufigste durch Zecken
tibertragene Krankheit auf und stellt ein zunehmendes Problem in der Humanmedizin dar
(Bakken & Dumler 2006). Obwohl in Deutschland bislang noch kein gesicherter Fall einer
akuten humanen A. phagocytophilum Infektion dokumentiert ist, weisen Untersuchungs-
ergebnisse aus serologischen und epidemiologischen Studien auf eine flichendeckende
Verbreitung hin (Oehme et al. 2002, Von Loewenich et al. 2003, Barutzki et al. 2006, Jensen
et al. 2007, Krupka et al. 2007).

2.3.3.4 Anaplasma phagocytophilum als Krankheitserreger

Anaplasma phagocytophilum vermehrt sich intrazelluldr in den Granulozyten. Zusitzlich
wurde auch eine Infektion der endothelialen Zellen nachgewiesen (Herron et al. 2005). Die
Erkrankung kann inapparent (,,nicht in Erscheinung tretend*‘) oder asymptomatisch (,,ohne
Symptome*‘) verlaufen und durch eine Serokonversion gekennzeichnet sein.

Anzeichen der Erkrankung konnen unspezifische, grippedhnliche Symptome wie Fieber,
Myalgien, starke Kopfschmerzen, Miidigkeit und Schiittelfrost aber auch Storungen des
gastro-intestinalen Systems sowie des zentralen Nervensystems sein (Bakken & Dumler 2006,
Bitam & Raoult 2009, Ismail et al. 2010). Die Infektion verlduft in den meisten Fillen mild
und selbst-limitierend. Auch ohne eine Antibiotika-Behandlung dauert die akute Infektion
meist nicht ldnger als 2 Monate (Bakken & Dumler 2006). Todesfille, die oft durch
Komplikationen wie Sepsis oder Sekundirinfektionen hervorgerufen werden, treten nur in
<1 % der klinisch auffilligen Patienten auf (Carlyon & Fikrig 2003, Bakken & Dumler
2006). Schwere Krankheitsverliufe scheinen gehduft bei &dlteren Menschen oder bei
Menschen mit geschwichtem Immunsystem aufzutreten (Carrade et al. 2009).

Mithilfe von serologischen Tests, aber auch durch den direkten Nachweis des Erregers mittels
PCR oder durch mikroskopische Techniken (Giemsa Farbung) kann eine Diagnose gestellt

werden (Carrade et al. 2009).
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2.3.4 Rickettsia spp. (Rickettsiosen)

Rickettsiosen sind Erkrankungen, die durch Bakterien der Gattung Rickettsia (Rickettsiaceae)
hervorgerufen werden. Zur Gattung Rickettsia gehoren einige der éltesten bekannten
Infektionserreger wie Rickettsia prowazekii, der Erreger des epidemischen Fleckfiebers
(engl. typhus) (Raoult & Roux 1997).

Mit dem Fortschritt der Technik und der molekularbiologischen Untersuchung werden seit 30
Jahren kontinuierlich neue Rickettsia-Arten entdeckt (Bitam & Raoult 2009). Allein von 1984
bis 2005 wurden 11 neue humanpathogene Arten beschrieben, und weitere 15 sind in der
NCBI Taxonomy Datenbank als ,,Candidatus® gelistet (Stand: April 2010). Allerdings
existieren zu den meisten Vertretern bisher nur wenige epidemiologische Daten und nur
liickenhafte Untersuchungen iiber den Lebenszyklus, mogliche Vektoren und deren

Reservoirwirte (Sprong et al. 2009).

2.3.4.1 Morphologie, Systematik und genetische Eigenschaften

Rickettsien sind sehr kleine, gramnegative Bakterien, die keine Sporen ausbilden. Meist sind
sie von runder bis ovaler Gestalt mit einem Durchmesser von 0,3-0,5 um und einer Lénge von
0,8-2 um (La Scola & Raoult 1997). Sie leben obligat intrazellulir und befallen die
Endothelzellen kleiner Blutgefile.

Rickettsiaceae und Anaplasmataceae sind genetisch verwandt und gehoren zur Ordnung der
Rickettsiales innerhalb der Klasse der a-Proteobakterien (Bogdan 2009).

Urspriinglich wurden Rickettsien in 3 Gruppen unterteilt, was auf phénotypischen
Erscheinungsbildern und klinischen Kriterien basierte: die epidemische Fleckfieber-Gruppe
(,,typhus group®, TG), die durch Zecken iibertragene Zeckenstichfieber-Gruppe (,,spotted
fever group”, SFG) und die Tsutsugamushi-Gruppe (,,scrub typhus group®, STGQG)
(Roux & Raoult 2000, Blanco & Oteo 2006, Bitam & Raoult 2009). Jedoch gestaltet sich
diese traditionelle Einteilung aufgrund der Vielfalt hinsichtlich der intrazelluldren
Erscheinungsformen, verschiedener Vektoren und Wirte, der Lebensweise, der genetischen
Ausstattung etc. nicht ganz einfach (Raoult & Roux 1997, Sekeyova et al. 2001). Neuerdings
wird die Gattung Rickettsia in die grofBe, stark heterogene Zeckenstichfieber-Gruppe, die
kleine Fleckfieber-Gruppe, sowie eine Ubergangsgruppe untergliedert (Tabelle 3). Das

Krankheitsbild beider Hauptgruppen ist klinisch nicht eindeutig voneinander unterscheidbar;
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allerdings konnen die Gruppen anhand des Oberflichenproteins OmpA (fehlend bei

Vertretern der Fleckfieber-Gruppe) und ihrer Vektoren differenziert werden (Tabelle 3)

(Pérez-Osorio et al. 2008). Die einstige Tsutsugamushi-Gruppe wurde in die eigene Gattung

Orientia umgewandelt (Roux & Raoult 2000).

Tabelle 3: Ubersicht der humanpathogenen Rickettsia-Arten in Europa. Tabelle modifiziert nach NCBI
Taxonomy Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), Dobler &Wélfel (2009) und Bitam & Raoult (2009).

Rickettsia-Art | Erkrankung Vektoren Verbreitung
Fleckfieber-Gruppe
Klassisches Fleckfieber, Klassischer Typhus Kleiderlduse weltweit
R. prowazekii
exanthematicus, Brill-Zinsser-Krankheit
R. typhi Murines Fleckfieber (endemischer Typhus) Flohe weltweit
Zeckenstichfieber-Gruppe
R. conorii Mittelmeerfleckfieber (,,mediterranean spotted Rhipicephalus spp., Mittelmeerldander,
fever*, MSF), Boutonneuse-Fieber Dermacentor spp. Afrika, Siidwestasien,
Indien
R. helvetica Aneruptives Zeckenstichfieber Ixodes spp. Eurasien
R. massiliae Zeckenstichfieber Rhipicephalus spp. Europa
R. monacensis Zeckenstichfieber Ixodes spp. Europa
R. raoultii Zeckenstich-Lymphadenitis (“tick-borne Dermacentor spp. Europa, Russland

lymphadenopathy”, TIBOLA)

R. rickettsii

Rocky Mountain-Zeckenstichfieber (“Rocky
Mountain spotted fever”, RMSF)

Dermacentor spp.,
Haemaphysalis spp.,
Amblyomma spp.,

Westliche

Hemisphere

Ixodes spp.
R. sibirica Zeckenstich-Lymphangitis (“lymphangitis Hyalomma spp., China, Israel,
mongolitimonae | associated rickettsiosis”, LAR) Rhipicephalus Frankreich, Spanien,
Portugal, Algerien,
Niger
R. slovaca Zeckenstich-Lymphadenitis (TIBOLA) Dermacentor spp. Eurasien
Ubergangsgruppe
R. akari Rickettsien-Pocken Milben weltweit
R. felis Flohfleckfieber Flohe weltweit
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2.3.4.2 Verbreitung und Epidemiologie

Rickettsia-Arten sind weltweit verbreitet. Dabei hingt das Vorkommen im Wesentlichen von
der Verbreitung der Vektoren ab. Rickettsien sind als obligat intrazelluldr lebende Bakterien
in Arthropoden zu finden und werden durch Speichel oder Kot sowie Blut oder Aerosol auf
den Vertebraten iibertragen. Neben Zecken gelten Liuse, Flohe und Milben als Ubertriger
und meist auch als wichtigstes Erregerreservoir, da in ihnen eine starke Vermehrung
stattfindet (Dobler & Wolfel 2009).

In Deutschland kommen mindestens 6 Rickettsia-Arten indigen vor: Rickettsia helvetica, R.
felis, R. monacensis, R. massiliae, R. raoultii und R. slovaca (Dobler & Wolfel 2009). R. felis
wird vorrangig durch Flohe iibertragen. Wéhrend R. slovaca und R. raoultii primédr durch
Dermacentor-Zecken verbreitet werden (Pluta et al. 2009, 2010) sind R. helvetica, R.
monacensis und R. massiliae hauptsichlich in Ixodes ricinus detektierbar (Simser et al. 2002).
Inwieweit Wirbeltiere in die Epidemiologie von Rickettsien involviert sind und zur
Aufrechterhaltung von Naturherden beitragen, ist im Vergleich zu Arthropoden nur
liickenhaft untersucht. Bestimmte Wildtiere gelten als Reservoirwirte. Dazu zdhlen Nagetiere,
Hasenartige, Hunde und Hirsche. Wihrend serologische Studien zeigen, dass Wildtiere oft in
Kontakt mit Rickettsien kommen, gibt es iiber den direkten Nachweis von Rickettsien in

Wirtsgewebe bisher nur sehr wenig Information.

2.3.4.3 Rickettsien als Krankheitserreger

Bei mehr als 20 Rickettsia-Arten wurde bisher ein humanpathogenes Potential nachgewiesen
(Parola et al.2005). Je nach Rickettsienart konnen die Syptome und der Verlauf der
Erkrankung von milden, asymptomatischen bis zu lebensbedrohlichen Zustidnden reichen
(Parola et al. 2005, Bitam & Raoult 2009).

In Europa werden Rickettsien vor allem im siideuropdischen Raum als zunehmendes
Gesundheitsproblem in der menschlichen Bevolkerung angesehen. In den Jahren 1998-2002
wurden allein in Italien 4604 klinische Fille des Mittelmeerfleckfiebers beschrieben, von
denen 33 todlich verliefen. Verursacher war dabei hauptsichlich Rickettsia conorii, der
Ausloser des Mittelmeerfleckfiebers (Ciceroni et al. 2006). Andere Arten wie Rickettsia
helvetica scheinen eine mildere Erkrankung beim Menschen hervorzurufen (Ciceroni et
al. 2006, Bitam & Raoult 2009).

Die Krankheitserscheinungen der unterschiedlichen Rickettsiosen sind sich &hnlich. Die
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Bakterien dringen in die Winde der Blutgefidfle ein. Dadurch kommt es zu charakteristischen
punktféormigen Einblutungen (Petechien) aus den feinen Kapillaren in die Haut oder die

Schleimhiute (Kimmg et al. 2010).

2.3.4.4 Rickettsia helvetica

Insbesondere in die Epidemiologie von Rickettsia helvetica scheint Ixodes ricinus iiber den
ganzen europdischen Kontinent stark involviert zu sein (Hartelt et al. 2008). Berichte iiber den
Nachweis von R. helvetica in I. ricinus hdufen sich in européischen Lindern, von Spanien und
Italien (Sanogo et al. 2003, Fernandez-Soto et al. 2004) bis hin zum Nordwesten Russlands
(Movila et al. 2011), was fiir eine flaichendeckende Verbreitung spricht.

Uber die Beteiligung von anderen Zeckenarten in der Epidemiologie von R. helvetica sind
bisher nur unzureichende Informationen vorhanden. Hornok et al. (2010) stellten fest, dass
nicht 1. ricinus, sondern Haemaphysalis inermis das grofite Vektorpotential fiir R. helvetica in
ihrem Untersuchungsgebiet in Ungarn besitzt. In Kroatien konnte in Dermacentor reticulatus
zu 10 % R. helvetica nachgewiesen werden (Dobec et al. 2009).

Auch itiber mogliche Reservoirwirte ist der derzeitige Wissensstand noch sehr liickenhaft.
Epidemiologische Studien belegen, dass Zugvogel infizierte Zecken iiber weite Strecken,
auch auf Inseln, verbreiten konnen und Reservoire fiir R. helvetica darstellen (Elfving et
al. 2010, Franke et al. 2010, Movila et al. 2010). Aber auch andere Wirbeltiere, darunter
Eidechsen, besitzen Reservoirkompetenz (Tijsse-Klasen et al. 2011). Sprong et al. (2009)

wiesen R. helvetica im Blut von Miusen, Rehwild und Wildschweinen nach.

Obwohl der Erreger schon 1979 in der Schweiz entdeckt wurde (Burgdorfer et al. 1979) und
der urspriingliche Name ,,Swiss agent* durch Beati et al. (1993) in den Artnamen R. helvetica
umgewandelt wurde, konnte erst vor Kurzem das bereits seit Langem vermutete
humanpathogene Potential durch direkte Isolation des Erregers bei einem Patienten mit
klinischen Anzeichen einer Meningitis bestitigt werden (Nilsson et al. 2010). Jedoch gibt es
bisher nur einzelne Beschreibungen von humanen Infektionen mit unterschiedlichen
Symptomen, weshalb momentan kein einheitliches Krankheitsbild vorliegt (Fournier et al.

2000, Nilsson 2009).

Inwieweit die Erkrankung bei Tieren in Erscheinung tritt, ist unbekannt (Boretti et al. 2009).
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2.3.5 FSME-Viren (Frithsommer-Meningo-Enzephalitis)

FSME-Viren sind die Erreger der von Zecken iibertragenen Enzephalitis (engl. TBE;
tick-borne encephalitis), in Deutschland unter dem Namen ., FSME*
(Frithsommer-Meningo-Enzephalitis) bekannt; Unter den von Arthropoden iibertragenen
viralen Erkrankungen wird sie als die bedeutendste Arbovirose (,,arthropod-borne“=Arbo) in
Mitteleuropa angesehen (Haglund & Giinther 2003, Heinz & Kunz 2004, Manstfield et
al. 2009).

2.3.5.1 Morphologie, Systematik und genetische Eigenschaften

Beim FSME-Virus handelt es sich um ein RNA-Virus, das zur Familie der Flaviviridae gehort
(Mansfield et al. 2009). Flaviviren sind kleine (Durchmesser 40-60 nm), runde Partikel, die
von einer Virushiille umgeben sind und aus nur 3 Strukturproteinen bestehen (Kofler et
al. 2002, Mansfield et al. 2009). Das innen liegende ikosaedrische Nukleokapsid wird aus
viralen C-Proteinen (11 kDa) gebildet und umschlieBt das einzelstringige RNA-Molekiil
(ca. 11 kb) (Kofler et al. 2002, Mansfield et al. 2009). Dieses Kapsid wird wiederum von
einer Hiillmembran umschlossen, auf deren duBerer Oberfliche sich kleine M-Proteine (8
kDa) und groBBe E-Proteine (54 kDa) befinden (Kofler et al. 2002) (Abbildung 9). E-Proteine
scheinen entscheidend fiir die Virulenz zu sein, da sie maBgeblich am Eindringen in die

Wirtszellen beteiligt sind (Mansfield et al. 2009).

E-Protein
(Dimer)

RNA-Genom
Hiillmembran

M-Protein

C-Protein

Abbildung 10: Schematischer Aufbau des FSME-Virus. Quelle: http://www.infektionsbiologie.ch
/parasitologie/seiten/modellparasiten/ixodes/FSME-_virus.gif, Stand: 20.02.2011.
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2.3.5.2 Verbreitung und Epidemiologie

FSME-Viren kommen endemisch in Mittel- und Osteuropa, Russland bis hin nach Sibirien
und Japan vor (Abbildung 11) (Lindquist & Vapalathi 2008, Mansfield et al. 2009). Sie
werden anhand der geografischen Verbreitung und Sequenzanalysen in 3 Subtypen eingeteilt,
die genetisch eng miteinander verwandt sind: den Westeuropdischen, den Sibirischen und den
Fernostlichen Subtyp (Heinz & Kunz 2004, Jaaskeldinen et al. 2006, Lindquist & Vapalathi
2008, Mansfield et al. 2009). Innerhalb der Subtypen lassen sich molekularbiologisch

verschiedene Stimme unterscheiden.

Das Verbreitungsgebiet von FSME-Viren deckt sich mit der Verbreitung der Vektoren

(Abbildung 11). In Westeuropa gilt Ixodes ricinus als Hauptiibertriger des Europidischen

Subtyps, fiir die anderen beiden Subtypen ist es die Zeckenart Ixodes persulcatus

(Jddskeldinen et al. 2006, Lindquist & Vapalathi 2008).

I ricinus
[ | persulcatus
[ Overlapping area

Abbildung 11: Verbreitungsgebiet von Ixodes ricinus (blau), I. persulcatus (lila) und sympatrisches Vorkommen
der beiden Zeckenarten (griin). Die rot gestrichelte Linie begrenzt die bis jetzt bekannten TBE-Endemiegebiete.

Quelle: Lindquist & Vapalathi (2008).

Von 1974 bis 2003 konnte ein Anstieg menschlicher FSME-Erkrankungen in Europa um
400 % beobachtet werden (Siiss 2008). Zwischen 1990 und 2007 wurden durchschnittlich
8755 FSME-Infektionen pro Jahr in Europa und Russland registriert, im Vergleich zu

durchschnittlich 2755 Fillen pro Jahr zwischen 1976 und 1989 (Siiss 2008). Eine Impfung ist
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der einzige wirkungsvolle Schutz gegen eine Erkrankung. Speziell in Osterreich, wo eine
Impfrate von mehr als 80 % besteht, kam es seit 1981 zu einem starken FSME-Riickgang in
der menschlichen Bevolkerung (Heinz & Kunz 2004, Siiss 2008, Mansfield et al. 2009).

Deutschland zidhlt zu den FSME-Endemiegebieten. Im Gegensatz zur Lyme-Borreliose
besteht fiir die FSME eine bundesweite Meldepflicht. Besonders Siiddeutschland ist von
klinischen FSME-Fillen betroffen. Baden-Wiirttemberg und Bayern, gefolgt von Hessen,
zdahlen zu den Hochrisikogebieten (Abbildung 12). Die Inzidenz in den {ibrigen
Bundeslindern liegt unter 0,4 pro 100.000 Einwohnern. Seit Jahrzehnten wird beobachtet,
dass es zu periodisch wiederkehrenden Schwankungen der FSME-Fille wihrend der Jahre
kommt, was auf die Zecken- und Wirtspopulationsdynamik zuriickgefiihrt wird (Zeman et

al. 2010).
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Brandenburg
Bremen
Hamburg
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Miedersachsen
Rheinland-Pfalz
Saarland
Sachsan
Sachsen-Anhalt
Schleswig-Holstein
Thiringen

Baden-wirttemberg
Mardrhein-westfalen

lecklenburg-vorpommem

EdFdeﬂand

Abbildung 12: FSME-Fille in Deutschland in den Jahren 2005-2010. Quelle: Robert Koch-Institut: SurvStat,
http://www3.rki.de/SurvStat, Datenstand: <02.01.2011>.

FSME-Viren kommen endemisch in Naturherden in Waldgebieten iiber ganz Europa und
Asien verteilt als Naturherde vor. Obwohl die Infektion auch bei domestizierten Tieren
auftreten kann, zeigen diese meist keine Symptome (Mansfield et al. 2009).

Als natiirliche Reservoire gelten insbesondere kleine Sdugetiere (Mansfield et al. 2009). Diese
45



2 Literaturiibersicht

konnen bei erstmaligem Kontakt mit FSME-Viren eine kurzzeitige Virdmie ausbilden und
tragen somit stark zur Verbreitung von infizierten Zeckenstadien bei. Nach einem
wiederholten Kontakt kommt es zu einer lebenslangen Immunitét. Trotz fehlender Virdmie
konnen immune Tiere aber als Co-feeding Wirt dienen (Labuda et al. 1997). Das gemeinsame
Saugen von infizierten und nicht infizierten Zecken zur selben Zeit auf einem Wirt ist eine
effiziente Ubertragungsmethode und stellt das Zirkulieren von FSME-Viren in Naturherden
sicher (Labuda et al. 1997). Zusitzlich zu diesen Ubertragungswegen ist auch eine
transovarielle Weitergabe des Virus von Zeckenweibchen auf deren Larven moglich
(Danielova et al. 2002). Auch in Zecken von Zugvogeln wurden FSME-Viren nachgewiesen,
was zu der Vermutung fiihrt, dass diese iiber weite Strecken auch die russischen Subtypen
nach Mitteleuropa einschleppen kénnen (Golovljova et al. 2004, Waldenstrom et al. 2007,
Manstfield et al. 2009).

Obwohl groBere Tiere wie Wiederkduer als wichtige Wirte fiir Zecken fungieren, sind sie in
der Verbreitung von FSME-Viren nicht relevant (Gritsun et al. 2003, Mansfield et al. 2009).
Allerdings konnen domestizierte Wiederkduer eine Virdmie ausbilden, was eine sehr
effiziente Ubertragungsroute des Erregers auf den Menschen darstellt: vor Kurzem ereignete
sich eine Reihe solcher Infektionen durch den Verzehr von nicht pasteurisierter Milch
beziehungsweise Milchprodukten in Osterreich und Ungarn (Holzmann et al. 2009, Balogh et
al. 2010).

2.3.5.3 FSME-Viren als Krankheitserreger

Die Mehrheit der FSME-Infektionen erfolgt durch einen Zeckenstich (Mansfield et al. 2009).
FSME-Viren konnen eine schwerwiegend verlaufende Erkrankung des Nervensystems
verursachen, die potentiell auch tddlich enden kann; jidhrlich werden tausende Neuinfektionen
in ganz Europa und Eurasien gemeldet (Mansfield et al. 2009). Das Invaliditétsrisiko betragt
10-30 % und die Letalitit liegt bei ca. 1-3 % fiir den europdischen, 6-8 % fiir den sibirischen
Subtyp und 20-40 % fiir den fernostlichen Subtyp (Randolph & Rogers 2000, Atrasheuskaya
et al. 2003, Mandl 2005, Mansfield et al. 2009).

Wihrend die durch den fernostlichen Subtyp verursachte Erkrankung einen monophasischen
Verlauf zeigt, kommt es bei einer Infektion mit dem westeuropdischen Subtyp hiufig zu

einem biphasischen Verlauf (Gritsun et al. 2003, Mansfield et al. 2009). Die Inkubationszeit
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betrigt normalerweise 7-14 Tage und geht in eine erste Phase mit einer kurzen Fieberperiode
und Grippesymptomen iiber (Kaiser 1999, Gritsun et al. 2003, Mansfield et al. 2009). Danach
folgt oft eine 2-10 tdgige asymptomatische Phase, die unmittelbar in die zweite Phase
tibergeht. Dieses Stadium ist durch starke Ausfallerscheinungen des zentralen Nervensystems
und hohes Fieber gekennzeichnet. Es konnen Manifestationen in Form von Meningitis
(Hirnhautentziindung), Enzephalitis (Gehirnentziindung), Myelitis (Riickenmarksentziindung)
oder Radikulitis (Nervenwurzelentziindung) auftreten (Mansfield et al. 2009).

Die zugrunde liegenden Mechanismen, die den Viren das Vordringen in das zentrale
Nervensystem ermoglichen und zu komplikationsreichen Schidigungen bis hin zum Tod

fithren konnen, sind nicht vollstdndig geklért (Toporkova et al. 2008, Mansfield et al. 2009).
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3 Material und Methoden

Die Evaluierung des Igels als Wirt fiir verschiedene zeckeniibertragene Erreger erfolgte

anhand vielfiltiger Vorgehensweisen. Abbildung 13 gibt einen groben Uberblick des

verwendeten Probenmaterials und der gewihlten Methode.

Sektionsigel

Erinaceus europaeus,
E. roumanicus,
E. concolor

|

Lebende Igel

Erinaceus europaeus [

/ N\

Zecken von Igeln

Ixodes hexagorus,
I. ricinus

|

Molekularbiologische
Untersuchung der
Organe auf

Serologischer Nachweis
von Borrelien und FSME-
Viren

zeckenilbertragene
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von Borrelien

Molekularbiologische
Untersuchung auf
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Abbildung 13: Uberblick iiber das verwendete Probenmaterial und die gewihlte Untersuchungsmethode.
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3.1 Material

3.1.1 Sektionsigel

Fir den direkten Nachweis von zeckenassoziierten Pathogenen in Igeln (Borrelien,
Anaplasmen, Rickettsien und FSME-Viren) wurden von 2005 bis 2008 Igel der Gattung
Erinaceus, die in Igelstationen gestorben oder im Strallenverkehr getotet worden waren,
eingeschickt beziehungsweise gesammelt. Die Igel stammten primir aus Deutschland, aber
auch aus weiteren Teilen Europas (GroBbritannien, Tschechien, Osterreich und der Tiirkei)
(Abbildung 14, Abbildung 15). Die toten Tiere wurden bis zur Sektion bei -20 °C tief
gefroren.

Des Weiteren wurden Gewebeproben von natiirlich verstorbenen Igeln aus dem ,,Igelgarten*
auf die genannten Pathogene untersucht. Der ,Igelgarten® ist ein natiirlich gestalteter,
1000 m* groBer, mit Wellpolyester umziunter Garten auf dem Gelinde des Zoologischen
Institutes der Universitit Karlsruhe, Abteilung Okologie/Parasitologie, in dem von 2005 bis
2009 eine experimentelle Igelpopulation von 30-40 Tieren untergebracht war. Die Tiere
konnten sich frei bewegen, bauten sich Nester und verbrachten auch den Winterschlaf auf
dem Gelidnde. Diese Tiere wurden im Rahmen einer parallel laufenden Doktorarbeit iiber 3
Jahre hinweg beobachtet, um den Einfluss von Makroparasiten auf verschiedene

Fitnessparameter des Igels zu ermitteln (Pféaffle 2010).

3.1.2 Zecken von Igeln

Fiir die Bestimmung der Pridvalenz von Erregern (Borrelien, Anaplasmen und Rickettsien) in
vollgesogenen Zecken von Igeln wurden die DNA-Extrakte aus der Untersuchung von
Perseke (2010) verwendet. Dabei handelte es sich um vollgesogene, in 70 % Ethanol
konservierte Zecken, die 2006 von insgesamt 33 Igeln abgesammelt worden waren. Die
Zecken stammten von insgesamt 23 Sektionsigeln (siehe Anhang, Tabelle 29) und von 10

Stationsigeln aus Hamburg (n=5), Berlin (n=3) und Esslingen (n=2).

3.1.3 Blutproben von Igeln

Fiir die serologische Untersuchung von Igeln auf Borrelia burgdorferi s.l. und FSME-Viren

wurden Blutproben von 3 Igelstationen (in Baden-Wiirttemberg, Hessen und Hamburg) und
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von Igeln aus dem ,,Igelgarten* nach einer selbst entwickelten Blutabnahme-Methode (3.2.3)

gewonnen.

Abbildung 14: Herkunftsorte der Sektionsigel aus West- und Mitteleuropa. Das ungefihre Einzugsgebiet der
Igelstationen bzw. die Sammelorte sind grau unterlegt. Deutschland: 1 Hamburg (Hamburg), 2 Berlin (Berlin,
vereinzelt Brandenburg), 3 Miinchen (Bayern), 4 Lottstetten (Baden-Wiirttemberg), 5 Region Karlsruhe
(Baden-Wiirttemberg und Rheinland-Pfalz), 5* , Igelgarten* Karlsruhe (schwarzer Punkt), 6 Rhein-Main-Gebiet
(Hessen), 7 Hooksiel (Niedersachsen); Europa: 8 Tschechien (Prag und Umgebung), 9 Osterreich (Jennersdorf),
10 Wales (Cardiff und Umgebung), 11 England (York, Hull und Umgebung), 12 Schottland (Glasgow und
Umgebung).

Abbildung 15: Herkunft der Igel (Erinaceus concolor) aus der Tiirkei/Provinz Bursa (dunkel eingeférbt). Quelle:

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Locator_map-Bursa_Province.png; Datum: 22.09.2010.
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3.2 Allgemeine Methoden

3.2.1 Sektion

Zu jedem Tier wurde ein Sektionsprotokoll erstellt. Das ungefidhre Alter (juvenil, subadult,
adult) wurde anhand der GroBe der Geschlechtsorgane und des Todeszeitpunktes
(juvenil=gestorben vor erstem Winterschlaf, subadult=gestorben nach dem ersten
Winterschlaf, adult>1 Jahr) bestimmt. Zusdtzlich wurden die Tiere beziiglich ihres
Gewichtes in 3 Kategorien eingeteilt (Gruppe 1: 100-500 g, Gruppe 2: 501-700 g, Gruppe 3:
> 800 g).

Fiir die Bestimmung der Durchseuchungsrate von Igeln mit verschiedenen Pathogenen
wurden Gewebeproben von Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere und Blase unter sterilen
Bedingungen entnommen. Die dabei verwendeten Pinzetten und Scheren wurden nach der
Entnahme jedes Organs abgeflammt, um eine Ubertragung von eventuell vorhandenen
Erregern von einem zum anderen Organ zu vermeiden.

Zuerst wurden 2x2x2 mm Gewebestiicke von allen genannten Organen als ,,Organpool* in ein
2 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Des Weiteren wurde ein ca. 3x3x3 mm grofles Gewebestiick
von den oben aufgefiihrten Organen entnommen, in jeweils ein Reaktionsgefif3 iiberfiihrt und
bei -20 °C gelagert. Da Erreger in Organen unterschiedlich verteilt sein konnen, wurde der
Organpool zum groben Screening des Igels auf ein bestimmtes Pathogen mittels PCR genutzt.
Bei einem positiven PCR-Ergebnis des Organpools wurden die Organe des jeweiligen Igels

einzeln molekularbiologisch untersucht.

3.2.2 Bestimmung der Ektoparasiten

Die Bestimmung der Art und des Entwicklungsstadiums der eingesandten Zecken wurde

mithilfe von Bestimmungsschliisseln von Arthur (1963) und Hillyard (1996) vorgenommen.

3.2.3 Blutabnahme und Serumgewinnung

Die Blutabnahme der Igel erfolgte unter Anleitung von Dr. med. vet. Thomas Biicher nach
einer selbst entwickelten, ohne Narkose funktionierenden Methode an der Vena saphena am
Hinterbein des Tieres.

Vor Beginn der eigentlichen Blutabnahme wurde eine Einmalkaniile (grin @ 0,80 mm x
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25 mm) auf eine Multivette gesteckt. Danach wurde der Igel behutsam entrollt, das Hinterbein
vorsichtig hervorgezogen und der Igel in abgebildeter Weise fixiert (Abbildung 16). Ein
Stauschlauch fiir Kleintiere wurde am Hinterbein angelegt, um das zu punktierende Gefil3
besser hervortreten zu lassen (Abbildung 17). Die Hautoberfliche wurde mit einem mit 70 %

Ethanol getrinkten Zellstofftupfer gut desinfiziert. In das hervortretende Gefid3 wurde

unmittelbar moglichst flach eingestochen und der Stauschlauch gelst.

Abbildung 17: Hinterbein mit hervortretenden Gefden (mit roten Pfeilen markiert). Foto: Jasmin Skuballa.
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Abbildung 18: Durch Kapillarkrifte wird das Blut in die Multivette gezogen. Foto: Jasmin Skuballa.

Das Blut floss nun mithilfe der Kapillarkraft in die Multivette (Abbildung 18); dabei musste
der Sitz der Kaniile iiberpriift und eventuell korrigiert werden. Lauft das Blut zu langsam,
koaguliert es, und ein Blutklumpen verstopft das Rohrchen. In diesem Fall wurde die
Blutabnahme sofort abgebrochen. Der Vorgang ist abgeschlossen, wenn die Multivette
komplett mit Blut gefiillt ist. Nach der Blutabnahme wurde die Einstichstelle mittels
Lotagen-getrinktem Tupfer komprimiert und die einsetzende Blutstillung abgewartet.

Im Labor wurde das Blut fiir 10 min bei 16.000 g zentrifugiert, das erhaltene Serum
anschlieBend auf mehrere gekennzeichnete 1,5 ml Reaktionsgefde aufgeteilt und bei -20 °C

bis zur serologischen Untersuchung aufbewahrt.

3.2.4 Experimentelle Untersuchungen

Um zu iiberpriifen, ob Igel eine Infektion mit Borrelien entwickeln und erkranken, wurden 5
Tiere unter kontrollierten Bedingungen mit Borrelia afzelii-infizierten Zecken besetzt und
anschlieend in regelmédBigen Abstinden xenodiagnostisch untersucht. Alle Untersuchungen
an lebenden Tieren wurden vorher durch die Ethikkommission des Karlsruher Institutes fiir
Technologie und durch das Regierungsprisidium Karlsruhe genehmigt. Die entsprechenden

Aktenzeichen sind den nachfolgenden Abschnitten zu entnehmen.
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3.2.4.1 Material

Zecken fiir die experimentelle Untersuchung

Mit Borrelia afzelii-infizierte Weibchen (Infektionsrate >80 %) und nicht infizierte
Minnchen von Ixodes ricinus, wurden von Dr. H. Dautel (Firma InsectServices)
bereitgestellt.

Fiir die Xenodiagnose wurden im Labor geziichtete, nicht infizierte I. ricinus Larven von

Prof. Dr. L. Gern (Université Neuchétel) verwendet.

Igel fiir die experimentelle Untersuchung

Fiir den Versuch wurden 5 Igel der Art Erinaceus europaeus, die in Igelstationen grof3
gezogen worden waren, verwendet. Das Blut dieser Igel wurde mittels Borrelia-ELISA (siehe
Kapitel 3.3.1.1) als seronegativ eingestuft. Bei der Erteilung der versuchstierrechtlichen
Genehmigung (Regierungsprisidium Karlsruhe, Aktenzeichen: 35-9185.81/G-89/07) kam es
zu Verzogerungen, weshalb die Versuche erst nach dem zweiten Winterschlaf beginnen
konnten. Der Winterschlaf erfolgte in zeckenfreien Gehegen. Es handelte sich somit um 1,5

jahrige Tiere.

3.2.4.2 Methoden

Infektion der Wirtstiere mit Borrelia afzelii

Die Tiere wurden einzeln und unsediert mit 5 Borrelia afzelii-infizierten Weibchen und 5
uninfizierten Ixodes ricinus Méannchen besetzt (Genehmigung durch das Regierungsprisidium
Karlsruhe, Aktenzeichen: 24a-28/5002.44c¢). I. ricinus Méannchen wurden gleichzeitig mit den
Weibchen auf den Igel gesetzt, um einerseits die Befruchtung der Weibchen zu gewihrleisten,
aber auch anderseits den Saugerfolg zu maximieren (Dr. H. Dautel, personliche Mitteilung).
Einige Studien zum Paarungsverhalten von Zecken weisen darauf hin, dass wihrend der
Kopulation ein Protein vom Ménnchen abgesondert wird, das als Stimulus fiir die erfolgreiche
Blutaufnahme des Weibchens dient (Weiss & Kaufman 2004). Fiir die Infektion wurde jeder
Igel fiir 4 Stunden wihrend des Tagesschlafes in einen verschlossenen, atmungsaktiven

Leinensack gesetzt. Der Leinensack wurde vorsichtig in eine Schlafbox (40x20x20 cm)
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gelegt, die wiederum in einer groBeren Box (60x40x30 cm) stand, an deren Boden sich
Locher (@ 1 cm, Abstand 1 cm) befanden. Diese Box befand sich iiber einer mit Wasser
gefiillten Schale, um ein Entweichen der Zecken sicher ausschlieBen zu konnen. Der
Leinensack wurde nach 4 Stunden geoffnet und auf ungesogene Zecken untersucht. Die Igel
wurden anschlieBend fiir 13 Tage einzeln in Edelstahlkifigen (30x60x80 cm) mit Lochboden
(@ Locher: 1 cm, Abstand lcm) iiber einer Wasserschale gehalten, bis alle vollgesogenen

L. ricinus Weibchen abgefallen waren.

Fiir die Dauer der xenodiagnostischen Untersuchung (12 bzw. 14 Wochen) wurde den Igeln
zusitzlich die Schlafbox als Nestersatz in den Kéfig gestellt. Der Ansatz von nicht infizierten
Larven an die Igel erfolgte wie oben beschrieben. Das Wasser und der Kéfig wurden téglich

auf abgefallene Larven kontrolliert.

Blutabnahme

In regelméBigen Abstinden von 1 bis 2 Wochen wurde iiber einen Zeitraum von 12 bzw. 14
Wochen Blut abgenommen, das sowohl serologisch als auch mittels PCR auf Borrelien

untersucht wurde.

Xenodiagnose

Die experimentell infizierten Tiere wurden in regelmédBigen Abstinden von 1 bzw. 2 Wochen

mit ca. 50 nicht infizierten Larven besetzt.

Natiirliche Infektion

4 Tgel, die mehrere Jahre im ,,Igelgarten* verbracht hatten, und 2 Igel, die zuvor noch nicht
im ,,Igelgarten* waren, wurden fiir eine Woche einer natiirlichen Zeckenexposition und somit
einer B. burgdorferi s.l. Infektion im ,,Igelgarten* ausgesetzt. AnschlieBend wurden sie aus
dem Garten entnommen und wie oben beschrieben, 13 Tage in Kéfigen tiber Wasser gehalten,
bis alle Zeckenstadien abgefallen waren und ebenfalls in regelméligen Abstinden {iiber
Xenodiagnose auf Borrelien untersucht. Zusitzlich wurde bei diesen Tieren eine Hautbiopsie

am Oberschenkel des Hinterbeines von Dr. vet. med. T. Biicher unter Narkose (Ketamin
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(30 mg/lkg KGW) + Xylazin (3 mg/kg KGW)) mithilfe einer Biopsiestanze (@ 3 mm)

entnommen und mittels PCR auf Borrelien getestet.

Ermittlung der Infektionsrate der gesaugten Zecken

Gesogene Larven, die zur Xenodiagnose angesetzt worden waren, wurden in kleinen
Reaktionsgefilen im Exsikkator mit einer Luftfeuchte von >95 % bis zur Hiutung zur
Nymphe autbewahrt und anschlieend mithilfe der PCR untersucht. Die vollgesogenen, mit
B. afzelii-infizierten I. ricinus Weibchen wurden sofort nach dem Abfallen am Igel in 70 %

Ethanol iiberfiihrt und die tatsdchliche Infektionsrate mittels PCR nachtriglich ermittelt.

3.3 Immunbiologische Methoden

3.3.1 ELISA

Der ELISA (,enzyme-linked immunosorbent assay*) basiert auf der enzymatischen
Umsetzung eines Substrates und dem Nachweis des Produktes, beispielsweise durch eine
Farbverianderung oder Fluoreszenzlichtentwicklung.

Der ELISA wird in der Regel in Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die kommerziell erhiltlichen
Kits enthalten meist mit Antigenen oder Antikorpern vorbeschichtete Platten. Fiir den
Nachweis spezifischer Antikorper gegen einen bestimmten Erreger kann ein sogenannter
indirekter ELISA eingesetzt werden. Nach erfolgter Bindung der nachzuweisenden priméren
Antikorper an das Antigen wird mit einem zweiten, anti-Spezies-spezifischen Antikorper
(Konjugat) inkubiert, der seinerseits mit einem Enzym markiert ist. Der Umsatz eines
Enzymsubstrates zeigt die Anwesenheit der primér nachzuweisenden Antikorper in Bindung

mit den anti-Spezies-spezifischen Antikorpern in den Vertiefungen der Mikrotiterplatte an.

3.3.1.1 Borrelia burgdorferi s.1. ELISA

Zur Testung der Igelseren auf spezifische Borrelia-Antikorper wurde das Noval.isa Borrelia
burgdorferi 1gG-ELISA rekombinant Kit verwendet. Jede der 96 Kavititen der ELISA-Platte
ist mit den Epitopen OspC der Stimme B31 (B. burgdorferi s.s.), 20047 (B. garinii) und T25
(B. garinii), sowie den Antigenen p100 und p18 von PKo (B. afzelii), p41i des Stammes PBi
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(B. bavariensis) und VISE aus verschiedenen Genospezies beschichtet.

Als Anti-Igel-Konjugat wurde ein Peroxidase-markiertes Protein G-Peroxidase-Konjugat
(Calbiochem/Merck) an das ELISA-Kit angepasst. Protein G ist ein Zelloberflachenprotein
von Streptococcus spp., das spezifisch an den Fc-Terminus von IgG verschiedener Tierarten
bindet und somit universell fiir mehrere Spezies verwendbar ist (,,all species““-Konjugat).

Bei  Vorhandensein  spezifischer  Antikorper  wird die  zugegebene  TMB
(Tetra-Methylbenzidine)-Substratlosung durch das Enzym des Konjugates umgesetzt, was
durch eine Farbanderung von klar zu blau sichtbar wird. Die Reaktion wird durch Zugabe
einer Stopplosung (Schwefelsiure; 0,2 mol/l) beendet. Es erfolgt ein Farbumschlag von blau

nach gelb.

Testdurchfiihrung

e gewihlte Probenverdiinnung 1+100. Je 10 pupul Serum mit 1000 pl

Probenverdiinnungspuffer in 1,5 ml Eppendorf mischen (Vortex)

e zur Qualititssicherung des Testes ist fiir die Vertiefung Al der Substratleerwert, B1 die
Negativkontrolle, C1+D1 die Cut-Off Kontrolle und fiir E1 die Positivkontrolle aus dem

Kit vorgesehen. 100 ul Probe in jede Kavitit ziigig pipettieren
¢ Inkubation der Seren fiir 1h +/- 5 min bei 37 °C in feuchter Kammer
e dreimal mit 300 ul Waschlésung waschen

e gewihlte Konjugatverdiinnung 1+1000. Zugabe von 100 ul Konjugat in jede Kavitit,

mit Ausnahme der fiir die Berechnung des Substratleerwertes
¢ Konjugatinkubation 30 min bei Raumtemperatur (20-25 °C)
e dreimal mit 300 ul Waschlésung waschen
e Zugabe von 100 pl TMB-Substratlosung in alle Vertiefungen
e Substratinkubation: genau 12 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (20-25 °C)
¢ Abstoppen der Reaktion :100 ul Stopplosung in jede Kavitit

e [Extinktionsmessung: OD (Optische Dichte)-Messung  mithilfe =~ des  SUNRISE
Mikrotiterplatten-Photometers (ELISA-Reader) und der dazugehorigen Software
(Magellan-Data Analysis) bei 450 nm (Referenzwellenldnge: 620 nm). Die Messung

wurde innerhalb von 30 min durchgefiihrt.
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Da vor dieser Untersuchung kein Igelserum als Positivkontrolle bzw. Negativkontrolle zur
Verfiigung stand, wurde das Serum eines Igels, der in einer Igelstation geboren wurde, als
Negativprobe und das Serum eines mehrjdhrigen Igels, der im ,,Igelgarten* einer natiirlichen
Zecken-/Erregerinfektion ausgesetzt war, als Positivkontrolle eingesetzt. Zuséitzlich wurden
die beiliegenden Kontrollen des ELISA-Kits mitgefithrt (Positivkontrolle, Cut-Off,
Negativkontrolle).

3.3.1.2 FSME-ELISA

Zur Testung der Igelseren auf spezifische FSME-Virus-Antikorper wurde das kommerzielle
Testsystem Immunozym FSME (TBE) IgG-All Species verwendet. Dieser Test beruht
ebenfalls auf dem Einsatz eines “all species‘-Konjugates (Protein G-Peroxidase) und wird in
der Veterindrmedizin bei mehreren Sidugetierarten (wie Hund, Pferd, Rind usw.) zum
Nachweis spezifischer Antikorper gegen FSME-Viren verwendet. Die ELISA-Platte ist mit
inaktiviertem FSME-Virus beschichtet und fiir 96 Reaktionen konzipiert. Das Kit enthilt
neben einem ,all species“-Konjugat sowie ,high level“- und ,low level“-Kontrollen
zusatzlich 5 Kalibratoren aus lyophilisiertem Humanserum. Der Test wurde mit den
dazugehorigen Kit-Komponenten nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Igelseren wurden 1+50 verdiinnt, das beiliegende Konjugat 1+100. Die Extinktionsmessung

erfolgte bei 450 nm.

3.3.2 Immunblot

Im Immunblot, auch Westernblot genannt, werden Proteine auf eine Trigermembran
iibertragen (,,blotting*) und anschlieBend iiber unterschiedliche Reaktionen nachgewiesen. In
der Diagnostik wird der Immunblot als Bestitigungstest des vorangegangenen ELISAs

eingesetzt.

3.3.2.1 Borrelia burgdorferi s.1. Inmunblot

Zur Bestitigung und Verifizierung der ELISA-Ergebnisse wurde der kommerziell erhiltliche
recomLine Borrelia IgG Immunblot eingesetzt. Das Testkit wurde fiir den Nachweis von IgG-
oder IgM-Antikorpern gegen Borrelia burgdorferi s.l. in humanem Serum, Plasma oder
Liquor entwickelt.
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Auf einem einzelnen Teststreifen sind insgesamt 15 rekombinant hergestellte, spezifische
Borrelia-Antigene gegen alle der bislang humanpathogen geltenden Genospezies (B. afzelii,
B. bavariensis, B. burgdorferi s.s., B. garinii und B. spielmanii) aufgetragen.

Als zweiter Antikorper wurde das Protein G Peroxidase-Konjugat (Calbiochem/Merck)
verwendet. Die Auswertung der Blotstreifen erfolgte mithilfe der recomScan Software in
Kooperation mit Herrn Dr. Gottner und Herrn Dr. Hofweber (Firma Mikrogen). Dabei
wurden die Reaktivititen in Relation zum Cut-Off (CO) Wert gesetzt. Ein Wert von
z.B. 329,4 bedeutet, dass die Intensitit der Antigenbande um 329,4 % hoher war, als der Cut-
Off Wert selbst (also mehr als 3 mal so stark). Bei negativen Werten (z.B. -21,6) war die
Antigenbande schwicher als die Cut-Off Kontrollbande ausgeprigt, und wurde von der
Software als negativ registriert. Nimmt man die offizielle Beurteilung eines Immunblots fiir
menschliche Seren als Grundlage, ist das Ergebnis erst dann als positiv zu bewerten, wenn
Antikorper gegen mindestens 2 hochspezifische Proteine nachgewiesen werden (2-Banden-
Kriterium, MiQ-Richtlinie, Wilske et al. 2000). Beim Nachweis von AntikOrpern gegen nur

1 hochspezifisches Protein handelt es sich um ein fragliches Ergebnis.

Testdurchfithrung

Das Serum wurde 1:1000 verdiinnt (15 pl auf 1,5 ml). Fiir den zweiten Inkubationsschritt
wurde wiederum das Protein G-Peroxidase-Konjugat (Calbiochem/Merck) in einer
Verdiinnung von 1:2000 verwendet. Die Firbereaktion wurde auf 11 min festgelegt.

Die Auswertung und Dokumentation der Blotstreifen erfolgte durch die recomScan Software
der Firma Mikrogen (2-Banden-Kriterium laut MiQ-Richtlinie). In Tabelle 4 sind die
einzelnen Antigene des Blotstreifens, ihre Bezeichnung, ihre Herkunft sowie die Beurteilung

ithrer Spezifitit aufgefiihrt.
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Tabelle 4: Rekombinante Borrelien-Antigene des recomLine Borrelia IgG-Immunoassays und die jeweilige

Spezifitdtsbeschreibung.

Antigen Herkunft/Spezies Spezifitit

p100 B. afzelii hoch spezifisches Protein, v.a. IgG-Marker in der
Spétphase einer Infektion

VISE verschiedene Borrelia-Spezies immundominantes (und trotzdem hoch-spezifisches)
Antigen in der Borrelienserologie, wird nur in vivo
exprimiert

pS8 B. garinii hohe Spezifitit, unbekannte Funktion

p4l B. burgdorferi s.s. geringe Spezifitit, Flagellin, Kreuzreaktivitdt mit
anderen Spirochdten und begeifielten Bakterien
bekannt

p39 B. afzelii hochspezifisch, auch als BMPA bezeichnet

OspA B. afzelii wie OspC sehr spezifisch; hohe Titer beim Tier
werden v.a. durch Impfung erreicht

OspC B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi s.s., | hohe Spezifitit, v.a. bei IgM Bestimmung wichtig

B. spielmanii
pl8 pl8 (B.b.s.s.) aus Stamm B31 p18-Antigene reagieren sehr spezies-spezifisch

(B. burgdorferi s.s.)

pl8 (B.a.) aus Stamm PKo (B. afzelii)

pl8 (B.g.1=B. bavariensis) aus Stamm
PBi (syn. Borrelia garinii, OspA-Typ 4)
pl8 (B.g.2) aus Stamm 20047 (B. garinii,
OspA-Typ 9)

pl8 (B.sp.) aus Stamm PSig

(B. spielmanii)
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Nukleinsiureextraktion

3.4.1.1 DNA-Extraktion mithilfe der Chelex 100 Matrix

Die DNA-Aufreinigung der zu Nymphen gehéduteten Larven der experimentellen Infektion
erfolgte nach der Chelex 100 Methode (Walsh et al. 1991). Dieser Methode liegt das Prinzip
der Ionen-Austausch-Chromatographie zu Grunde. Chelex 100 ist ein Kationen-
austauscherharz, das Metallionen wie Ca** und Mg2+ chelatinisiert. Eine gleichzeitige
Erhitzung wéhrend des Bindungsvorganges bewirkt, dass Zellmembranen zerstort,
Zell-Lyse-Produkte sowie die Metallionen beseitigt werden, und die Nukleinsduren am Ende
der Aufreinigung denaturiert in der Losung vorliegen.

Die DNA der Nymphen wurde einzeln extrahiert und in der anschlieBenden PCR in Pools zu
je 5 Individuen getestet. Die Nymphen positiver Pools wurden danach einzeln untersucht.

Bei Anwesenheit von Hidmoglobin ist Chelex 100 nur bedingt einsetzbar. Vollgesogene
Zecken und Gewebeproben wurden daher mit dem automatisierten Maxwell-Verfahren

aufgereinigt (siehe 3.4.1.2).

Aufreinigungsprotokoll

e | Zecke in 1 Schraubdeckelgefid3 (1,5 ml) geben und mit 40 ul Chelex 100-Suspension
(20 %) mischen

e mithilfe einer Impfose als Pistill wird die Zecke homogenisiert. Die Losung wird

anschlieBend gut gemischt (Vortex)
e 20 sek bei 4°C und 16.000 g zentrifugieren
¢ 30 min bei 56°C im Wasserbad inkubieren
e 20 sek bei 4°C und 16.000 g zentrifugieren
¢ 10 min bei 100°C im Wasserbad inkubieren
e 20 sek vortexen und 3 min bei 16.000 g zentrifugieren
e 5 ul Uberstand in die vorgesehene PCR einsetzen oder bei -20 °C aufbewahren

e bei Lagerung bei -20 C°: Auftauen der Proben fiir 10 min bei 56 °C im Wasserbad, fiir
3 min bei 16.000 g abzentrifugieren, 5 ul Uberstand fiir die PCR verwenden.

61



3 Material und Methoden

3.4.1.2 DNA-Extraktion mithilfe des Maxwell 16 Instrumentes

Das automatisierte Maxwell 16 System besteht aus dem vorprogrammierten Gerdt und
vorgefiillten = Reagenzienkartuschen, die alle erforderlichen  Bestandteile zur
Nukleinsdureextraktion und paramagnetische Magnesil-Partikel (PMPs) enthalten.

Das Prinzip beruht auf der Freisetzung der Nukleinsduren aus der Probe mithilfe eines
Lyse-Puffers mit hohem Salzgehalt (Guanidinisothiocyanat). Aufgrund des hohen
Salzgehaltes und des niedrigen pH-Wertes findet eine reversible Bindung der DNA/RNA an
magnetische Silika-Partikel statt. Vorhandene Polysaccharide und Proteine werden durch
mehrmalige Reinigungsschritte entfernt. Am Ende der Extraktion wird die DNA/RNA durch
die Verwendung eines Elutionspuffers mit niedriger Salzkonzentration von den PMPs gelost

und liegt in Losung vor.

Nachdem die PMPs das Ausgangsmaterial gebunden haben, transferiert ein magnetischer
StoBel die Probenkomplexe in die einzelnen Kartuschen zur Lyse und Reinigung.

Fiir die Lyse von Gewebeproben wurden die Reagenzkartuschen Maxwell 16 Tissue DNA
verwendet. Da ein maximaler Einsatz von 50 mg Gewebe laut Herstellerangaben nicht
tiberschritten werden sollte, wurden die fiinf 2x2x2 mm groen Gewebestiicke der gepoolten
Organproben vor dem Einsatz in das Gerit zerkleinert. Der Organpool wurde dafiir mit 250 pl
Lyse-Puffer versetzt, mit einem Plastikstofel gemorsert und 250 ul dieser homogenen
Suspension zur DNA-Extraktion in die Kartuschen iiberfiihrt. Einzelne Gewebestiicke wurden
ohne Vorbehandlung verwendet. Nach Beendigung des Durchlaufs wurden alle

DNA-Extrakte in 0,5 ml Eppendorf-Gefifle iiberfiihrt und 1 ul RNasin zugegeben.

3.4.1.3 DNA-Isolierung mit dem QIAmp Viral RNA Mini Kit

Die DNA der von Perseke (2010) auf Rickettsien untersuchten Zecken wurde mithilfe des
QIAmp Viral RNA Mini Kit isoliert. Vor der Aufreinigung wurden die Zecken eines
einzelnen Igels gepoolt und homogenisiert (Nymphen in Pools bis zu 5 Zecken, Larven in
Pools bis zu 10 Zecken, adulte Zecken einzeln). Die Homogenisierung erfolgte in einem PBS
(Phosphate Buffered Saline) Puffer ohne Ca** und Mg** bei pH 7.5. Die detaillierte
Durchfithrung der DNA-Isolierung ist in der Diplomarbeit von Perseke (2010) beschrieben.
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3.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion, engl. Polymerase chain reaction (PCR) werden in
mehreren Schritten spezifische Nukleinsduresequenzen, die nur in geringer Menge vorliegen,
vervielfiltigt. Fiir die PCR wird ein sequenzspezifisches, komplementires Oligonukleotidpaar
(Forward und Reverse Primer), eine thermostabile DNA-Polymerase und ein Mix der 4
Nukleotide Guanin (G), Adenin (A), Thymin (T) und Cytosin (C) benétigt. Die Primer haben
eine Linge von 16-24 Basenpaaren und werden so ausgewihlt, dass die Zielsequenz zwischen
ihnen liegt. Die PCR wird in einem speziellen Gerit durchgefiihrt (Thermocycler), welches in
der Lage ist, die Temperatur des Reaktionsblocks sehr rasch zu #ndern. Verschiedene
Temperaturen sind notwendig, um die DNA zunidchst zu denaturieren (Bildung von
Einzelstrangen bei 95 °C), dann die Anlagerung der Primer zu ermoglichen (sog. Annealing
bei 50-65 °C) und schlieBlich die Elongation der Primer entlang der DNA-Matrize zu einem
neuen Tochterstrang zu gewdhrleisten (Temperatur-Optimum der DNA-Polymerase bei
72 °C). Dieser Vorgang (Denaturierung, Annealing, Elongation) wird auch PCR-Zyklus
genannt und 30-40 mal wiederholt. Bei jedem Zyklus verdoppelt sich idealerweise der
zwischen den Primern liegende DN A-Abschnitt, die Gesamtreaktion dauert etwa 1-2 Stunden.
Auch geringste Spuren von DNA konnen mit dieser Methode nachgewiesen und
diagnostischen Zwecken zuginglich gemacht werden.

Die Sensitivitidt und Spezifitit einer PCR kann zusitzlich durch eine sogenannte nested PCR
erhoht werden. Unter einer nested PCR versteht man eine ,,geschachtelte PCR aus 2
Reaktionen. Im ersten PCR-Lauf wird ein gro3es Produkt gebildet, das als Template fiir die
zweite PCR eingesetzt wird. In der zweiten PCR wird dann ein DNA-Abschnitt vervielfiltigt,
der innerhalb des Amplifikationsproduktes der ersten PCR liegt. Werden die Primer der
zweiten PCR so gewihlt, dass sie komplett innerhalb des ersten Amplifikationsproduktes
liegen, spricht man von einer nested PCR. Liegt nur ein Primer der zweiten Reaktion
innerhalb der zu amplifizierenden Region und wird ein Primer der ersten Reaktion erneut
verwendet, spricht man von einer semi-nested (,,halb-geschachtelten*) PCR.

Die hohe Sensitivitit der PCR bedingt eine grole Kontaminationsgefahr. Zur Vermeidung
von Kontaminationen wurden folgende Sicherheitsaspekte beriicksichtigt:

die DNA-Priparation, die Erstellung des Mastermixes fiir die PCR, die Zugabe der
gereinigten DNA in die einzelnen PCR-Gefdlle und die Durchfithrung der PCR erfolgten
rdumlich getrennt. Alle Pipettierschritte erfolgten unter einer sterilen Werkbank mit sterilen,

gestopften Pipetten. Die Arbeitsplitze wurden iiber Nacht mit UV-Licht bestrahlt, um
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eventuell vorhandene Rest-DNA zu zerstoren.

Zur Minimierung falsch-positiver Befunde wurden bei allen Tests Negativkontrollen
mitgefiihrt. Diese bestanden aus sterilem H,Opigess und wurde genauso behandelt wie die
Proben. Des Weiteren wurde bei jedem Testdurchlauf mindestens eine Positivkontrolle

mitgefiihrt.

3.4.2.1 Real-time PCR

Eine weitere Vervielfiltigungsmethode von Nukleinsduren ist die Real-time PCR (RT-PCR)
oder quantitative Echtzeit-PCR, die auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR beruht, aber die
Detektion von positiven Proben bereits wihrend des PCR-Laufs durch Fluoreszenzfarbstoffe
erlaubt. Dadurch entfdllt zum einen der Nachweis der PCR-Produkte mittels
Gelelektrophorese, zum anderen verringert sich aber auch die Kontaminationsgefahr. Ein

weiterer Vorteil im Vergleich zur PCR auf dem Thermocycler ist die Zeitersparnis.

Es gibt unterschiedliche Fluoreszenz-Nachweissysteme. Die einfachste Moglichkeit des
Nachweises von PCR-Produkten besteht in der Nutzung von interkalierenden
DNA-Farbstoffen (z.B. SYBR Green oder Ethidiumbromid). Des Weiteren konnen
sequenzspezifische, mit Fluoreszenzstoffen markierte Sonden eingesetzt werden, bei denen
die Energielibertragung zwischen 2 Fluorophoren (,,Fluorescence Resonance Energy
Transfer, FRET) genutzt wird.

Im Folgenden wird das Nachweisprinzip verschiedener Fluoreszenzsonden mittels

LightCycler erléutert.

3.4.2.2 Real-time PCR mittels LightCycler

Auf dem LightCycler erfolgt die PCR Reaktion im Gegensatz zur konventionellen PCR in
Glaskapillaren, die lichtdurchléssig sind und durch die groe Oberfldche schnelle Heiz- und
Abkiihlgeschwindigkeiten ermoglichen und somit die Reaktionsdauer verkiirzen. Neben den
Primern werden zusitzlich sequenzspezifische fluoreszenzmarkierte Sonden verwendet, die
mit den gebildeten PCR-Produkten hybridisieren. Die Detektion von PCR-Produkten erfolgt
nicht durch Visualisierung der PCR-Fragmente auf einem Agarosegel, sondern mittels
Fluoreszenz, die nach jedem Reaktionszyklus gemessen wird und von der gebildeten

Produktmenge abhingig ist. Durch das Wegfallen der Gelelektrophorese wird die
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Kontaminationsgefahr deutlich reduziert. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass sich die

Bildung der PCR-Produkte direkt am PC-Bildschirm verfolgen lésst (,,real-time PCR).

Hybridisierungssonden

Zur Genotypisierung von Proben konnen Hybridisierungssonden (,,hybridization probes‘)
eingesetzt werden, die mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind (Anker- und
Sensorsonde).

Die Sonden binden in der Annealing-Phase an den komplementéren Strang des sich bildenden
PCR-Produkts zwischen den Primern. Bei Proben, die die Zielsequenz enthalten, binden
Anker- und Sensorsonde in unmittelbarer Nihe zueinander (< 5 Basenpaare Abstand) und
werden durch einen Lichtimpuls angeregt. Dadurch emittiert die Sensorsonde ein Lichtsignal
von 530 nm, das den Farbstoff der Ankersonde anregt und zur Emission eines zweiten Signals
fithrt (640 oder 705 nm), das von den Detektoren des LightCyclers gemessen wird. Der
,Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) kann nur bei unmittelbarer Bindung der
Sonden nebeneinander erfolgen. Dies verhindert die Anregung freier Sonden und damit eine
Fehlbestimmung. Mit zunehmender Zyklenzahl wird mehr Amplifikat gebildet; dadurch
konnen mehr Sonden binden und die Fluoreszenzintensitit steigt proportional zur Menge des

entstandenen PCR-Produktes an.

Abbildung 19 zeigt den schematischen Ablauf der OspA-PCR nach Rauter et al. (2002), mit
deren Hilfe Borrelien anhand von Sondenhybridisierung und nachfolgender
Schmelzpunktanalyse bis zur Genospezies in der vorliegenden Arbeit bestimmt wurden.

Nach Denaturierung der DNA-Doppelstringe zu Einzelstringen lagern sich in der
Annealing-Phase der Forward Primer (OspA ilC), der mit einer LC Red 640 Sonde
(Ankersonde) markiert ist, und der Reverse Primer (OspA as) an die komplementiren
Sequenzen an (Abbildung 19 A). Die Polymerase synthetisiert die komplementidren Stringe.
Wihrend den folgenden PCR-Zyklen kommt es bei Vorhandensein von Borrelien-DNA in der
Probe zu einer rdumlichen Anndherung der mit Fluoreszein markierten Sensorsonde (Probe
Ba2, die ihre Zielsequenz in unmittelbarer Ndhe von der Ankersonde hat), an die mit LC Red
640 markierten DNA-Striange. Der Farbstoff LC Red 640 sendet nun Licht der Wellenldnge
640 nm aus, welches vom LightCycler detektiert wird (Abbildung 19 B). Das

Fluoreszenzsignal wird am Ende jeder Annealingphase gemessen und nimmt bei
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entsprechender Produktbildung in exponentieller Weise zu.

Primer as
‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII m ‘

5 3
A ‘ i

i e

OspA iLC
LC-Red 640

Polymerase

; 3 t
=ﬁ ﬁ 3
B 5Fluorescein EEEEEEEEE

Frobe Ba2 Primer as

Abbildung 19: Schematischer Ablauf der Borrelia OspA-PCR auf dem LightCycler nach Rauter et al. (2002).

TagMan Sonden

TagMan-Sonden, auch Hydrolyse-Sonden genannt, tragen an ihrem einen Ende einen
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (R) (entspricht Donor-Fluorochrom) und am anderen einen
Quencher (Q). Quencher sind Molekiile, welche die Fluoreszenz von Farbstoffen in ihrer
Néhe abfangen. Wenn die Tag-Polymerase, die zusitzlich zur Polymeraseaktivitit eine
5'-3'-Exonuklease-Aktivitit besitzt, die an die Zielsequenz gebundene Sonde wéhrend der
Synthese des Gegenstranges am 5'-Ende abbaut, entfernen sich Quencher und Reporter
voneinander, sodass der Reporter ungehindert fluoreszieren kann. Die Fluoreszenz, die
abhédngig von der Menge des Amplifikationsproduktes ist, wird von den Detektoren des

LightCyclers gemessen.
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3.4.3 Spezifischer Nachweis von Borrelia burgdorferi s.l.

Fir den spezifischen Nachweis von Borrelien in  Gewebeproben  wurden
2 PCR-Detektionssysteme verwendet. FEine zeitaufwendige, aber sehr sensitive und
spezifische semi-nested PCR (5S23S rDNA-PCR) auf dem GeneAmp Thermocycler und eine
OspA-PCR auf dem LightCycler. Von Igeln abgesammelte Zecken wurden lediglich mit der
letzteren Methode untersucht. Als Positivkontrolle diente Zellkultur von Borrelia burgdorferi

s.s. (ca. 32 Borrelien pro pl in 40 pl Chelex).

3.4.3.1 5S23S rDNA-PCR

Extrahierte DNA eines Organpools wurde jeweils in einem PCR-Ansatz in einer 5S23S
rDNA-PCR nach Rijpkema et al. (1995) getestet.

Diese semi-nested PCR hat als Zielsequenz den ,,intergenic spacer 2* (IS2), der sich zwischen
dem 5S rRNA Gen und dem 23S rRNA Gen befindet. In der ersten PCR-Reaktion wird ein
380 bp langes Stiick amplifiziert, das als Ausgangsprodukt fiir die zweite PCR genutzt wird.
Der Forward Primer ist bei der zweiten PCR, aus der ein 226 bp langes PCR-Produkt

hervorgeht, um 128 Basen eingeriickt.

Verwendete Primer der 1. PCR

23SN1(R1) 5°-ACCATAGACTCTTATTACTTTGAC-3"
23SC1 (R2) 5°-TAAGCTGACTAATACTAATTACCC-3"

Reaktionsansatz der 1. PCR (50 ul)

10 x Puffer Sul
MgCl, (25 mM) Sul
dNTP Mix (1 mM je dNTP) 10 pl
Tris HCI (300 mM) 6,7 ul
R1 (6 pmol/ul) Sul
R2 (6 pmol/ul) Sul
H,0 8 ul
AmpliTaq (5 U/ul) 0,3 ul
Probe (DNA Extraktion) Sul
Gesamtvolumen 50 ul
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Temperaturprofil der 1. PCR

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation Elongation Kiihlung

94 °C 94 °C 52 °C 72 °C 72 °C 4°C
1 min 30 sek 20 sek 30 sek 40 sek 5 min o0
— v
~
35 Zyklen

Verwendete Primer der 2. PCR

23SN2 (R3) 5"-ACCATAGACTCTTATTACTTTGACCA-3
5SCB (R4) 5"-GAGAGTAGGTTATTGCCAGGG-3"

Reaktionsansatz der 2. PCR (50 ul)

10 x Puffer Sul
MgCl, (25 mM) Sul
dNTP + Uracil (dUTP) 10 ul
Tris HCI (300 mM) 6,7 ul
R3 (6 pmol/ul) 5l
R4 (6 pmol/ul) 5ul
H,0 11l
Ampli Taq AB (5 U/ul) 0,3 ul
Uracil-Glykosylase (1 U/ul) 0,5 ul

Probe (Amplifikationsprodukt der 1. PCR) 1,5 pl

Gesamtvolumen 50 ul

Temperaturprofil der 2. PCR

Dekontaminationsschritt Denaturierung Annealing Elongation Elongation Kiihlung

37 °C 96 °C 94 °C 55 °C 72 °C 72 °C 4°C
4 min 2min 20sek 30 sek 40 sek 5 min o
— v
~
35 Zyklen

Die Amplifikationsprodukte der PCR wurden mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese
detektiert (siche Abschnitt 3.4.7).
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3.4.3.2 OspA-PCR mittels LightCycler

Das von Rauter et al. (2002) entwickelte PCR-Protokoll erméglicht den Nachweis von
mehreren Arten des Borrelia burgdorferi s.l. Komplexes mittels LightCycler. Nach der
Amplifikation des PCR-Produktes folgt das Programm zur Erstellung der Schmelzkurve.
Dieses beginnt mit der Denaturierung der Doppelstringe und wird anschlieBend bei 54 °C
kontinuierlich bei einer Temperaturerhohung von 0,1 °C/s bis 95 °C fortgesetzt. Dabei macht
man sich die temperaturabhingige Hybridisierung der Sonden an die einzelstringige DNA
zunutze, die nicht nur von der Linge und dem GC-Gehalt abhingig ist, sondern auch vom
Homologiegrad zwischen Ziel-DNA und Hybridisierungssonden. Auf diese Weise konnen
Punktmutationen in der Ziel-DNA aufgespiirt werden, da die Sonden zwar binden konnen,
sich aber aufgrund der Mutation frither von der Ziel-DNA ablosen (pro Fehlerbase ca. 5 °C).
Die Schmelzkurve weist fiir jede Borrelia-Genospezies ein charakteristisches

Absorptionsmaximum bei einer bestimmten Temperatur auf (Tabelle 5).

Tabelle 5: Absorptionsmaxima der unterschiedlichen Borrelia-Genospezies der OspA-PCR auf dem LightCycler
nach Rauter et al. (2002).

Borrelia-Genospezies Schmelzpunkttemperatur
B. spielmanii ~ 58,6 °C

B. burgdorferi s.s. ~62°C (61,51-63,58 °C)
B. garinii und B. bavariensis ~67-68 °C

B. afzelii ~72°C(71,78-73,66 °C)
B. valaisiana ~72°C

Durchfiihrung

verwendete Primer und Sonden

OspA iLC (Primer + Sonde) 5°-AgC CTT AAT AgC ATg YAA gCAAAA®X Tg-3

(forward)
OspA as (reverse Primer) 5°-CTA gTg TTT TgC CAT CTT CTT TgA AAA-3°
OspA Sensor Ba2 (Sonde) 5°-gCg CTg TTT TTT TCA TCA Agg CTg CTA ACtX-3°

(®X‘=LC Red 640-markierte Base. 3¥X=Fluorescein-markierte Base).
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Reaktionsansatz OspA-PCR (20 ul)

H,0

OspA as (5 pmol/ul)
OspAilc (10 pmol/ul)
OspA Ba2 (10 pmol/ul)
MgCl, (25 mM)
Enzym-Mix (LC-Kit)
Probe

Gesamtvolumen

8,8 ul

2ul
1ul
1ul

3.2l

2ul
2ul

20 pl

MgCl,, H,O und der Enzym-Mix wurden als Komponenten aus einem kommerziellen Kit

(LightCycler DNA Master HybProbe) entnommen. Der vorgefertigte Enzymmix enthélt
neben einer DNA-Polymerase (Taq) auch einen dNTP Mix (mit dUTP anstatt dTTP),
Reaktionspuffer und 10 mM MgCl,.

Temperaturprofil der OspA-PCR

Temperatur | Zeit | Temp. Ab- bzw. | Anzahl der Zyklen | Messung

(C°) (sek) | Zunahme (°C/sek)
Denaturierung

95 30 20 1 keine
Amplifikation
Denaturierung 95 1 20 keine
Annealing 57 10 20 60 einfach
Elongation 72 13 20 keine
Schmelzpunktbestimmung

95 5 20 keine

54 10 20 1 keine

95 0 0,1 kontinuierlich
Kiihlen

40 30 20 1 keine
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3.4.4 Spezifischer Nachweis von Anaplasma phagocytophilum

Der Nachweis von Anaplasma phagocytophilum sowohl in Organpools der Igel, als auch in
den Zecken erfolgte mithilfe von 2 PCR-Systemen. Als Positivkontrolle wurde
Zellkulturiiberstand von A. phagocytophilum (Dr. S.E. Little, University of Georgia, USA und
Dr. V. Fingerle, LGL Oberschlei3heim) verwendet, der direkt in die PCR eingesetzt werden

konnte.

3.4.4.1 16S rDNA-PCR mittels LightCycler

Als Screening Methode wurde eine modifizierte LightCycler PCR nach Schaarschmidt-
Kiener & Miiller (2007) verwendet. Zielregion dieser PCR ist ein 344 bp langer Abschnitt der
16S rDNA. Die PCR ermoglicht den Nachweis von Anaplasma und Ehrlichia spp. mit einer
nachfolgenden Schmelzpunktanalyse (Schmelzpunktdifferenz 3-5°C). Die Sonden wurden

von Dr. D. Schaarschmidt (DSL-Labor, Eriskirch) entwickelt und zur Verfiigung gestellt.

verwendete Anaplasma/Ehrlichia Primer und Sonden

EHR-For (forward Primer) 5"-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3"
EHR-Rev (reverse Primer) 5"-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3*
EHR-FL-Sens A (Sonde) 5-TACTgACACTgAggTgCgAAAgCIIX-3"

EHR-LC-Anch Red 640 (Sonde) 5 -®XTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA p-3°

(®X‘=LC Red 640-markierte Base. 3tX=Fluorescein-markierte Base).

Reaktionsansatz 16S rDNA-PCR (10 ul)

EHR F (5 pmol/ul) 1l
EHR R (5 pmol/ul) 1 ul
EHR-FL-Sens A (4 pmol/ul) 1 ul
EHR-LC Anch (4 pmol/ul) 1l
MgCl, (25 mM) 1,2 ul
Enzym-Mix (LC-Kit) 1 ul
H,O 1,8 ul
Probe 2 ul
Gesamtvolumen 10 pl
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Temperaturprofil der 16S rDNA-PCR

Temperatur Zeit Temp. Ab- bzw. | Anzahl der | Messung

(C°) (sek) | Zunahme (°C/sek) | Zyklen
Denaturierung

95 120 20 1 keine
Amplifikation
Denaturierung 95 1 20 keine
Annealing 55 16 20 45 einfach
Elongation 72 20 20 keine
Schmelzpunktbestimmung

95 15 20 keine

40 15 20 1 keine

95 0 0,1 kontinuierlich
Kiihlen

40 120 20 1 keine

3.4.4.2 16S rDNA-PCR

Fiir den Erhalt eines 16S rDNA-Stiickes, das in der Sequenzanalyse variabel genug ist, um

verschiedene 16S rDNA-Varianten zu erkennen, wurden die in der LightCycler PCR positiv

getesteten Proben zusitzlich einer nested PCR in Anlehnung an das Protokoll von Bown et

al. (2003) unterzogen.

Verwendete Primer der 1. PCR

EEl 5-TCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3

EE2 5 -GTCACTGACCCAACCTTAAATGGCTG-3
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Reaktionsansatz der 1. PCR (20 ul)

10 x Puffer 2,2 ul
dNTP Mix (2 mM je dNTP) 2,2 ul
EE1 (10 pmol/ul) 0,4 pul
EE2 (10 pmol/ul) 0,4 pul
H,0 13,2 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl
Probe 1,5 ul
Gesamtvolumen 20 ul

Temperaturprofil der 1. PCR

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation Elongation Kiihlung

95 °C 95 °C 55 °C 72 °C 72 °C 4°C
2 min 30 sek 30 sek 1 min 5 min 0
— v
~
35 Zyklen

Verwendete Primer der 2. PCR

EE3 5-GTCGAACGGATTATTCTTTATAGCTTGC-3"

EE4 5-CCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC-3*

Reaktionsansatz der 2. PCR (20 ul)

10 x Puffer 2,2 ul
dNTP Mix (2 mM je dNTP) 2,2 ul
EE3 (10 pmol/ul) 0,4 ul
EE4 (10 pmol/ul) 0,4 pl
H,0 13,8 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl

Probe (Amplifikationsprodukt der 1. PCR) 1,0 pl

Gesamtvolumen 20 ul
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Temperaturprofil der 2. PCR

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation Elongation Kiihlung

95 °C 95 °C 55 °C 72 °C 72 °C 4°C
2 min 30 sek 30 sek 1 min 5 min 0
— v
~
35 Zyklen

Die Amplifikationsprodukte der PCR wurden mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese
detektiert (siche Abschnitt 3.4.7).

3.4.5 Spezifischer Nachweis von Rickettsia spp.

Der Nachweis von Rickettsien in Zecken und vereinzelt aus Organproben von Igeln wurde
weitgehend im Rahmen der Diplomarbeit von Perseke (2010) durchgefiihrt.

Lediglich die Organpools der Igel wurden in der vorliegenden Arbeit mittels einer TagMan
Real-time PCR des gltA-Gens nach Wolfel et al. (2006) auf Rickettsien iiberpriift. Als
Positivkontrolle diente gereinigte DNA von Rickettsia helvetica, R. monacensis und R.
rickettsii (Dr. U.G. Munderloh, University of Minnesota, USA und PD Dr. D. Hassler,
Universitit Heidelberg).

3.4.5.1 glta-PCR mittels LightCycler

Fiir die glta-PCR auf dem LightCycler wurden eine Sonde und 2 Primer verwendet, die eine
70 bp lange Region des Citratsynthase-Gens (gltA) amplifizieren (Wolfel et al. 2006). Der
Nachweis der Amplifikation erfolgte mithilfe einer TagMan-Sonde (siehe Abschnitt 3.4.2.1)

verwendete Rickettsia Primer und Sonde

PanRick gltA 2 for (forward Primer) 5'-ATAggACAACCgTTTATTT-3'
PanRick gltA 2 rev (reverse Primer) 5-CAAACATCATATgCAgAAA-3'

PanRick gltA taq (Sonde) 5"-6FAM-CCTgATAATTCgTTAgATTTTACCg-TMR-3~
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Reaktionsansatz glta-PCR (20 ul)
PanRick gltA 2 for (5§ pmol/ul) 2 ul

PanRick gltA 2 rev (5 pmol/ul) 2 ul
PanRick gltA 2 taq (4 pmol/ul) 1 ul

MgCl, 1,6 ul
Enzym-Mix (LC-Kit) 2 ul
H,0 6.4 ul
Probe Syl
Gesamtvolumen 20 ul

Temperaturprofil der glta-PCR

Temperatur | Zeit | Temp. Ab- bzw. | Anzahl der Zyklen | Messung

(C° (sek) | Zunahme (°C/sek)
Denaturierung

94 60 20 1 keine
Amplifikation
Denaturierung 94 4 20 keine
Annealing 55 45 20 55 einfach
Elongation 72 30 20 keine
Kiihlen

40 30 20 1 keine

Fluoreszenzmessung: ,,single wihrend Annealing bei 530 nm
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3.4.6 Spezifischer Nachweis von FSME-Viren

3.4.6.1 Reverse Transkription mithilfe der AMV-Transkriptase

Die mit dem Maxwell Tissue Kits aufgereinigten Organpools wurden auf das Vorhandensein
von FSME-Viren folgendermalen iiberpriift: vor der eigentlichen PCR-Reaktion musste die
isolierte einzelstrangige, virale RNA in eine (komplementidre) cDNA umgeschrieben werden
(Reverse Transkription, RT). Dies erfolgte durch das Enzym ,,AMV Reverse Transkriptase®,
einem vom Hersteller modifizierten Enzym eines Retrovirus (Avian Myeloblastosis Virus).
Alle Bestandteile der RT-PCR wurden aus dem 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR
(AMYV) entnommen.

Reaktionsansatz fiir die Reverse Transkription (20 ul)

10 x Puffer 2ul
MgCl, (25 mM) 4ul
dNTP-Mix (10 mM) 2 ul
TBE 1 (30 pmol/ul) 1 ul
H,0 4,2 ul
RNasin (50 U/ul) 1ul
AMYV (25 U/ul) 0,8 ul
Probe (Eluat) Sul
Gesamtvolumen 20 ul

Temperaturprofil der Reversen Transkription

Transkription Transkription Denaturierung Kiihlung

25°C 42°C 98 °C 4°C

10 min 60 min 5 min ©
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3.4.6.2 FSME-PCR

Fir den Nachweis von FSME-Viren wurde eine spezifische FSME-PCR nach Schrader &
Siiss (1999) auf dem Thermocycler durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente ein
Zellkulturiiberstand des FSME-Virusstammes Hypr (Dr. G. Dobler, Institut fiir Mikrobiologie
der Bundeswehr, Miinchen).

In der ersten PCR wurde ein 191 bp langes Fragment aus dem nicht codierenden Bereich am
5-Ende des Virusgenoms, welches hoch konserviert ist, mit spezifischen Primern

amplifiziert. In der zweiten PCR wurde ein 172 bp langes DNA-Fragment vervielfaltigt.

Verwendete Primer der 1. PCR

TBE1 5 -GCGTTTGCTTCGGACAGCATTAGC-3*

TBE2 5-GCGTCTTCGTTGCGGTCTCTTTCG-3

Reaktionsansatz der 1. PCR (50 ul)

10 x Puffer Sul
MgCl, (25 mM) 2,5 ul
dNTP (1,25 mM) Sul
TBE1 (5 pmol/ul) 6 ul
TBE2 (5 pmol/ul) 6 ul
H,0 23,2 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 1l
Probe (cDNA) 2ul
Gesamtvolumen 50 ul

Temperaturprofil der 1. PCR

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation Elongation Kiihlung

94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C 4°C
1 min 30 sek 30 sek 30 sek 3 min o0
— v
~
40 Zyklen
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Verwendete Primer der 2. PCR

TBE3 5-TCGGACAGCATTAGCAGCGGTTGG-3"

TBE4 5-TGCGGTCTCTTTCGACACTCGGTCG-3"

Reaktionsansatz der 2. PCR (50 ul)

10 x Puffer Sul
MgCl, (25 mM) 2,5 ul
dNTP (1,25 mM) Sul
Primer TBE 1 (5§ pmol/ul) 6 ul
Primer TBE 2 (5 pmol/ul) 6 ul
H,0 23,5 ul
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 1l

Probe (Amplifikationsprodukt der 1.PCR) 1 pul

Gesamtvolumen 50 ul

Temperaturprofil der 2. PCR

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation Elongation Kiihlung

94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72 °C 4°C
1 min 30 sek 30 sek 30 sek 3 min o
— v
~
35 Zyklen

Die Amplifikationsprodukte der PCR wurden mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese
detektiert (siche Abschnitt 3.4.7).
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3.4.7 Visualisierung der PCR-Produkte im Agarosegel

Die auf dem  Thermocycler gewonnenen  PCR-Produkte  wurden  mittels
Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen. Dabei werden die PCR-Produkte entsprechend
ihrer BasengroBe im elektrischen Feld aufgetrennt, wobei die negativ geladenen,
doppelstrangigen DNA-Fragmente in Richtung des Pluspols wandern. Das im Gel befindliche
Ethidiumbromid (EthBr) ermoglicht die Detektion der einzelnen DNA-Fragmente, indem es
mit den DNA-Doppelstriangen interkaliert und bei Anregung durch UV-Licht fluoresziert.

Zusitzlich zu den PCR-Produkten wurde ein definierter Marker (100 Base Pair Ladder)
aufgetragen, um die DNA-Fragmente mit dem Léangenstandard vergleichen zu kénnen. Des
Weiteren wurde stets eine Positivkontrolle mitgefiihrt, die eine Bande an der entsprechenden

Stelle des amplifizierten DNA-Fragments aufweisen muss.

3.4.7.1 Agarosegel fiir Nachweis der untersuchten Erreger

Fiir den Nachweis der Amplifikate der Borrelien-PCR (5S-23S rDNA-Fragmente) sowie von
16S rDNA-Fragmenten der Anaplasma nested PCR wurde ein 1,5 %iges Agarosegel wie folgt

hergestellt und beladen:

e (0,75 g Agarose mit 50 ml TBE-Puffer (1 x) in einem Glaskolben vermischen und auf einer

Heizplatte unter stindigem Riihren zum Kochen bringen
e auf ca. 45 °C abkiihlen lassen und 11 pl eine 0,1 % Ethidiumbromidldsung hinzugeben

e fliissiges Gel in eine Gelkammer mit Kimmen zur Taschenbildung gie3en und ca. 30 min

auspolymerisieren lassen

e das auspolymerisierte Gel in eine Elektrophorese Kammer (gefiillt mit 1 x TAE-Puffer)

geben und die Taschen mit 8 ul Probe und 2 pl Ladepuffer befiillen

¢ die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von ca. 80 V fiir ca. 30 min

Fiir den Nachweis der in der nested PCR gebildeten FSME-Fragmente (172 bp) wurde ein
2 %iges Agarosegel (1 g Agarose mit 50 ml 1 x TBE-Puffer) hergestellt. Die Auftrennung

erfolgt bei einer Spannung von ca. 70 V fiir ca. 30-40 min.

79



3 Material und Methoden

3.4.8 Sequenzierung

Um die Spezifitit der PCR zu iiberpriifen, bzw. zur Bestimmung der jeweiligen
Erreger-Arten, wurden alle positiven Organproben von Igeln sequenziert. Positive Zecken
wurden aus Kostengriinden nur stichprobenartig sequenziert.

Die Sequenzierreaktion wurde mithilfe des BigDye Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kit
und des ABI PRISM 310 Genetic Analyzers auf der Grundlage des
,,Kettenabbruchverfahrens* durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierreaktion werden 4 Abbruchbasen
mit jeweils unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen verwendet, die bei ihrer Anregung durch
einen Laser Licht verschiedener Wellenldnge abgeben. Den markierten Abbruchbasen
(Didesoxynukleotidtriphosphate; ddNTPs) fehlt die Hydroxylgruppe am 3‘-Ende, sodass es
nach ihrem Einbau in der Elongationsphase zum Kettenabbruch kommt. Auf diese Weise
entstehen DNA-Bruchstiicke unterschiedlicher Lidnge, die im Gel elektrophoretisch
aufgetrennt werden. Bei der Sequenzierung mit dem Sequenzierautomat ABI Prism 310
Genetic Analyzer sind die 4 Abbruchbasen (ddNTPs) jeweils mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert und emittieren bei ihrer Anregung Licht unterschiedlicher

Wellenldnge. Dadurch kann die Reaktion in einem Gefidll pro Probe ablaufen.

3.4.8.1 Aufreinigung der PCR-Produkte fiir die Sequenzierreaktion

Um die vorhandene DNA moglichst rein, d.h. ohne andere aus der PCR-Reaktion verbliebene
Bestandteile zu erhalten, wurde vor der eigentlichen Sequenzierreaktion eine Aufreinigung

der Amplifikate mit dem QIAquick PCR Purification Kit durchgefiihrt.

Aufreinigungsprotokoll

e Das 5-fache des Volumens an PB-Puffers (mit hoher Salzkonzentration und pH-Wert

<17,5) auf das PCR-Produkt geben, mischen und kurz abzentrifugieren

e Probe auf kleine Sdulen (mit Silika-Gel Membran) pipettieren, wobei die vorhandenen
DNA-Fragmente aufgrund des hohen Salzgehaltes an die Membran binden

e Zentrifugationsschritt fiir 1 min bei 16.000 g

e Waschschritt mit 750 ul PE-Puffer (1:5 mit Ethanol verdiinnt), wodurch Verunreinigungen

wie Salze, Enzyme, ungebundene Primer und freie Nukleotide entfernt werden
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e Zweimalige Zentrifugation fiir I min bei 16.000 g, Fliissigkeit verwerfen

e Séule fiir 10 min im Hybridisierungsofen bei 56 °C trocknen, um Reste von Ethanol zu

entfernen
e Zugabe von 100 ul Elutionspuffer mit geringem Salzgehalt (10 mM Tris-Cl, pH 8,5)

e Zentrifugation bei 16.000 g fiir 1 min, wodurch sich die gereinigte DNA von der

Membran ablost

Eluat bei -70 °C tief gefrieren oder sofort in die Sequenzierreaktion einsetzen

3.4.8.2 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion oder Sequenzreaktion (,,cycle sequencing®), die auf einem
Thermocycler erfolgte, wurde mit dem BigDye Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kit
angesetzt. Der BigDye (vl.1) Mix enthdlt ein Stoffel-Fragment der AmpliTaq
DNA-Polymerase (diese besitzt keine 5°-3°-Exonukleaseaktivitit), BigDye Terminatoren
(Abbruchbasen), dNTPs (dITP anstatt dGTP und dUTP anstatt dTTP), rTth Pyrophosphatase,
MgCl, und Puffer. Die AmpliTaq dient dazu, das Amplifikat zu vermehren und gleichzeitig

die Abbruchbasen fiir die Sequenzierung einzubauen.

Reaktionsansatz Sequenzierreaktion (20 ul)
BigDye Seq. Puffer (5 x) 2ul

Primer (entweder forward oder reverse) (5 pmol/ul) 2 ul

H,O0 7 ul*
BigDye (v 1.1) Mix 4 ul

Probe (aufgereinigte DNA) 10-100 ng 5 pl*
Gesamtvolumen 20 ul

* bei schwach positiven Proben wurden 5 ul DNA, bei stark positiven Proben wurde weniger DNA (z.B. nur

2 pl des PCR-Produktes) zugegeben und H,O (z.B. 10 ul) dementsprechend angepasst.
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Temperaturprofil der Sequenzierreaktion

Denaturierung Annealing** Elongation Kiihlung

96 °C °C 60 °C 4°C
10 sek 60 sek 4 min 0
— v
~
25 Zyklen

** Temperatur wurde entsprechend der Schmelztemperatur der verwendeten Primer bzw. anolog der

Annealing-Temperatur der jeweiligen PCR-Reaktion angepasst.

3.4.8.3 Aufreinigung der Sequenzierprodukte

Nach der Sequenzierreaktion wurden die Proben mit 2ul 22% SDS
(Sodium-Dodecyl-Sulfat) versetzt, fiir 3 min bei 94 °C denaturiert und sofort auf Eis gestellt.
Dieses Vorgehen diente dazu, nicht eingebaute, zusammengelagerte ddNTPs-
Farbstoffklumpen aufzulosen, die einen storenden Einfluss auf die anschlieBende
Kapillargelelektrophorese haben konnten.

Die wihrend der Sequenzierreaktion nicht verbrauchten Bestandteile (Terminatoren, dNTPs,
Primer und Salze) wurden mithilfe des DyeEx 2.0 Spin Kits entfernt. Dabei werden
DNA-Fragmente ( > 16 Basenpaare) iiber eine Gelfiltration in Losung gebracht, wihrend die
nicht erwiinschten Bestandteile der Sequenzierreaktion im Gel zuriickgehalten werden.

Die Durchfithrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. 4 pul der aufgereinigten
DNA-Losung wurden anschlieBend mit 20 pl Hi-Di Formamid versetzt, fiir 2 min bei 94 °C

denaturiert, auf Eis inkubiert und in den ABI Prism 310 Genetic Analyzer eingesetzt.

3.4.8.4 Sequenzierung mit dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer

Fiir die Kapillargelelektrophorese mithilfe des ABI Prism 310 Genetic Analyzer wurde das
Gel Performance optimized Polymer 6 (Pop-6) verwendet. Die Sequenzierprodukte wurden in
der Kapillare entsprechend ihrer Grof3e in einem elektrischen Feld bei 15.000 V aufgetrennt.
Die Kapillare besitzt einen durchsichtigen Bereich, in dem ein Laserstrahl die jeweilige
fluoreszensmarkierte Base anregt. Das emittierte Licht der jeweiligen Kettenabbruchbase wird
von einer Photozelle detektiert und die Rohdaten mithilfe eines Computers in die

entsprechende Sequenz iibersetzt.
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3.4.8.5 Auswertung der Sequenzdaten

Die Richtigkeit der Basen wurde iiberpriift und gegebenenfalls manuell korrigiert. Besonders
am Anfang und Ende der Sequenz und bei Uberlagerungen von 2 Basen war eine manuelle
Korrektur erforderlich. Die DNA-Sequenzen wurden mithilfe von BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) mit vorhandenen Dateneintrigen auf GenBank (NCBI Taxonomy
Datenbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) verglichen. Zur Auswertung der
Elektropherogramme wurden die frei verfiigbaren Programme FinchTV (Geospiza, Version

1.4) und Mesquite Software, Inc. (Version 2.74) verwendet.

3.4.9 Klonierung

Die Klonierung wurde im Rahmen eines 4-wochigen Aufenthalts an der Universitit
Edinburgh (Prof. M. Blaxter, Institute of Evolutionary Biology) durchgefiihrt.

Unter dem Begriff Klonierung sind in der Molekularbiologie Methoden aufgefiihrt, die zur
Gewinnung und Vervielfiltigung von identischem DNA-Material eingesetzt werden. Dabei
wird das gewiinschte PCR-Produkt zuerst in einen Vektor (Plasmid) integriert und
anschlieBend in kompetente Wirtszellen (z.B. Escherchia coli) eingeschleust
(Transformation). Durch die Klonierung eines DNA-Fragments in einen Vektor kann ein Gen
tiber die Klonierungsstelle (engl. multiple cloning site, MCS) deaktiviert werden. Bei der
Blau-WeiB-Selektion wird beispielsweise das lacZ-Gen, ein Gen der B-Galactosidase, durch
die Insertion von Fremd-DNA unterbrochen. Bakterienzellen, die erfolgreich transformiert
wurden, konnen dieses Enzym nicht mehr synthetisieren und zeigen bei der Zugabe des
spezifischen Substrats (X-Gal) eine weille Fiarbung. Nicht erfolgreich transformierte Zellen

konnen dieses Substrat umsetzen und erscheinen dagegen dunkelblau.

3.4.9.1 Klonierung von PCR-Produkten

Zur Detektion von moglichen Koinfektionen mit unterschiedlichen 16S rDNA-Varianten von
Anaplasma phagocytophilum im Wirtstier Igel wurde das Amplifikat eines positiven
Organpools, das in der Sequenzierung iiberlagerte Basenpaare aufwies, probeweise kloniert.
Vor der Klonierung wurde das PCR-Produkt mithilfe des QIAquick PCR Purification Kits
aufgereinigt (siehe 3.4.8.1).

Fiir die Klonierung wurde das PCRII TOPO TA Cloning Kit und die dazugehorige

83



3 Material und Methoden

Arbeitsanleitung (TOPO TA Cloning, Invitrogen) verwendet. Durch ein 1-Schritt Vorgehen
("TOPO Cloning-Reaction") wird das PCR-Produkt direkt in einen Plasmid-Vektor eingebaut.
Bei der PCR-Reaktion synthetisiert die Taqg-Polymerase Matritzen-unabhéingig an die
3”-Enden des Amplifikates {iberhingende Adeninreste (A). Der zunéchst linear vorliegende
pCRII TOPO Vektor enthilt iiberhingende Thymidinreste (T), die mit den iiberhdngenden
Adeninresten hybridisieren. Zusitzlich ist an den Vektor eine Topoisomerase I (aus dem
Vaccinia Virus) kovalent gebunden, durch deren Aktivierung das PCR-Produkt in den Vektor
eingebaut wird (Abbildung 20), wodurch ein separater Schritt zur Ligation in den Vektor

entfillt.

Topoisomerase

(*

e,

CCCTT I NAGGG
P PCR Product " rcoe
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der Insertion des PCR-Produktes in den Plasmidvektor.

Der Vektor besitzt neben Resistenzgenen fiir Kanamycin und Ampicillin das lacZ-Gen, das
durch die Klonierungsstelle, innerhalb der die Insertionsstelle fiir das PCR-Produkt liegt,
unterbrochen wird (siehe Anhang: Abbildung 37). Durch die Verwendung universeller Primer
(M13 F und M13 R) fiir den Plasmidvektor benotigt man keine spezifischen Primer bei der

Sequenzierreaktion.

Reaktionsansatz der TOPO Klonierung (6 ul)

PCR-Produkt 1 ul
Salt Solution (aus Kit) 1 ul
H,0 3,5ul
Vektor (pCRII-TOPO) 0,5 ul
Gesamtvolumen 6 ul

Der Reaktionsansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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34.

Zur

9.2 Transformation

Transformation des Plasmidvektors in einen E. coli Stamm, wurden E. coli TOP 10

chemisch kompetente Zellen des One Shot Kits und die dazugehorigen Komponenten

verwendet.

2 ul der vorangegangenen ,,TOPO-Cloning® Reaktion auf Eis zu den E. coli Zellen

pipettieren und 20 min inkubieren

Hitzeschock der Zellen bei 42 °C fiir 30 sek

Zugabe von 250 ul S.0.C-Medium auf Eis

Zellen fiir 1 Stunde bei 37 °C unter Schiitteln bei 200 rpm inkubieren

250 pl S.0.C-Medium zusitzlich zum Reaktionsansatz pipettieren und jeweils 20 ul und

50 pl auf vorgewidrmte selektive LB-Kanamycin/X-Gal Platten auftragen
ausplattieren und iiber Nacht bei 37 °C inkubieren

bei erfolgreicher Inkubation haben sich iiber Nacht blaue und weile Kolonien gebildet.
Weille Kolonien haben das PCR-Produkt eingebaut. 6 weille Kolonien wurden von jeder
Platte mit einer sterilen 10 ul Pipettenspitze gepickt und in jeweils eine Vertiefung einer
96er Mikrotiterplatte mit jeweils 150 ul LB-Medium (mit 50 pg/ml Kanamycin)
tiberfiihrt.

Mikrotiterplatte bei 37 °C iiber Nacht inkubieren.

am néchsten Tag 2 ul aus einer Kavitit entnehmen und in den PCR-Ansatz geben

Reaktionsansatz der PCR (20 ul)

Probe 2,0 ul
Primer M13 F (aus Kit) 0,4 ul
Primer M13 R (aus Kit) 0,4 ul
10 x Puffer (aus Kit) 2,2 ul
dNTP-Mix (2 mM je dNTP) 2,2 ul
H,0 13,2 ul
Taq 0,08 ul
Gesamtvolumen 20 ul

85



3 Material und Methoden

Temperaturprofil der PCR

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation Elongation Kiihlung

94 °C 94 °C 55 °C 72 °C 72 °C 4°C
2 min 1 min 1 min 1 min 7 min o0
— v
~
35 Zyklen

Nach Visualisierung der gebildeten PCR-Produkte mithilfe Agarose-Gelelektrophorese wurde

mit den Amplifikaten wie unter 3.4.8 beschrieben, weiter verfahren.
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3.5 Verwendete Gerite und Reagenzien

3.5.1 Geriite, Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Geriite verwendet fiir:
Analysenwaage Sartorius, Gottingen Allgemein
DURAN® Exsikkator Schott/Duran, Mainz Allgemein
Eismaschine (Scotsman AF-80) | Scotsman Eismaschinen, Erfurt Allgemein

Elektrophoresekammer

Biorad, Miinchen

Gel-Elektrophorese

Geldokumentationssystem

Bioprofil®

LTF Labortechnik, Wasserburg

Gel-Elektrophorese

Hybridisierungsofen Bachofer, Reutlingen Sequenzierung
Kiihlschrinke Liebherr, Biberach Allgemein
Kiihlzentrifuge (5402, 5804 R) | Eppendorf, Hamburg Allgemein
LightCycler® 1.5 Roche Diagnostics, Mannheim PCR

Maxwell™ 16

Promega, Mannheim

Nukleinsdureextraktion

Mikrotiterplatten-Photometer

Tecan, Crailsheim

ELISA

(TECAN Sunrise™)

Pipetten Eppendorf, Hamburg Allgemein
Reinstwasseranlage Millipore, Schwalbach Allgemein
Sequenzierer (ABI Prism® 310 | Applied Biosystems, Weiterstadt Sequenzierung
Genetic Analyzer)

Sterile Werkbank BDK, Sonnenbiihl Allgemein
Thermocycler: Gene Amp® Applied Biosystems, Weiterstadt PCR

PCR System 2400 und 9700

Tiefkiihlschrianke (-20°C,-70°C) | Kendro, Hanau; Bosch, Gerlingen Allgemein
Tischzentrifuge (Eppendorf Eppendorf, Hamburg Blutabnahme
Centrifuge 5415D

Vortex™ (Genie 2M) Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz Allgemein
Wasserbad GFL, Burgwedel Allgemein
Zentrifuge (5415D) Eppendorf, Hamburg Allgemein
Zentrifuge (Varifuge K) Heraeus, Osterode Allgemein
Zentrifuge (Z233M-2) Hermle, Wehingen Allgemein
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Reagenzien verwendet fiir:
100 bp Ladder Amersham Pharmacia, Freiburg Gel-Elektrophorese
AmpliTaq® DNA-Polymerase | Applied Biosystems, Weiterstadt PCR

(Thermocycler PCRs), incl. 10 x
Puffer, MgCl (25 mM)

Baytril®, 2,5 %

Bayer Health Care, Leverkusen

Allgemein

Borsidure

Merck, Darmstadt

Gel-Elektrophorese

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Gel-Elektrophorese

Chelex® 100

Bio-Rad, Miinchen

Nukleinsdureextraktion

Diethylpyrocarbonat (DEP) Fluka/Sigma-Aldrich, Steinheim Allgemein
dNTP-Set (100 mM Solutions) GE Healthcare, Miinchen PCR
dUTP Fermentas, St. Leon-Rot PCR
EDTA Merck, Darmstadt Allgemein
Ethanol (absolut) Merck, Darmstadt Allgemein

Ethidiumbromid 1 %

Merck, Darmstadt

Gel-Elektrophorese

Ficoll

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Gel-Elektrophorese

Guanidinisothiocyanat

Carl Roth, Karlsruhe

Nukleinsdureextraktion

HiDi™ Formamid Applied Biosystems, Weiterstadt Sequenzierung
Ketamin®, 10 % Ceva, Sante Animale, Diisseldorf Allgemein
Lotagen® Konzentrat Essex Tierarznei, Miinchen Blutabnahme
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt Allgemein
Magnesiumchlorid (25 mM) Applied Biosytems, Weiterstadt PCR
Natriumchlorid Merck, Darmstadt Allgemein
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg Sequenzierung
Nukleasefreies Wasser Promega, Mannheim Allgemein

peq Gold® Universal Agarose

Peqlab, Erlangen

Gel-Elektrophorese

Performance optimized Polymer 6 | Applied Biosystems, Weiterstadt Sequenzierung
(POP-6)

Primer Tib Mol, Berlin PCR

RNasin Promega, Mannheim Nukleinsdureextraktion
Salzsdure 25 % Merck, Darmstadt Allgemein

Taq Polymerase incl. 10 x Puffer, | Promega, Mannheim PCR (FSME)
Magnesiumchlorid (25 mM)

Hi-Di Formamid Applied Biosystems, Weiterstadt Sequenzierung
Tris-HC1 Merck, Darmstadt Allgemein

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Nukleinsdureextraktion

Uracil-DNA-Glykosylase

Fermentas, St. Leon-Rot

PCR

Xylazin®, 2 %

Ceva, Sante Animale, Diisseldorf

Allgemein
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Kits verwendet fiir:
Ist Strand cDNA Synthesis Kit for | Roche Diagnostics, Mannheim RT-PCR (FSME)
RT-PCR (AMV)

BigDye® Terminator Qiagen, Hilden Sequenzierung
v1.1Cycle Sequencing

DyeEx™ 2.0 Spin Kit Qiagen, Hilden Sequenzierung
LightCycler® DNA Master HybProbe | Roche Diagnostics, Mannheim PCR

One Shot® Kit Invitrogen, Karlsruhe Klonierung
PCRII TOPO TA Cloning Kit ® Invitrogen, Karlsruhe Klonierung

QIAmp® Viral RNA Mini Kit

Qiagen, Hilden

Nukleinsdureextraktion

QIAquick® PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden

Sequenzierung

Reagenzkartuschen Maxwell®16
Tissue DNA Purification Kit, AS1030

Promega, Mannheim

Nukleinsdureextraktion

Serologische Untersuchung

Immunozym® FSME (TBE) IgG All | Progen Biotechnik, Heidelberg ELISA (FSME)
species

NovaLisa™  Borrelia  burgdorferi | NovaTec Immundiagnostica, ELISA (Borrelia)
IgG-ELISA recombinant Dietzenbach

Protein G, Peroxidase Conjugate, | Calbiochem/Merck, Darmstadt ELISA/Immunblot

539322

recomLine Borrelia 1gG

Streifen-Immunassay

Mikrogen, Neuried

Immunblot (Borrelia)

Verbrauchsmaterial

Biopsiestanze, Biopsy Punch® 3 mm | Kruuse, Langeskov, Dédnemark Allgemein
DURAN® Glasflaschen mit Deckel Schott, Jena Allgemein
Einmalkaniilen (griin @ 0,80 mm x L | Terumo, Frankfurt a. M. Blutabnahme
25 mm)

Einmalpipettenspitzen, gestopft Biozym, Hessisch Oldendorf Allgemein
Einmalpipettenspitzen, ungestopft Eppendorf, Hamburg Allgemein
Falcons (15 ml, 50 ml) BD Biosciences, Heidelberg Algemein
Glaskapillaren, Roche Diagnostics, Mannheim PCR

LightCycler® Capillaries (20 ul)

Impfosen

Nunc, Wiesbaden

Nukleinsdureextraktion

Kapillaren fiir Sequenzierer

Applied Biosystems, Weiterstadt

Sequenzierung

89




3 Material und Methoden

verwendet fiir:
Kunststoffreaktionsgefifie Eppendorf, Hamburg Allgemein
(0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Latex-Handschuhe Asid Bonz, Herrenberg Allgemein
Multivette® fiir die Sarstedt, Niimbrecht Blutabnahme
EDTA/Serum-Gewinnung
PCR-GefiBe (0,2 ml) Biozym, Hessisch Oldendorf PCR
Schraubdeckelgefifle (1,5 ml) Biozym, Hessisch Oldendorf Allgemein
Sequenziergefifle und Septa Applied Biosystems, Weiterstadt Sequenzierung
Stauschlauch Heiland VET, Hamburg) Blutabnahme
(Venenstauer fiir Kleintiere)
Zellstofftupfer Henry Schein, Melville, USA Blutabnahme

3.5.2 Losungen und Puffer

3.5.2.1 Losungen und Puffer fiir die Nukleinsidureextraktion

Alle Losungen und Puffer wurden zur Inaktivierung von RNAsen mit nukleasefreiem Wasser

oder Diethylpyrocarbonat (DEP) angesetzt. GlasgefidBe fiir die Herstellung von Losungen und

fir die Aufbewahrung von ReaktionsgefiBen wurden 4 h bei 200 °C heiBluftsterilisiert.

Kunststoffmaterialien wurden nukleasefrei gekauft.

DEP-Wasser

e 10 % ige DEP-Stammlosung in absolutem Ethanol herstellen (100 mlI DEP + 900 ml

Ethanol) und in brauner Glasflasche bei Raumtemperatur lagern

e 0,1 % ige Gebrauchslosung: 1:100 mit H;Opjigese verdiinnen (10 ml DEP-Stammldsung +

990 ml H,Opjigest)

® Gebrauchslosung fiir 2 h bei 37 °C inkubieren und anschlieend autoklavieren; Lagerung

der DEP-Gebrauchslosung bei 4 °C in einem Glasgefil3

Die Kunststoffschraubdeckel zur Aufbewahrung der DEP-Losungen wurden fiir 2 h bei 37 °C

in die DEP-Gebrauchslosung eingelegt und anschliefend autoklaviert (30 min bei 120 °C).

Die benutzte DEP-Losung wurde autoklaviert und zerfillt dadurch in ungiftige Substanzen.

Lyse-Puffer fiir Gewebepools

120 g Guanidinisothiocyanat (GIT) in 100 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 6,4) bei 56 °C 16sen
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22 ml 0,2 M EDTA (Na-Salz, pH 8,0) und 2,6 g Triton X-100 dazugeben und in dunkler

Glasflasche bei Raumtemperatur lagern.

0.1 M Tris-HCI Losung (pH 6.4)
12,11 g Tris in 800 ml DEP-Gebrauchslosung 16sen und den pH-Wert mit HCI (25 %) auf pH

6,4 einstellen; anschlieBend mit DEP-Gebrauchslosung auf 1 1 auffiillen.
Aufbewahrung in Glasflaschen mit Kunststoffschraubdeckeln (vgl. Aufbewahrung
DEP-Gebrauchslosung).

20 % ige Chelex 100 Suspension
Chelex 100 Matrix
H>Opidest

Chelex 100 Matrix sechsmal mit H;Opigest Waschen und zwischen den einzelnen
Waschschritten jeweils 10 min bei 14.000 g zentrifugieren. Uberstand abnehmen und Pellet

ad 20 ml mit H,O pigese resuspendieren.

3.5.2.2 Losungen und Puffer fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Tris-Borat EDTA (TBE)-Puffer (5 x)
53,9 g Tris

27,5 g Borsaure
20 ml EDTA
In H,O 16sen und auffiillen ad 11.

Ethidiumbromidlosung

Stammlosung (1 %) zu einer 0,1 % igen Gebrauchslosung 1:10 mit HyOp;gest verdiinnen.

Ladepuffer
20 % Ficoll

0,25 % Bromphenolblau
Auffiillen mit H,O ad 20 ml.

100 bp Ladder

Stammlosung 1:8 mit nukleasefreiem H,O verdiinnen.
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3.6 Statistische Methoden

Fiir die statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse wurden die Programme MS
Excel 2003 (Microsoft®) und PASW Statistics 17 (SPSS Inc®) der Firma IBM fiir MS

Windows verwendet.

Vor der Durchfithrung der statistischen Tests wurden alle Daten auf eine Normalverteilung
tiberpriift. Bei Daten, die keine Normalverteilung aufwiesen, kamen nicht-parametrische Tests
(Mann-Whitney U-Test oder Kruskal-Wallis Test) zum Einsatz, bei normalverteilten Daten
parametrische Tests (T-Test, ANOVA).

Um Erreger-Privalenzen in Wirtstieren zu vergleichen, wurden Kontingenztabellen erstellt
und mit einem Chi-Quadrat (Xz)—Test auf signifikante Unterschiede iiberpriift. Bei einem
Vergleich von nur 2 Gruppen wurde der Fisher’s Exakt Test verwendet. Fiir die statistische
Untersuchung der Reaktivititen der Immunblots wurden aufgrund der starken Varianz alle
Daten logarithmiert (logjp x+1) und mittels einer ANOVA iiberpriift. Bei allen statistischen

Tests wurden p-Werte mit a < 0,05 als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Pathogene im Wirtstier Igel

4.1.1 Borrelia burgdorferi sensu lato

4.1.1.1 Molekularbiologischer Nachweis

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 285 Sektionsigel (136 weiblich; 149 minnlich)

aus West- und Mitteleuropa molekularbiologisch auf eine Infektion mit Borrelia burgdorferi

s. 1. untersucht (Tabelle 6). In Deutschland und GroBbritannien handelte es sich ausschlieflich

um die Igelart Erinaceus europaeus. Tschechien bildet eine Uberlappungszone von

E. europaeus und E. roumanicus, in der beide Arten (E. europaeus n=16; E. roumanicus n=6)

auftraten. Letztere Art wurde auch im ostlichen Teil von Osterreich gefunden (n=4). Die 10

Tiere aus der Tiirkei wurden der Art E. concolor zugeordnet.

Tabelle 6: Gesamtzahl der auf Borrelia burgdorferi s.1. getesteten Igel [n], Anzahl infizierter Igel [n*] und

Infektionsrate [%] aufgeteilt nach Herkunftgebieten, Igelspezies und Jahr.

2005 2006 2007 2008 Gesamt
E. europaeus [n] | [n*] | [%] | [n] [[0*]] [%] |[n]|[n*]|[%]|[n] |[n*]| [%] | [n] |[0*]] [%]
Oberrhein-Gebiet 210 [00 13| 2 |154]1 ] 0 |00] 8 3 [375| 24 5 20,8
Rhein-Main-Gebiet 23 | 5 |21,7129] 2 |69 2 1 [50,0| 54 8 | 14,8
Hamburg 6 | 1 [167]| 7 1 [143]12] 1 |83]16| 1 | 6,3 41 4 |98
Berlin 19| 2 |10,5 19 2 | 10,5
Miinchen 24 | 3 |12,5| 24 3 12,5
Bodensee 6 2 1333 6 2 1333
Niedersachsen 4 0 |00 2 0 |00 6 0 0,0
,Jlgelgarten® Karlsruhe | 1 0 |00|19] 4 |21,1| 5 0 |00 18 1 5,6 43 5 | 11,6
Grof3britannien 181 0 | 0,0 14| 0 0,0 32 0 0,0
Tschechien 16 | 6 16 6 |37,5
gesamt 9 | 1 [11,1|109| 16 |14,7(49| 3 |6,1 |98 | 15 |153| 265 | 35 | 13,2
E. roumanicus
Tschechien 6 0 0,0 6 0 0,0
Osterreich 41 2 1500 4 2 1500
gesamt 4 2 150,0 6 0 0,0 10 2 1200
E. concolor
Tiirkei 10 0 | 0,0 10 0 | 00
gesamt 10| O 10 0 0,0
Erinaceus spp. gesamt | 13 | 3 [23,1|119] 16 |134|49| 3 |6,1 |104| 15 | 14,4 | 285 37 13,0
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Fiir das Screening eines Igels auf eine Borrelien-Infektion wurde die DNA-Extraktion seines
Organpools verwendet und in der 5S23S rDNA-PCR getestet. Insgesamt enthielten 37 von
285 Organpools (13,0 %) B. burgdorferi s.1.-DNA (Tabelle 6). In 35 von 265 Tieren der Art
E. europaeus wurde der Erreger in den Organen nachgewiesen. 2 von 4 Igeln (E. roumanicus)
aus Osterreich waren mit Borrelien infiziert. In keinem Igel der Gattung E. concolor aus der
Tirkei wurden Borrelien detektiert. Positive Organpools wurden zusitzlich mittels
OspA-PCR iiberpriift. Bis auf 2 konnten alle 37 Proben bestétigt werden.

Fiir die statistische Analyse wurden die Jahre aufgrund der geringen Stichprobengroflen fiir
jeden Herkunftsort zusammengefasst. Es zeigten sich keine statistischen Unterschiede
hinsichtlich der Borrelia-Priavalenz in E. europaeus zwischen den 9 Untersuchungsgebieten
auf dem Festland; allerdings wich Grofbritannien signifikant davon ab (X 12=5,54; p=0,019).
Dort waren alle 32 untersuchten Tiere Borrelia-negativ. Minnliche und weibliche Igel waren
gleich hédufig mit Borrelien infiziert.

Bei der Sektion wurden juvenile, subadulte und adulte Igel in 3 Gewichtskategorien eingeteilt
(Tabelle 7). Alle 3 Alterskategorien waren in Gewichtsklasse 1 vertreten. Erwartungsgemaif3
gab es die meisten juvenilen und subadulten Igel in dieser Gruppe. Aber auch 13 adulte Tiere
mit einem schlechten Allgemeinzustand wurden in diese Gruppe eingeteilt. In
Gewichtsgruppe 2 und 3 wurden vorwiegend adulte Tiere eingruppiert. Die meisten Borrelia-
infizierten Tiere konnten in den ersten beiden Gewichtsklassen gefunden werden. Lediglich 3
infizierte Tiere wogen iiber 800 g.

Der kleinste Igel, der mit Borrelien infiziert war, wog 130 g, was einem ungefidhren Alter von

4 bis 6 Wochen entspricht.
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Tabelle 7: Ubersicht der untersuchten Sektionsigel, eingeteilt in die verschiedenen Alterskategorien (juvenil,

subadult und adult) in Abhéingigkeit ihres Gewichtes. Die Borrelia-infizierten Gruppen sind fett dargestellt.

Igelart Gewichtsgruppe 1 | Gewichtsgruppe 2 | Gewichtsgruppe 3
Alterskategorie (100-500 g) (501-799 g) (>800¢g)
n infiziert/ n infiziert/ n infiziert/
n untersucht ( %) n untersucht ( %) n untersucht ( %)
E. europaeus
Festland juvenil 11/55 (20,0 %) 0/2 (0,0 %) 0
subadult 5/24 (20,8 %) 4/11 (36,4 %) 0/1 (0,0 %)
adult 3/13 (23,1 %) 9/86 (10,5 %) 3/41 (7,3 %)
GroBbritannien juvenil 0/11 (0,0 %) 0 0
subadult 0/4 (0,0 %) 0/4 (0,0 %) 0
adult 0/1 (0,0 %) 0/6 (0,0 %) 0/6 (0,0 %)
E. roumanicus
juvenil 2/8 (25,0 %) 0 0
subadult 0 0 0
adult 0 0/1 (0,0 %) 0/1 (0,0 %)
E. concolor
juvenil 0/6 (0,0 %) 0 0
subadult 0 0 0
adult 0 0/1 (0,0 %) 0/3 (0,0 %)

Zu allen Jahreszeiten (Frithling, Sommer, Herbst und Winter) konnten Borrelia-infizierte

Tiere gefunden werden (Abbildung 21); vor allem in den Herbstmonaten wurde fortlaufend

von 2005 bis 2008 B. burgdorferi s..-DNA in den Organen detektiert. Auch in der

»zeckenfreien* Winterzeit (Jahr 2006) waren Borrelieninfektionen in 2 Tieren nachweisbar.

Beziiglich der Borrelia-Privalenz konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Jahreszeiten ermittelt werden. Die meisten Sektionsigel stammten aus dem

Monat September, einem Monat, in dem die Sduglings- und Jungigel-Sterblichkeit am

hochsten  ist.

Folglich wurden im Herbst viele Igel auf Borrelien untersucht und

dementsprechend viele infizierte zu dieser Jahreszeit gefunden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Jahreszeitliche Verteilung der Borrelia-infizierten (dunkelgrau) und nicht infizierten (hellgrau)
Erinaceus europaeus auf dem Festland zu verschiedenen Jahreszeiten (n=230). W1=Winter (Januar, Februar),
F=Friihling (Mérz, April, Mai), S=Sommer (Juni, Juli, August), H=Herbst (September, Oktober, November),
W2=Winter (Dezember).

4.1.1.2 Borrelia burgdorferi s.l. Artdifferenzierung

Bei positiven Organpools wurden die inneren Organe (Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere,
Blase) eines Tieres einzeln in der OspA-PCR und vereinzelt in der 5S23S rDNA-PCR
getestet. Lediglich im Herz-, Nieren- und Blasengewebe wurde B. burgdorferi s.l.-DNA
detektiert.

Bei der OspA-PCR konnte unmittelbar nach dem PCR-Lauf eine Zuordnung bis zur
jeweiligen Genospezies mittels Schmelzpunktanalyse vorgenommen werden. Zusitzlich
konnte die Bildung der PCR-Produkte direkt am PC verfolgt werden. Dabei steigt die
Fluoreszenz proportional zur Menge des gebildeten PCR-Produktes an. Der ct-Wert gibt in

diesem Zusammenhang den Schwellenwert an, ab dem die Fluoreszenz der Probe aus dem
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Hintergrund trat. In Abbildung 22 ist ein durchgefiihrter LightCycler-Lauf mit
Igelorganproben exemplarisch abgebildet. Mithilfe der nachfolgenden Schmelzpunktanalyse
lie} sich sofort auf die jeweilige Genospezies schlieen, da die Amplifikate je nach Art
unterschiedliche =~ Schmelzpunkte aufweisen (Abbildung 23, Angaben zu den
Temperaturmaxima unter 3.4.3.2, Tabelle 5). Die DNA von B. afzelii war oft in sehr groBer
Menge in den positiven Proben vorhanden, was sich durch niedrige ct-Werte (Abbildung 22)
und hohe Fluoreszenzmaxima bei der Schmelzpunktanalyse bemerkbar machte (Abbildung
23). Bei 17 Igeln lag eine Einfachinfektion mit dieser Genospezies vor, bei 7 eine
Mischinfektion bestehend aus B. afzelii und B. bavariensis, bei 2 Igeln eine Mischinfektion
aus B. afzelii und B. spielmanii und bei einem Tier sogar eine Dreifachinfektion (B. afzelii,
B. bavariensis und B. spielmanii). Eine Ubersicht der Mischinfektionen aller Igel ist im

Anhang (Tabelle 30) aufgefiihrt.
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Abbildung 22: Nachweis von Borrelia burgdorferi s.1. Exemplarische OspA-PCR von Igelorganpools mittels
LightCycler. Die positiven Proben sind mit Nummern gekennzeichnet. PK=Positivkontrolle (B. burgdorferi s.s),
NK=Negativkontrolle (H,0). Probe 4, 5, 7, 8=B. afzelii; Probe 9=B. bavariensis; Probe 11=B. spielmanii. Die
Dezimalzahlen oben links geben die ct-Werte an.
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Abbildung 23: Die nachfolgende Schmelzpunktanalyse der Proben aus Abbildung 22 zeigt einen Peak der
Positivkontrolle (B. burgdorferi s.s.) bei ~63-64 °C sowie das Vorhandensein von B. afzelii
(Schmelzpunktmaxima bei ~71-72 °C) in den Proben 4, 5, 7 und 8 B. garinii (bzw. B. bavariensis) bei ~
67-68 °C in Probe 9 und B. spielmanii bei ~ 58-59 °C in Probe 11.

Die PCR-Produkte der Organpools beider PCR-Systeme wurden zusitzlich sequenziert,
wobei die Elektropherogramme der OspA-PCR deutlich besser abzulesen waren. Aufgrund
starker Uberlagerungen gestaltete sich die Auswertung der 5S-23S rDNA-Fragmente oft
schwierig oder war in vielen Fillen nicht moglich. Die korrigierten, sehr kurzen
Sequenzabschnitte (maximal 178 bp) waren zu nahezu 100 % (98 %-100 %) identisch mit
B. afzelii (Acc. No. CP000395), B. bavariensis (Acc. No. CP000013) und B. spielmanii (Acc.
No. AF497994) auf GenBank.

Die beiden 5S-23S rDNA-Isolate, die in der OspA-PCR nicht detektierbar waren, erwiesen

sich in der Sequenzierung als B. spielmanii. Bei 2 Individuen aus dem ,,Igelgarten* ergab die
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5S23S rDNA-PCR (eines Organpools bzw. einer Niere) ein Produkt, das nicht sequenziert

werden konnte.

Aufgrund der schlechten 5S-23S rDNA-Sequenzen wurden im folgenden Verlauf der Studie
die einzelnen Organe der infizierten Tiere nur noch auf dem LightCycler auf eine Infektion
tiberpriift und diese Amplifikate sequenziert. Der Vergleich der ca. 250 bp langen Isolate
mittels BLAST zeigte eine nahezu 100 %ige Ubereinstimmung (98 %-99 %) mit den auf
GenBank hinterlegten Sequenzen von B. afzelii (Acc. No. X85982), B. bavariensis (Acc. No.
X80257) und B. spielmanii (Acc. No. CP001469). Auffillig beim Vergleich mit den
vorhandenen GenBank Sequenzen war, dass alle B. afzelii Isolate an der gleichen Stelle einen
Basenaustausch aufwiesen (Abbildung 24). Einzelne Basenunterschiede bei Isolaten von

B. bavariensis und B. spielmanii waren dagegen unterschiedlich lokalisiert.

Score=470 bits (254), Expect=3e-129
Identities=256/257 (99%), Gaps=0/257 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 AATAGCATGTAAGCAAAATGTTAGCAGCCTTGATGAAAAAAACAGCGCTTCAGTAGATTT 60

Frrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrerr e rr et r et e e
Sbjct 42  AATAGCATGTAAGCAAAATGTTAGCAGCCTTGATGAAAAAAACAGCGCTTCAGTAGATTT 101

Query 61 GCCTGGTGAGATGAAAGTTICTTGTAAGTAAAGAAAAAGACAAAGACGGTAAGTACAGTICT 120

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrrrerrrrrrer et r et rrrrrrrrrr
Sbjct 102 GCCTGGTGAGATGAAAGTTCTTGTAAGTAAAGAAAAAGACAAAGACGGCAAGTACAGTICT 161

Query 121 AAAGGCAACAGTAGACAAGATTGAGCTAAAAGGAACTTCTGATAAAGACAATGGTTCTGG 180

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 162 AAAGGCAACAGTAGACAAGATTGAGCTAAAAGGAACTTCTGATAAAGACAATGGTICTGG 221

Query 181 GGIGCTTGAAGGTACAAAAGATGACAAAAGTAAAGCAAAATTAACAATTGCTGACGATCT 240

FEErrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 222 GGIGCTTGAAGGTACAAAAGATGACAAAAGTAAAGCAAAATTAACAATTGCTGACGATCT 281

Query 241 AAGTAAAACCACATICG 257

FEETEEErrrrrrrrrl
Sbjct 282 AAGTAAAACCACATICG 298

Abbildung 24: 99 % Sequenziibereinstimmung eines Borrelia afzelii-Isolats aus einem Igelorganpool (Query)
mit einer auf GenBank hinterlegten OspA-Sequenz von B. afzelii (Sbjct, Acc. No. X85982). Der grau unterlegte

Bereich markiert den Basenunterschied.
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4.1.1.2.1 Verteilung der Genospezies

a) in den Organen

Nur im Blasen-, Herz- und Nierengewebe der zuvor positiv getesteten 37 Tiere konnte
B. burgdorferi s.1.-DNA nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Blase als
Einzelorgan am besten fiir den Nachweis von Borrelien geeignet ist. Lediglich bei 11 von 37
Tieren (29,73 %), deren Organpool als positiv eingestuft wurde, gelang der DN A-Nachweis
aus der Blase nicht. Dagegen konnten in 19 (51,35 %) bzw. 22 Igeln (59,46 %) keine
Borrelia-DNA im Nieren- bzw. Herzgewebe detektiert werden. In den einzelnen Organen war
die Verteilung der Genospezies unterschiedlich (Abbildung 25 bis Abbildung 27). Wihrend
B. afzelii in allen 3 Organsystemen dominierte, war B. spielmanii in der Niere bzw.
B. bavariensis primir im Herzgewebe lokalisiert. Allerdings ergab der Chi-Quadrat Test, dass

diese vermeintliche Organpriferenz der einzelnen Genospezies nicht signifikant war.

Niere

Uneg
Ospiel
Hafz
Mafzbav
Mbav
unklar

Abbildung 25: Prozentuale Verteilung der Borrelia-Genospezies in der Niere der positiv getesteten Igel (n=37).
Neg=negativ, afz=B. afzelii, bav=B. bavariensis, spiel=B. spielmanii, afzbav=Mischinfektion mit B. afzelii und

B. bavariensis, unklar=Genospezies nicht zu identifizieren.

100



4 Ergebnisse

Herz

[neg
Cspiel
Hafz
Mbav

Abbildung 26: Prozentuale Verteilung der Borrelia-Genospezies im Herz der positiv getesteten Igel (n=37).

Neg=negativ, afz=B. afzelii, bav=B. bavariensis, spiel=B. spielmanii.

29,73%
11

Blase

[Uneg
Uspiel
Hafz

M afzbav
Mbav
Nbavspiel
B afzspiel

Abbildung 27: Prozentuale Verteilung der Borrelia-Genospezies in der Blase der positiv getesteten Igel (n=37)

Neg=negativ, afz=B. afzelii, bav=B. bavariensis, spiel=B. spielmanii, afzbav=Mischinfektion mit B. afzelii und

B. bavariensis, afzspiel=Mischinfektion mit B. afzelii und B. spielmanii, bavspiel=Mischinfektion mit

B. bavariensis und B. spielmanii.
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b) nach Herkunft

Tabelle 8 listet die Verteilung der Genospezies der infizierten Igel aufgeschliisselt nach
Herkunftsort, Einzel- und Mischinfektionen auf. B. afzelii wurde als dominierende
Genospezies in allen Untersuchungsgebieten gefunden.

8 der Borrelia-infizierten Tiere stammten aus Hessen, wovon 5 Tiere sogar eine Doppel- oder
Dreifachinfektion mit B. afzelii, B. garinii und B. spielmanii aufwiesen (Tabelle 8).
B. bavariensis  konnte ebenfalls als Einzel- oder Mischinfektion in jedem
Untersuchungsgebiet, bis auf Miinchen, gefunden werden. Erstmalig gelang es, B. spielmanii
in Hamburg nachzuweisen. Bei 2 Tieren wurde B. spielmanii als Einzelinfektion, bzw. als
Mischinfektion mit B. bavariensis detektiert. Abgesehen von Hamburg trat B. spielmanii nur
noch in Hessen und Baden-Wiirttemberg auf.

Nicht nur Tiere der Art E. europaeus, sondern auch 2 Igel der Art E. roumanicus aus
Osterreich waren jeweils mit B. afzelii bzw. B. bavariensis infiziert (Tabelle 8).

Die StichprobengroBe der gefundenen Genospezies in den einzelnen Herkunftsgebieten war
allerdings zu gering, um signifikante Unterschiede beziiglich der geografischen Verbreitung

der einzelnen Borrelia-Genospezies zu ermitteln.

Tabelle 8: Ubersicht der Einzel- und Mischinfektionen mit Borrelia afzelii (afz), B. bavariensis (bav) und
B. spielmanii (spiel) in positiv getesteten Igeln (Erinaceus europaeus), aufgeschliisselt nach Herkunft.* in

Osterreich: E. roumanicus. Unklar=Genospezies nicht zu identifizieren.

Herkunft Einzelinfektionen Mischinfektionen
afz | bav | spiel |afz+bav | afz+spiel | bav+spiel | afz+bav+spiel | unklar | gesamt

Oberrhein-Gebiet 2 0 1 1 1 0 0 0 5
Hamburg 2 0 1 0 0 1 0 0 4
Berlin 1 0 0 1 0 0 0 0 2
Igelgarten 0 1 1 1 0 0 0 2 5
Rhein-Main-Gebiet 3 0 0 2 1 1 1 0 8
Bodensee 1 1 0 0 0 0 0 0 2
Miinchen 3 0 0 0 0 0 0 0 3
Tschechien 4 0 0 2 0 0 0 0 6
Osterreich* 1 1 0 0 0 0 0 0 2
gesamt 17 3 3 7 2 2 1 2 37
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¢) nach Jahreszeit

Bis auf Februar und Mirz konnten Borrelien in jedem Monat aus den Organen isoliert werden
(Tabelle 9). Im Januar wurde ein Igel in der 5S23S rDNA-PCR als Borrelia positiv getestet,
die Genospezies konnte aber bei der Sequenzierung nicht ermittelt werden. Von April bis
Dezember konnten durchgingig infizierte Tiere gefunden werden. Wiederum war die
Stichprobengrofle zu gering, um signifikante Unterschiede in der Zusammensetzung von

verschiedenen Genospezies herauszuarbeiten.

Tabelle 9: Ubersicht der Einzel-/Mischinfektionen von positiv getesteten Igeln aufgeteilt nach Monaten.

Afz=B. afzelii, bav=B. bavariensis, spiel=B. spielmanii, unklar=Genospezies nicht zu identifizieren.

Monat Borrelia-Genospezies
afz | bav | spiel | afz+bav | afz+spiel | bav+spiel | afz+bav+spiel | unklar | gesamt
Januar 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Februar 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mirz 0 0 0 0 0 0 0 0 0
April 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Mai 2 0 0 1 1 0 0 0 4
Juni 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Juli 1 1 2 1 0 0 0 0 5
August 0 0 1 1 1 0 1 1 5
September 710 0 3 0 0 0 0 10
Oktober 2 1 0 0 0 1 0 0 4
November 3 0 0 1 0 0 0 0 4
Dezember 0] 0 0 0 0 1 0 0 1
gesamt 171 3 3 7 2 2 1 2 37

4.1.1.3 Serologischer Nachweis
4.1.1.3.1 Serologisches Screening (ELISA)

Insgesamt 161 Igelseren aus 4 verschiedenen Kollektiven (GroBraum Frankfurt, Hessen;
GroBraum Karlsruhe, Baden-Wiirttemberg; GroBraum Hamburg, Hamburg und dem
»lgelgarten, Baden-Wiirttemberg) wurden auf das Vorhandensein von spezifischen Borrelia
burgdorferi s.l. Antikorpern iiberpriift (Tabelle 10).

Die OD-Werte der Kit-Kontrollen in Kombination mit dem adaptierten Protein G-Peroxidase-
Konjugat lagen im vom Hersteller angegebenen Referenzbereich (Negativkontrolle:
OD=niedriger als 0,200; Cut-Off Kontrolle: OD=zwischen 0,250 und 0,900;
Positivkontrolle=groBBer 0,900). Als positiv wurden Tiere gewertet, deren Extinktionswert
iber einer OD von 1,0 lag (grenzwertige Tiere OD: 0,65-0,95; negative Tiere: OD < 0,5).

In den Igelstationen in Hessen und Baden-Wiirttemberg reagierte ungefihr die Hélfte der
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gesteten Seren positiv im ELISA, in Hamburg ca. 60 %. Dagegen wiesen alle getesteten Tiere
aus dem ,Igelgarten* spezifische Antikorper gegen B. burgdorferi s.1. im Blut auf (Tabelle
10). Da es sich um adulte Tiere handelte, die alle dlter als 1 Jahr waren und das ganze Jahr
hinweg zeckenexponiert lebten, gab es hoch signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Antikérperprivalenz zwischen dem ,,Igelgarten® und den anderen Herkunftsorten (X4°=39,13;

p <0,001).

Tabelle 10: Ergebnisse der ELISA-Untersuchung von Igelseren aus 4 Kollektiven (Frankfurt n=34, Karlsruhe
n=27, Hamburg n=54, , Igelgarten* n=46).

Herkunft
Grofiraum Grofiraum Grofiraum Igelgarten
Frankfurt Karlsruhe Hamburg gesamt
Bewertung negativ 17 13 19 0 49
ELISA positiv 14 12 33 46 105
grenzwertig 3 2 2 0 7
gesamt 34 27 54 46 161

4.1.1.3.2 Bestitigungstest (Immunblot)

Bei 112 Igelseren mit grenzwertigem (n=7) oder positivem (n=105) ELISA-Befund, erfolgte
eine Verifizierung der ELISA-Ergebnisse mithilfe eines kommerziellen Immunblots, der mit
verschiedenen rekombinant hergestellten Antigenen beschichtet war. Zusitzlich wurden 3
negativ getestete Seren eingesetzt, um falsch negative Proben im ELISA auszuschlieB3en.

Insgesamt kamen somit 115 Igelseren im Immunblot zum Einsatz.
Abbildung 28 zeigt exemplarisch die Reaktivititen zweier Igelseren gegen einzelne

Borrelia-Antigene. Die Ergebnisse aller Igelseren sind im Anhang (Tabelle 28; Abbildung 38-
Abbildung 43) aufgefiihrt.
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Abbildung 28: Exemplarischer Immunblot von Serum 81 und Serum 89. Der Referenzstreifen zeigt die
Reaktionskontrolle, den Cut-Off sowie die jeweiligen Positionen der Borrelia-Antigene. Gegen die rot

unterlegten Antigene waren Reaktivititen (Extinktionswerte in Klammern) erkennbar.

a) 2-Banden-Kriterium

Nach dem Qualitdtsstandard in der mikrobiologisch-infektiologischen Diagnostik sind
menschliche Seren im Immunblot erst dann positiv zu bewerten, wenn Banden gegen
mindestens 2 hochspezifische Proteine nachgewiesen werden (2-Banden-Kriterium, MiQ-
Richtlinie, Wilske et al. 2000).

71 von 105 (67,6 %) der im ELISA positiv getesteten Proben konnten auch im Immunblot
eindeutig als positiv gewertet werden (Tabelle 11). 2 weitere Proben sind nach der
MiQ-Richtlinie als fraglich einzustufen, da nur das Kriterium einer hochspezifischen Bande
erfiilllt wurde. Lediglich 1 von 7 im ELISA als grenzwertig beurteilten Proben erwies sich im
Immunblot als positiv. Bei 32 Proben konnte das positive ELISA-Ergebnis nicht gestiitzt

werden, obwohl Reaktivitidten gegen mehrere, weniger spezifische Proteine sichtbar waren.
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Bei den 3 Proben mit negativem ELISA-Befund waren auch im Immunblot keine Banden

sichtbar (Tabelle 11). Insgesamt konnten somit 72 der 112 (64,3 %) im ELISA als

grenzwertig bzw. positiv getesteten Seren nach dem 2-Banden Kriterium bestitigt werden.

Tabelle 11: Ubersicht der getesteten Igelseren, aufgegliedert nach Ergebnis im ELISA und anschlieBender

Verifizierung im Immunblot nach dem 2-Banden-Kriterium (MiQ-Richtlinie).

Ergebnisinterpretation Immunblot
fraglich negativ positiv gesamt
Bewertung ELISA negativ 0 3 0 3
positiv 2 32 71 105
grenzwertig 0 6 1 7
gesamt 2 41 72 115

b) Reaktivitiit gegen mindestens 1 Bande und 1 Punkt in der Wertetabelle

Aufgrund der Adaption des ,,all species““-Konjugates an einen kommerziellen Immunblot aus
der Humanmedizin und der Verwendung tierischer Seren, wurde die Ergebnisinterpretation
des Immunblots bei Igelseren nach einer weniger strengen Richtlinie vorgenommen. Tabelle
12 zeigt die Anzahl positiver und negativer Seren, wenn man von einer hochspezifischen bzw.
mehreren weniger spezifischen Banden im positiven Wertebereich ausgeht, und diese in der
von der Software erstellten Punktetabelle (siehe Anhang: Tabelle 28) mit mindestens einem
Punkt aufgefiihrt sind. Basierend auf dieser Grundlage kénnen 92 von 105 Seren (87,6 %) im
ELISA positiven Seren bestitigt werden. Bei den im ELISA grenzwertig getesteten Seren
sind demnach 3 von 7 als positiv zu bewerten. Insgesamt konnen also 95 von 112 (84,8 %)
der positiv und grenzwertig im ELISA getesteten Seren nach dieser Ergebnisinterpretation im
Immunblot bestitigt werden (sieche Anhang: Tabelle 28). Bei 4 Seren ist eine Reaktivitit
gegen eine Antigenbande sichtbar, allerdings ist diese schwécher als der Cut-Off ausgepragt

und bekommt daher keinen Punkt in der Wertetabelle.
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Tabelle 12: Igelseren mit mindestens einer Bande im Immunblot und einem Punkt in der Wertetabelle.

* kennzeichnet 4 Seren, die zwar eine Reaktivitiit zeigten, die aber schwiicher als der Cut-Off ausgeprigt war.

mindestens eine Bande im Immunblot sichtbar
nein ja
Bewertung ELISA negativ 3 0 3
positiv 9 92 (+4%*) 105
grenzwertig 4 3 7
gesamt 16 99 115

¢) Reaktivititen gegen einzelne Borrelia-Antigene

Bei 99 Tieren konnten Reaktivititen gegen mindestens eine Bande des Immunblots detektiert
werden. Tabelle 13 gibt einen Uberblick iiber die Igelseren mit Reaktivititen gegen die
einzelnen Borrelia-Antigene. Der verwendete Ausdruck ,,negativer Wertebereich® bezieht
sich auf Seren, die zwar eine schwache Bande zeigten, die aber schwicher als die
Kontrollbande (Cut-Off) ausgeprigt war und somit von der Auswertungssoftware, die fiir

humane Seren ausgelegt ist, mit einem negativen Vorzeichen versehen wurde.

Tabelle 13: Anzahl der reaktiven Igelseren (n=99), aufgeteilt nach Wertebereich und Antigenen. Afz=Borrelia

afzelii, spiel=B. spielmanii, gar=B. garinii, ss=B. burgdorferi s.s., bav=B. bavariensis.

Anzahl reaktiver Igelseren
Borrelia-Antigen im positiven im negativen gesamt Keine Bande
Wertebereich Wertebereich
VISE 73 4 77 22
p100 38 8 46 53
p58 14 11 25 74
p4l 30 5 35 64
p39 51 12 63 36
OspA 0 0 0 99
OspC afz 7 5 12 87
OspC spiel 5 5 10 89
OspC gar 4 1 5 94
OspC ss 1 2 3 96
pl8ss 1 1 2 97
pl8 afz 31 7 38 61
p18 bav 42 5 47 52
pl8 gar 0 1 1 98
p18 spiel 2 2 95
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Die meisten Igel zeigten eine Reaktivitidt gegen das VISE-Antigen. Des Weiteren reagierten
Igelseren stark mit p39, p100, p41 und p58. Keines der Igelseren war reaktiv gegen das
OspA-Antigen, nur wenige gegen die OspC-Antigene. Die rekombinant hergestellten
pl8-Antigene des Blotstreifens sind fiir eine Aussage iiber das Vorhandensein von
IgG-Antikorpern gegen die einzelnen Borrelia-Genospezies am aussagekriftigsten, da sie fiir
jede Genospezies hoch spezifisch sind. Fast die Hilfte der Igel (47/99) hatte Antikorper gegen
B. bavariensis, gefolgt von B. afzelii (38/99), B. spielmanii (4/99) und B. burgdorferi s.s.
(2/99) im Blut. Nur 1 Igel zeigte eine schwache Reaktivitit gegen B. garinii (vogelspezifische
B. garinii-Art) im negativen Wertebereich. In jedem Untersuchungsgebiet konnten
Reaktivititen gegen VISE, p100, p41 und p39 nachgewiesen werden (Abbildung 29). Diese
Antigene l0sten offenbar auch bei den untersuchten juvenilen Igeln aus Hessen und
Baden-Wiirttemberg eine frithe Immunantwort aus. Reaktivititen gegen die pl8-Antigene

wurden vorrangig bei adulten Tieren aus Hamburg und aus dem ,,Igelgarten* detektiert.
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Abbildung 29: Anzahl der untersuchten Igelseren mit Reaktivititen gegen mindestens eine Antigenbande (n=99). Die rote Séule zeigt die Anzahl der Igelseren mit positiver

Reaktivitit, die gelbe Sdule die mit einer Reaktivitdt im negativen Wertebereich, und die weille Sdule die Anzahl der Seren ohne eine Reaktivitit gegen das jeweilige Antigen.
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Die Reaktivitidten der einzelnen Igelseren gegen die jeweiligen Antigene lagen innerhalb eines
breit geficherten Wertebereiches (Tabelle 14). Vor allem p100 und VISE-Werte unterlagen
einer grofen Varianz. Bei der statistischen Analyse wurden alle Reaktivitidten logarithmiert
(log10+1) und sowohl hinsichtlich der Herkunft als auch des Alters (juvenil, subadult, adult)
mittels einer ANOVA untersucht. Bei ausreichender Grof3e der Stichprobenanzahl konnten in
den meisten Fillen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Lediglich bei 2
Testvariablen zeigte sich eine Signifikanz: zum einen hatten juvenile Igel erniedrigte
VIsE-Reaktivititen im Vergleich zu adulten Tieren, zum anderen waren die Reaktivititen
gegen das p39 Protein bei Tieren aus Hamburg signifikant im Gegensatz zu den Tieren aus
Hessen erhoht. Der Tukey-Test zeigte, dass sowohl adulte und subadulte Tiere als auch
juvenile und subadulte Tiere homogene Untergruppen bildeten, sich aber adulte Igel und
juvenile Tiere hinsichtlich der VIsE-Reaktivitidten signifikant voneinander unterschieden.
Hinsichtlich des p39-Proteins bildeten sowohl Tiere aus Hessen, Baden-Wiirttemberg und
dem ,Igelgarten” eine homogene Untergruppe als auch Tiere aus Baden-Wiirttemberg, dem

,lgelgarten* und Hamburg.

Tabelle 14: Anzahl der reaktiven Seren (n), Minimal-, Maximal-; Mittelwerte und Standardabweichung der

einzelnen Antigene in Relation zum Cut-Off.

Borrelia-Antigen n Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
p100 46 -50,10 2502,00 487,13 602,18
VISE 77 -52,20 1724,00 601,50 485,00
p58 25 -46,90 171,80 24,34 65,53
p4l 35 -57,80 1029,00 232,35 249,53
p39 63 -54,80 1062,00 206,02 264,58
OspA 0
OspCBss 3 -41,20 17,60 -16,87 30,68
OspCBaf 12 -36,70 815,40 157,58 286,34
OspCBga 5 -3,40 878,60 235,12 365,00
OspCBsp 10 -54,90 573,80 111,25 248,86
p18Bss 2 -26,90 526,20 249,65 391,10
p18Baf 38 -41,20 1425,00 298,77 371,13
p18Bg1(B. bav) 47 -55,90 1841,00 382,92 346,89
p18Bg2 (B. gar) 1 -36,30 -36,30 -36,30
p18Bsp 4 -26,90 405,40 142,55 203,37

Die nachfolgenden 11 Boxplot-Abbildungen (Abbildung 30) veranschaulichen die Streuung

der Reaktivititen der untersuchten Igelseren gegen die einzelnen Antigenbanden.
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Abbildung 30: Stidrke der Reaktivititen (Y-Achse) gegen die einzelnen Borrelia-Antigene der Proben mit

mindestens einer Antigen-Reaktivitit aus Abbildung 29. Antigene mit zu geringer Stichprobengrofie und mit

Angaben zu Reaktivititen aus lediglich einem Kollektiv wurden nicht dargestellt. FR=Frankfurt,

BW=Baden-Wiirttemberg, HH=Hamburg, IG=,,Igelgarten*.
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4.1.2 Anaplasma phagocytophilum

4.1.2.1 Molekularbiologischer Nachweis

Insgesamt wurden 271 DNA-Extrakte der Organpools von Igeln mittels 16S rDNA-PCR auf
dem LightCycler auf Anaplasma phagocytophilum tiberpriift (Tabelle 15). Da diese PCR nur
ein relativ kurzes DNA-Fragment (344 bp) der 16S rDNA generiert, wurden positive Proben
zusitzlich mithilfe einer nested PCR mit der gleichen Zielregion amplifiziert. Diese nested
PCR sollte einerseits zusitzlich als Bestidtigung dienen, aber auch anderseits zur Gewinnung
eines moglichst langen DNA-Fragments fiir die Sequenzierung, um eventuell unterschiedliche
16S rDNA-Varianten aufzuspiiren. Alle im LightCycler als positiv gewerteten Proben zeigten
auch in dieser PCR starke Banden im Agarose-Gel.

Insgesamt erwiesen sich 24 der 271 untersuchten Igel als A. phagocytophilum positiv.
Aufgeschliisselt nach Igelart, waren 23 von 251 (9,2 %) Erinaceus europaeus und 1/10 der
Art E. concolor (10,0 %) aus der Tiirkei infiziert. Bei den 10 untersuchten Tieren der Art
E. roumanicus aus Osterreich und Tschechien konnte keine Anaplasma-Infektion
nachgewiesen werden (Tabelle 15). Die Priavalenzen lagen in Deutschland durchschnittlich

zwischen 2,9 % (Hamburg) und 16,7 % (Miinchen).

Tabelle 15: Gesamtzahl der auf Anaplasma phagocytophilum getesteten Igel [n], Anzahl infizierter Igel [n*] und

Infektionsrate [%] aufgeteilt nach Herkunftsgebiet und Jahr.

2005 2006 2007 2008 Gesamt
E. europeus [n] | [n*] |[%] | [n] | [n*]] [%] |[n]|[0n*]] [%] | [n] |[n*]| [%] | [n] |[0*]] [%]
Oberrhein-Gebiet 110 (00131 |77 ]|1] 0100/ 8 2 125023 | 3 |13,0
Rhein-Main-Gebiet 0 23| 3 13,0129 4 | 138 2 0|00 |54 7 |130
Hamburg 21 0 |00 7 0|00 |12] 0 |00 |16 1 6,3 37| 1 |27
Berlin 0 141 2 [143] 0 0 14| 2 |143
Miinchen 0 0 0 24 1 4 16,724 | 4 |16,7
Bodensee 0 6 0 0,0 |0 0 6 0 |00
Niedersachsen 0 4 0 0,0 | 2 0 0,0 0 6 0 |00
Jgelgarten* Karlsruhe 1 0O [00|15] 2 |133]| 5 0 0,0 | 18 2 11,11 39| 4 |10,3
Grof3britannien 0 18| O 0,0 |10 14| 0 0,0 132 0 |00
Tschechien 0 0 0 16| 2 (12516 | 2 [12,5
gesamt 41 0 [00(100] 8 |80 |49| 4 | 82 |98 | I1 |11,2|251| 23 | 9,2
E. roumanicus
Tschechien 0 0 0 6 0 0,0 6 0 |00
Osterreich 4 0 00| O 0 0 4 0 |00
gesamt 4 0 00| O 0 6 0 10 O
E. concolor
Tiirkei 0 10| 1 [10,0] O 0 10 1 |10,0
gesamt 10 1 |10,0 10 1 |10,0
Erinaceus spp. gesamt 8|0 [00(110] 9 82 (49| 4 82 (104 | 11 | 10,6 |271| 24 | 8,9
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Die Real-time PCR wurde als positiv gewertet, wenn ein exponentieller Anstieg der
Fluoreszenz bis zum 33. Amplifikationszyklus zu beobachten war und die nachfolgende
Schmelzpunktanalyse ein absolutes Maximum im Temperaturbereich zwischen 61 °C bis

63 °C zeigte (Abbildung 31 und Abbildung 32).
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Abbildung 31: Nachweis von Anaplasma phagocytophilum. Exemplarische 16S rDNA-PCR auf dem
LightCycler mit 20 Igelorganpools sowie der Positivkontrolle (PK) und Negativkontrolle (NK). Die positiven

Proben sind jeweils mit Nummern versehen. Die Dezimalzahlen oben links geben die ct-Werte an.
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Abbildung 32: Die nachfolgende Schmelzpunktanalyse der positiven Proben aus Abbildung 31 zeigten

Absorptionsmaxima zwischen 61 und 63 °C. PK=Positivkontrolle, NK=Negativkontrolle.

Fiir die statistische Analyse wurden die Jahre aufgrund der geringen Stichprobengroflen fiir

jeden Herkunftsort zusammengefasst. Beim Vergleich der Anaplasma-Priavalenz von

E. europaeus in den einzelnen Untersuchungsgebieten auf dem Festland zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede mittels Chi-Quadrat-Tests. Wiederum wich GroBbritannien, wo

keine infizierten Tiere gefunden wurden, fast signifikant von der Gesamtprivalenz auf dem

Festland ab (X;’=3,7; p=0,054).

Minnliche und weibliche Igel waren gleich oft mit Anaplasmen infiziert.

Die Infektionsrate in den verschiedenen Alterskategorien (juvenil, subadult, adult) zeigte

keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 16). Das Gewicht infizierter Tiere reichte von 142 g

bis 1005 g.
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Tabelle 16: Ubersicht der untersuchten Sektionsigel, eingeteilt in die verschiedenen Alterskategorien (juvenil,

subadult und adult) in Abhéngigkeit ihres Gewichtes. Die Anaplasma-infizierten Gruppen sind fett dargestellt.

Igelart Gewichtsgruppe 1 | Gewichtsgruppe 2 | Gewichtsgruppe 3
Alterskategorie (100-500 g) (501-799 g) (>800¢g)
n infiziert/ n infiziert/ n infiziert/
n untersucht ( %) n untersucht ( %) n untersucht ( %)
E. europaeus
Festland juvenil 5/55 (9,1 %) 1/2 (50,0 %) 0
subadult 1/20 (5,0 %) 1/8 (12,5 %) 0/1 (0,0 %)
adult 0/13 (0,0 %) 11/80 (13,7 %) 4/40 (10,0 %)
GroBbritannien juvenil 0/11 (0,0 %) 0 0
subadult 0/4 (0,0 %) 0/4 (0,0 %) 0
adult 0/1 (0,0 %) 0/6 (0,0 %) 0/6 (0,0 %)
E. roumanicus
juvenil 0/8 (0,0 %) 0 0
subadult 0 0 0
adult 0 0/1 (0,0 %) 0/1 (0,0 %)
E. concolor
juvenil 1/6 (16,6 %) 0 0
subadult 0 0 0
adult 0 0/1 (0,0 %) 0/3 (0,0 %)

Auch hinsichtlich der Jahreszeiten (Frithling, Sommer, Herbst und Winter) konnten keine
signifikanten Unterschiede beziiglich der Anaplasma-Pravalenz ermittelt werden, wobei keine
A. phagocytophilum infizierten Igel in den Wintermonaten gefunden wurden (Abbildung 33
und Tabelle 17).

Von Mirz bis November waren Igel mit A. phagocytophilum infiziert (Tabelle 17). Die
Privalenzrate in diesen Monaten reichte von 5,3 % bis 20,0 %. Insbesondere im Friihjahr,
aber auch im Herbst, lag die Priavalenz sehr hoch. Der infizierte E. concolor aus der Tiirkei

war ein juveniler Igel und wog 250 g. Ein exakter Todeszeitpunkt war nicht angegeben.
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Abbildung 33: Jahreszeitliche Verteilung der Anaplasma phagocytophilum- infizierten (dunkelgrau) und nicht

infizierten (hellgrau) Erinaceus europaeus auf dem Festland (n=216), W1=Winter (Januar, Februar), F=Friihling

(Mirz, April, Mai), S=Sommer (Juni, Juli, August), H=Herbst (September, Oktober, November), W2=Winter

(Dezember).

Tabelle 17: Anaplasma-Pravalenz von Erinaceus europaeus auf dem Festland zu verschiedenen Monaten

(n=216).
Anaplasma

Monat negativ positiv Anzahl untersucht Priivalenz ( %)
Januar 2 0 2 0,0
Februar 3 0 3 0,0
Miirz 10 1 11 9,1
April 4 1 5 20,0
Mai 14 2 16 12,5
Juni 15 1 16 6,3
Juli 18 1 19 5.3
August 27 5 32 15,6
September 47 7 54 13,0
Oktober 30 2 32 6,3
November 16 3 19 15,8
Dezember 7 0 7 0,0
gesamt: 193 23 216 10,6
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4.1.2.2 Sequenzierung und Klonierung der PCR-Produkte

Positive PCR-Produkte beider PCR-Systeme wurden sequenziert und mittels BLAST mit den
bisher auf GenBank hinterlegten Eintrigen verglichen (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast;
Stand: 20.09.2010). Die Elektropherogramme der nested PCR waren dabei deutlich besser
abzulesen. Bei den auf dem LightCycler gewonnenen 16S rDNA-Fragmenten kam es
teilweise zu starken Uberlagerungen und zu wenig ausgeprigten Peaks der einzelnen Basen in
der DNA-Sequenz. Daher wurden im weiteren Verlauf nur noch die Amplifikate der nested
PCR sequenziert. Nach Korrektur ergab der Sequenzvergleich der durchschnittlich ca. 800
bp-Abschnitte mit anderen Eintrigen auf GenBank nur eine Ubereinstimmung von 99 %, da
alle Igelsequenzen an derselben Stelle (siehe Pfeil in Abbildung 34) einen Basenunterschied
(A anstelle von G) aufwiesen. Dieser Unterschied scheint igelspezifisch zu sein und wurde
bisher noch bei keiner anderen Tierart gefunden. Abbildung 34 zeigt ein Sequenzalignment
der typischen Igelvariante mit anderen Anaplasma-Isolaten aus Sdugetieren. Eine 100 %ige
Ubereinstimmung zu den Isolaten aus Erinaceus europaeus zeigte auch die Sequenz des Igels

der Art E. concolor aus der Tiirkei.

Insgesamt wurden 23 der generierten A. phagocytophilum Sequenzen auf GenBank hinterlegt
(Acc. No. FN390873 bis FN390895). Die igelspezifische 16S rDNA-Variante wurde bei fast
allen Igeln und den von den Igeln abgesammelten Zecken gefunden. Lediglich die Sequenz
des Igels Lf 174 (Acc. No. FN 390881) unterscheidet sich in 2 Nukleotiden: sie hat an Stelle
351 ein A anstatt G und an der igelspezifischen Position (403) ein G. Diese Sequenz ist auf

GenBank bisher einzigartig.

Das PCR-Produkt des Igels Lf 47, das starke Uberlagerungen im Elektropherogramm zeigte,
wurde mithilfe des TOPO TA cloning Kits kloniert und anschlieBend sequenziert. Das
urspriingliche PCR-Fragment stimmte zu 100 % mit der igelspezifischen 16 S IDNA-Variante
iberein (Acc.No. FN390878). Allerdings unterschied sich das erste klonierte Produkt (Clone
1, Acc.No FN390879) in 3 Positionen (435: C statt T; 623: G statt A, 938: C statt T) und das
zweite Produkt (Clone 2, Acc.No. FN390880) wich an Stelle 300 von der urspriinglichen Lf
47 Sequenz ab (G statt A).
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1

ATGCATAGGAATCTACCTAGTA

GTCGARCGGATTATTCTTTATAGCTTGCTATARAGAATARTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTA
ARCGARCGCTGGCGGCARGCTTARCACATGCARGTCGAACGGATTATTCTTTATAGCTTGCTATARAGAATAGT TAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTA
TTGTCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCARGCTTARCACATGCARGTCGARCGGATTATTCTTTATAGCTTGCTATARAGAATARTTAGTGGCAGACGGGTGAGTARTGCATAGGARTCTACCTAGTA
ARCGGATTATTCTTTATAGCTTGCTATGGAGGATAATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTA
GTCGARCGGATTATTCTTTATAGCTTGCTATARAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTA
ARCGGATTATTCTTTATAGCTTGCTATGGAGGATARTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTA
ssssssssassrsssssssssesrsassssessssssddcggatiatbcbibatagetbgctat., ,ag,.ata,.bbagtggcagacggptpagtaATGCATAGGAATCTACCTAGTA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I 1
GTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGARRGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TGGTAGGGTARAGGCCTACCARGGCGATGATCT
GTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATARTCCCTGCGGGGGARAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TGGTAGGGTAAAGGCCTACCARGGCGATGATCT
GTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAARGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGT TGGTAGGGTARAGGCCTACCARGGCGATGATCT
GTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGARRGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TGGTAGGGTARAGGCCTACCARGGCGATGATCT
GTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAARTACTGTATARTCCCTGCGGGGGARAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGT TGGTAGGGTARAGGCCTACCARGGCGATGATCT
GTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGARRGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TGGTAGGGTARAGGCCTACCARGGCGATGATCT
GTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATARTCCCTGCGGGGGARAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TGGTAGGGTARAGGCCTQCCARGGCGATGATCT
GTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAARGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGT TGGTAGGGTARAGGCCTALCARGGCGATGATCT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 80 390
I I
ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACARTGGGCGCARGCCTGATCCAGCTATGCCGCATGAGTGAGGAR
ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACARTGGGCGCARGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAR
ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACAATGGGCGCARGCCTGATCCAGCTATGCCGLGTGAGTGAGGAR
ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACARTGGGCGCARGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAR
ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACAATGEGCGCARGCCTGATCCAGCTATGCCGLGTGAGTGAGGAR
ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACARTGGGCGCARGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGAGGAR
ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACAATGEGCGCARGCCTGATCCAGCTATGCCGLGCGAGTGAGGAR
ATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTATTGGACARTGGGCGCARGCCTGATCCAGCTATGCCGCyLGAGTGAGGAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1
GGCCTTAGGGTTGTARAACTCTTTCAGTAGGGARGATAATGACGGTACCTACAGARGARGTCCCGGCARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGGGCARGCGTTGTTCGGARTTATTGGGLG
GGCCTTAGGGTTGTARARCTCTTTCAGTAGGGAAGATARTGACGGTACCTACAGARGARGTCCCGGCARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGGGCARGCGTTGTTCGGARTTATTGGGLG
GGCCTTAGGGTTGTARAACTCTTTCAGTAGGGARGATAATGACGGTACCTACAGARGARGTCCCGGCARACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGAGGGGGCARGCGTTGTTCGGARTTATTGGGLG
GGCCTTAGGGTTGTARARCTCTTTCAGTAGGGAAGATARTGACGGTACCTACAGARGARGTCCCGGCARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGGGCARGCGTTGTTCGGARTTATTGGGLG
GGCCTTAGGGTTGTARAACTCTTTCAGTAGGGARGATARTGACGGTACCTACAGARGARGTCCCGGCARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGGGCARGCGTTGTTCGGARTTATTGGGLG
GGCCTTAGGGTTGTARARCTCTTTCAGTAGGGAAGATARTGACGGTACCTACAGARGARGTCCCGGCARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGGGCARGCGTTGTTCGGARTTATTGGGLG
GGCCTTAGGGTTGTARARCTCTTTCAGTAGGGAAGATARTGACGGTACCTACAGARGARGTCCCGGCARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGGGCARGCGTTGTTCGGARTTATTGGGLG
GGCCTTAGGGTTGTARAACTCTTTCAGTAGGGARGATAATGACGGTACCTACAGARGARGTCCCGGCARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGARTTATTGGGCG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1
TARAGGGCATGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAARGGTGARATGCCAGGGCTTARCCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTAGAGTCCGGEAGAGGATAGCGGARTTCCTAGTGTAGAGGTGARATTCG
TARAGGGCATGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAAARGGTGAARRTGCCAGGGCTTARCCCTGGAGCTGCTTTTARTACTGCCAGACTAGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTLG
TARAGGGCATGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGTGAARRTGCCAGGGCTTARCCCTGGAGCTGCTTTTARTACTGCCAGACTAGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGARATTLG
TARAGGGCATGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAAARGGTGAARRTGCCAGGGCTTARCCCTGGAGCTGCTTTTARTACTGCCAGACTAGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTLG
TARAGGGCATGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGTGAARRTGCCAGGGCTTARCCCTGGAGCTGCTTTTARTACTGCCAGACTAGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGARATTLG
TARAGGGCATGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAARGGTGARATGCCAGGGCTTARCCCTGGAGCTGCTTTTAARTACTGCCAGACTAGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGARTTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCG
TARAGGGCATGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGTGAARRTGCCAGGGCTTARCCCTGGAGCTGCTTTTARTACTGCCAGACTAGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGARATTLG
TARAGGGCATGTAGGCGGT TCGGTAAGT TRAARGGTGARATGCCAGGGCTTARCCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTAGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGARTTCCTAGTGTAGAGGTGARATTCG

651 [:1:11] 6720 680 690 200 10 720 730 740 750 760 F 780
1 1
TAGATATTAGGAGGARCACCAGTGGCGARGGCGGCTATCTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGLGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAR
TAGATATTAGGAGGARCACCAGTGGCGARGGCGGCTATCTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGLGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAR
TAGATATTAGGAGGARCACCAGTGGCGARGGCGGCTATCTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGLGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAR
TAGATATTAGGAGGARCACCAGTGGCGARGGCGGCTATCTGRTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAR
TAGATATTAGGAGGARCACCAGTGGCGARGGCGGCTATCTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGLGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAR
TAGATATTAGGAGGARCACCAGTGGCGARGGCGGLTATCTGRTCCGETACTGACGCTGAGGTGCGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAR
TAGATATTAGGAGGARCACCAGTGGCGARGGCGGCTATCTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGLGARAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTARATGATGGGTGCTGAA
TAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGARGGCGGCTATCTGRTCCGETACTGACGC TGAGGTGCGAARGC GTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTARACGATGAGTGCTGAR

781 790 800 810 820 830 840 a50 860 870 880 830 900 910
1 I
TGTGGGGATTTTTTATCTCTGTGTTGTAGCTARCGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCARGACTAARACTCARRGGART TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTARTTL
TGTGGGGATTTTTTATCTCTGTGTTGTAGCTARCGCGTTARGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCARGACTARAACTCARAGGAAT TGACGGGGACCCGCACARGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
TGTGGGGATTTTTTATCTCTGTGTTGTAGCTARCGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCARGACTAARACTCARRGGART TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTARTTL
TGTGGGGATTTTTTATCTCTGTGTTGTAGCTARCGCGTTARGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCARGACTARAACTCARAGGARTTGACGGGGACCCGCACARGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
TGTGGGGGTTTTTTACCTCTGTGTTGTAGCTARCGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCARGACTAARACTCARRGGAAT TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTARTTL
TGTGGGGATTTTTTATCTCTGTGTTGTAGCTARCGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCARGACTAARACTCARAGGART TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTARTTL
TGTGGGGATTTTTTATCTCTGTGTTGTAGCTARCGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCARAACTAARACTCARRGGAAT TGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTARTTL
TGTGGGGATTTTTTATCTCTGTGTTGTAGCTARCGCGTTAARGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCARZACTAARACTCARRGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTARTTL

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
I 1
GATGCARCGCGARARACCTTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCL
GATGCARCGCGARARRCCTTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTARCGGARGGGCGCAGTTCGECTGGATCTCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGE
GATGCARCGCGARARACCTTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGARGGGCGCAGTTCGGCTGGATCTCGCACAGGTGCTGCATGGLTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
GATGCARCGCGARARACCTTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGARGGGCGCAGTTCGGCTGGATCTCGCACAGGTGCTGCATGGLTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
GATGCARCGCGARARRCCTTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTARCGGARGGGCGCAGTTCGECTGGATCTCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGE
GATGCARCGCGARARACCTTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTARCGGARGGG

GATGTARCGCGARARACCTTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTARCGGAR
GATGeARCGCGARARRCCTTACCACTCCTTGACAT GGAGAT TAGAT i Ol A AAE . s s e s ssassassnsssattsssssssnstssssssssstssssnsssstssssnsssstsssnnss

Abbildung 34: Sequenzalignment der typischen Igelvariante von Anaplasma phagocytophilum mit anderen auf
GenBank hinterlegten Sequenzen: Igel/Deutschland (FN390878), Mensch/USA (AF093789),
Wildkaninchen/China (DQ458806), Wasserreh (Hydropotes inermis argyropus)/Korea (GU556624),
Pferd/Schweden (AY527214), Lama/Schweden (AF241532), Ratte (Niviventer coxingi)/China (DQ458808).
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4.1.3 Rickettsia spp.

4.1.3.1 Molekularbiologischer Nachweis

Organpools von insgesamt 271 Igeln wurden in der vorliegenden Studie mittels einer
glta-PCR auf das Vorhandensein von Rickettsien iiberpriift. In keiner der Proben konnten
Rickettsien detektiert werden. Bei einem Igel (Nr. P4) aus dem Bienwald, dessen
abgesammelten Zecken als hochgradig Rickettsia-positiv befundet worden waren (vgl.
Abschnitt 4.3.4), wurde nachtriglich eine Hautbiopsie mittels PCR untersucht, in der
Rickettsien, aber nicht im dazugehorigen Organpool, detektiert werden konnten. Allerdings

erbrachte die anschlieBende Sequenzierung keine Differenzierung bis zur Art.

4.1.4 FSME-Viren

4.1.4.1 Molekularbiologischer Nachweis

Nur bei einem der 271 untersuchten Igel gelang der direkte Nachweis von FSME-Viren im
Organgewebe mithilfe der reversen Transkription und des PCR-Systems nach Schrader &
Siiss (1999). Das infizierte Tier hatte eine detektierbare FSME-Infektion im Nierengewebe.
Aus dem Vorbericht des Igels ging hervor, dass er am 27.05.2006 mit einer starken
Gesichtsverletzung in einem Potsdamer Garten gefunden wurde und eingeschlifert werden
musste. Es handelte sich um ein ausgewachsenes, minnliches Tier mit einem Gewicht von
1244 g. Der Zeckenbefall (1 Larve, 7 Nymphen, 1 Weibchen; alle als Ixodes ricinus
bestimmt) wurde bei der Sektion als gering eingestuft. Alle abgesammelten Zecken wurden
negativ auf FSME-Viren getestet.

Die in der PCR als positiv eingestufte Nierenprobe wurde zur Spezifititsiiberpriifung
sequenziert. Der Sequenzvergleich des 131 bp langen Stiickes mit BLAST ergab eine
100 %ige Ubereinstimmung mit dem ,,TBEV Hypr polyprotein gene* und eine 99 %ige
Ubereinstimmung mit dem FSME-Virusstamm TBEV Neudoerfl.

4.1.4.2 Serologischer Nachweis

Bei der serologischen Untersuchung von Igeln mithilfe des Immunozym FSME (TBE)
IgG-All Species Kit konnten keine Antikorper gegen FSME-Viren bei den getesteten
Igelseren festgestellt werden. Ingesamt wurden 90 Seren aus Baden-Wiirttemberg (n=37),

Hessen (n=35) und dem ,,Igelgarten* (n=18) untersucht.
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4.2 Experimentelle Untersuchung zur Ubertragung von Borrelien

4.2.1.1 Experimenteller Infektionsweg

Um den Verlauf von Borrelieninfektionen bei Igeln zu untersuchen, wurden 5 Tiere mit
Borrelia afzelii-haltigen Ixodes ricinus Weibchen besetzt und 12 Wochen unter
Laborbedingungen beobachtet. Die Tiere wurden zuvor im ELISA als Borrelia negativ
befundet. Bei allen Igeln setzten sich die Zeckenweibchen erfolgreich fest und verblieben bis
zum Abfallen auf den Wirten. Mindestens 3 der gesaugten B. afzelii-infizierten
Zeckenweibchen pro Igel zeigten sich in der anschlieBenden PCR als Borrelia-positiv.

Keiner der 5 Igel entwickelte allerdings eine Infektion, die entweder iiber Xenodiagnose oder
iiber PCR im Blut nachweisbar war. Dennoch zeigten alle Tiere ansteigende
ELISA-Extinktionen, was fiir eine subklinische Infektion spricht (Tabelle 18). Die
Immunantwort der Igel war unterschiedlich stark ausgepridgt. 3 Igel wiesen schon drei
Wochen nach der Infektion ELISA-Extinktionen im positiven Wertebereich (Extinktion
> 1,0) auf. Nach sechs Wochen hatten 4 von 5 Igeln detektierbare IgG-Antikorperspiegel im
Blut.
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Tabelle 18: Ergebnisiibersicht der Igel, die experimentell mit Borrelia afzelii iiber 5 Ixodes ricinus Weibchen infiziert wurden. Dem Kontrolligel wurden uninfizierte I. ricinus

Weibchen angesetzt. Eindeutig positiv getestete Seren (Extinktion im ELISA > 1,0) sind fett dargestellt. Neg=negativ, pos=positiv

vor Infektion Infektion 1.Woche | 2.Woche | 3. Woche |4.Woche |6.Woche |8.Woche |10.Woche 12.Woche
Igel 1 (78FO)
ELISA Extinktion 0,247 0,297 0,294 0,315 0,432 0,632 0,587 1,249 1,332 1,843
pos B. afzelii Weibchen 3von5
PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
positive Xenolarven 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Igel 2
ELISA Extinktion 0,315 0,56 0,8 0,79 143 1,598 2,38 2,03 1,894 2,412
pos B. afzelii Weibchen 4 von 5
PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
positive Xenolarven 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Igel 3 (5C78)
ELISA Extinktion 0,413 0,325 0,984 1,23 1,94 2,152 2,438 2,437 2,876 3,175
pos B. afzelii Weibchen 5von5
PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
positive Xenolarven 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Igel 4 (631E)
ELISA Extinktion 0,196 0,256 0,331 0,744 1,288 1,698 1,963 2,48 2,69 3,013
pos B. afzelii Weibchen 4 von 5
PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
positive Xenolarven 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Igel 5 (7F7E)
ELISA Extinktion 0,2 0,382 0,644 0,872 0,754 0,961 1,34 1,642 1,94 2,632
pos B. afzelii Weibchen 4 von 5
PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
positive Xenolarven 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Kontrolligel 1
ELISA Extinktion 0,076 0,2 0,495 0,382 0,099 0,176 0,428 0,267 0,532 0,364
PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
positive Xenolarven 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
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4.2.1.2 Natiirlicher Infektionsweg

Bei 4 Igeln, die langjdhrig im ,,Igelgarten gelebt hatten und 2 Tieren aus Igelstationen, die
bisher wenig Kontakt zu Zecken hatten, erfolgte die Borrelien-Infektion auf natiirlichem Weg
durch einen einwdchigen Aufenthalt im ,,Igelgarten (02.-09. April 2009).

Die 2 erstmalig eingesetzten Tiere zeigten im Vergleich zu den anderen Igeln zu Beginn des
Experiments eine niedrige Extinktion im ELISA (Tabelle 19). Insbesondere diese beiden
Tiere wiesen nach dem einwoOchigen Aufenthalt im ,Igelgarten® einen hochgradigen
Zeckenbefall auf und mussten aufgrund eines stark herabgesetzten Allgemeinbefindens
(Lethargie, Appetitlosigkeit) therapiert werden (Infusionen und Zwangsernihrung). Ein Tier
(058E) mit enormer Zeckenlast (Ixodes ricinus: 69 Weibchen, 1206 Nymphen, 214 Larven;
I. hexagonus: 5 Weibchen, 25 Nymphen, 175 Larven) verstarb am 14. April 2009. Bei der
Sektion waren alle Organe hochgradig andmisch, und die Lymphknoten des
Mesenterialgewebes waren auffillig vergrofert und schwirzlich verfarbt. Wie bei den
anderen Sektionsigeln wurden Organproben sowie eine Probe der Mesenteriallymphknoten
entnommen und mittels PCR auf zeckeniibertragene Pathogene getestet. In keinem der
entnommenen Organe konnte Borrelia burgdorferi s.l. nachgewiesen werden, allerdings
erwies sich die entnommene Probe des Lymphgewebes als hochgradig Borrelia
bavariensis-positiv.

Der zweite Igel (39D6) erholte sich und war 5 Wochen nach der Infektion klinisch
unauffdllig. In der 1. bis 11. Woche nach der Infektion konnte keine Xenodiagnose
durchgefiihrt werden, da die Tiere in einer parallel laufenden Studie (Pféffle 2010) fiir ein
Blut-Regenerations-Experiment verwendet wurden. Durch die Xenodiagnose in der 12.
Woche konnte demonstriert werden, dass der Igel 39D6 trotz unauffilligem
Allgemeinbefinden 13 von 17 untersuchten Zecken mit B. burgdorferi s.1. infizierte (Tabelle
19). Dabei dominierte B. afzelii in der OspA-PCR, aber auch B. spielmanii-positive Zecken
konnten gefunden werden. Wihrend die Hautbiopsie bei allen anderen Tieren negativ war,
wurde B. afzelii- und B. spielmanii-DNA bei diesem Igel in der 12. Woche auch in der Haut
mithilfe der OspA-PCR nachgewiesen. Der Infektionsverlauf konnte nicht weiter verfolgt
werden, da das Tier aufgrund einer stark entziindeten Zehenverletzung in der 13. Woche mit
einem Antibiotikum (Baytril) behandelt werden musste. Auch nach zweimaliger

Xenodiagnose konnten danach keine Borrelien mehr nachgewiesen werden.
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Die Transmissionsrate von Borrelien auf Zecken war bei den Tieren, die langjihrig im
»lgelgarten® gelebt hatten, nur sehr niedrig. Lediglich ein knapp 7-jdhriger Igel infizierte
1 von 20 Zecken nach der 12. Woche mit B. spielmanii. Die Xenodiagnose, sowie die
molekularbiologische Untersuchung der entnommenen Hautbiopsie waren bei allen 3 Tieren
durchgéingig negativ. Die ELISA-Blutuntersuchung der Igel aus dem ,Igelgarten* zeigte
schon zu Beginn des Experiments eine hohe Konzentration von IgG-Antikdrpern gegen
B. burgdorferi s.1., die im Verlauf der Untersuchung auf einem konstant hohen Niveau blieb

(Tabelle 19) .
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Tabelle 19: Ubersicht der natiirlichen Infektion von Igeln mit Borrelia burgdorferi s..durch einwochigen
Aufenthalt im ,.Igelgarten®. In der 1-7.Woche nach der Infektion erfolgte keine Xenodiagnose. W=Weibchen,

M=Minnchen, NY=Nymphe, LL=Larve, neg=negativ, pos=positiv, na=not available, nicht verfiigbar.

vor
Infektion Infektion 1.Woche 5.Woche 7.Woche 12.Woche 13.Woche 14.Woche

langjihrig im

"'Igelgarten"’ 25. Mrz 02. Apr 09. Apr 14.Apr 12.Mai 26.Mai | 26.Jun 02. Jul 09. Jul

Igel 1 7CCF (3.5-jihrig)

Anzahl I. ricinus 12W,8M,242NY,22LL

Anzahl I. hexagonus 0OW,0M,0ONY,5LL

ELISA Extinktion 2,864 3,659 3,589 3,178 3,406 3,184 3,287

PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg

positive Xenolarven 0/20 0/20 0/20

Hautbiopsie neg

Igel 2 4B25 (6.5-jihrig)

Anzahl . ricinus 17W,8M,55NY,5LL

Anzahl I. hexagonus 0OW,0M,0ONY,2LL

ELISA Extinktion 2,894 3,498 3,831 3,666 3,621 2,942 3,598

PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg

positive Xenolarven 1/20 0/20 0/20

Hautbiopsie neg

Igel 3 0D98 (2,5-jéihrig)

Anzahl . ricinus SW,2M,22NY,0LL

Anzahl I. hexagonus 2W,0M,2NY,1LL

ELISA Extinktion 3,298 3,566 3,791 3,919 3,975 3,753 3,916

PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg

positive Xenolarven 0/20 0/20 0/20

Hautbiopsie neg

Igel 4 6D4C (2,5-jihrig)

Anzahl . ricinus 13W,1M,321NY,49LL

Anzahl I. hexagonus OW,0M,INY,1LL

ELISA Extinktion 3,654 3,652 3,701 3,86 3,718 3,286 3,378

PCR EDTA-Blut (200 pl) neg neg neg neg neg neg neg

positive Xenolarven 0/20 0/20 0/20

Hautbiopsie neg

erstmalig im ''Igelgarten":

39D6 (1,5-jahri

Anzahl I. ricinus 31W,12M,447NY,52LL

Anzahl I. hexagonus 4W,0M,9NY,80LL

ELISA Extinktion 0,806 na 2,75 3,557 3,872 3,943 3,712

PCR EDTA-Blut (200 pl) neg na neg neg neg neg neg

positive Xenolarven 13/17 0/20 0/20

Hautbiopsie pos

058E (1,5-jdhrig)

Anzahl I. ricinus 69W,0M,1206NY,214LL gestorben

Anzahl I. hexagonus 5W,0M,25NY,175LL

ELISA Extinktion 1,375

PCR EDTA-Blut (200 pl) neg
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4.3 Pathogene in Zecken von Igeln

Insgesamt wurden 1283 Zeckenindividuen von 33 Igeln abgesammelt, 767 als I. hexagonus
und 516 als 1. ricinus bestimmt. Diese wurden im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit auf
Borrelien und Anaplasmen mittels der beschriebenen LightCycler Protokolle untersucht.

Die DNA-Extrakte stammten aus der Diplomarbeit von Perseke (2010), wo sie bereits
molekularbiologisch auf Rickettsien mittels glta-PCR auf dem LightCycler untersucht worden
waren. Dabei war die DNA der adulten Zecken einzeln extrahiert worden, die von Nymphen
in Pools zu je 5 Individuen und von Larven in Pools zu je 10 Individuen. Tabelle 20 zeigt die
Anzahl der einzelnen Zeckenstadien aus den verschiedenen Gebieten und die daraus
resultierende Anzahl an Zeckenpools.

Bei der Untersuchung zeigte sich, dass viele positiv getestete Zecken von einem Igel (Nr. P4
im Anhang) aus dem Bienwald stammten. Daher wurde zusitzlich versucht, die Beteiligung

einzelner Igel bei der Verbreitung von Erregern darzustellen (4.3.4).

Tabelle 20: Anzahl der untersuchten Zeckenindividuen und der daraus resultierenden Anzahl an Zeckenpools.

Hex=Ixodes hexagonus, ric=I. ricinus, W=Weibchen, M=Minnchen, NY=Nymphe LL=Larve.

Individuen

Herkunft hexW hexM hexNY hexLL ricW ricM ricNY ricLL
GroBbritannien | 109 0 125 89 0 0 0 0
Hamburg 39 0 91 8 24 5 23 36
Bienwald 2 0 37 24 8 1 270 126
Berlin 43 0 102 55 5 1 8 0
Hooksiel 0 0 8 20 0 0 0 0
Esslingen 7 0 8 0 8 1 0 0
gesamt 200 0 371 196 45 8 301 162
Pools

Herkunft hexW hexM hexNY hexLLL ricW ricM ricNY ricLL
GrofBbritannien 28 10 0 0
Hamburg 21 1 6 6
Bienwald 10 4 56 13
Berlin 23 7 3 0
Hooksiel 3 2 0 0
Esslingen 2 0 0 0
gesamt 87 24 65 19
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4.3.1 Borrelia spp.

Insgesamt waren deutlich mehr Ixodes ricinus Proben positiv als Ixodes hexagonus (Tabelle
21). Bei I. hexagonus waren 3 Weibchen und 1 Nymphenpool mit Borrelien infiziert. Die
durchschnittliche Infektionsrate lag unter 2,0 %. Im Vergleich dazu konnten bei I. ricinus 4
infizierte Weibchen, 44 positive Nymphenpools und 11 positive Larvenpools festgestellt
werden. Bei den positiven Larven- und Nymphen-Pools wurde zur Privalenz zusitzlich die
Mindestinfektionsrate (MIR) angegeben, bei der davon ausgegangen wird, dass mindestens

eine Zecke pro Pool positiv ist.

Tabelle 21: Borrelia burgdorferi s.1. Infektionsrate (%) der getesteten Zeckenstadien. Bei positiven Larven- und
Nymphenpools wurde zusitzlich noch die Mindestinfektionsrate des Pools (MIR in [%]) errechnet. Hex=Ixodes

hexagonus, ric=I. ricinus, W=Weibchen, M=Minnchen, NY=Nymphe LL=Larve, nu=nicht untersucht.

B. burgdorferi s.l. in I. hexagonus (Pools)

Herkunft hexW(%) |hexM(%) |hexNY(%) |MIR[%]hexNY |hexLL(%) |MIR[%]hexLL
GrofBbritannien | 0/109 (0,0) | nu 0/28 (0,0) 0/10 (0,0)

Hamburg 1/39 (2,6) nu 0/21 (0,0) 0/1 (0,0)

Bienwald 1/2 (50,0) nu 0/10 (0,0) 0/4 (0,0)

Berlin 1/43 (2,3) |nu 1/23 (4,3) 1.0 0/7 (0,0)

Hooksiel nu nu 0/3 (0,0) 0/2 (0,0)

Esslingen 0/7 (0,0) nu 0/2 (0,0) nu

gesamt 3/200 (1,5) |nu 1/87 (1,1) 0,3 0/24 (0,0)

B. burgdorferi s.l. in L. ricinus (Pools)

Herkunft ricW(%) |ricM(%) |rieNY(%) MIR[%]ricNY | ricLL(%) MIR[ % JricLL
GroBbritannien | nu nu nu nu

Hamburg 1/24 (4,2) |0/5(0,0) |2/6(33,3) 8,7 0/6 (0,0)

Bienwald 2/8 (25,0) [0/1(0,0) |41/56(73,2) | 15,2 11/13 (84,6) |8,7

Berlin 1/5(20,0) | 0/1 (0,0) 1/3 (33,3) 12,5 nu

Hooksiel nu nu nu nu

Esslingen 0/8 (0,0) 0/1 (0,0) nu nu

gesamt 4/45 (8,9) |0/8 (0,0) |44/65(67,7) | 14,6 11/19 (57,9) |6,8

2 der infizierten I. hexagonus Weibchen zeigten in der OspA-PCR auf dem LightCycler eine
Infektion mit B. afzelii, das dritte Weibchen mit B. bavariensis. Der Nymphenpool von
1. hexagonus war ebenfalls positiv fiir B. afzelii.

Bei den 4 I ricinus Weibchen waren 2 mit B. afzelii und jeweils 1 Weibchen mit
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B. spielmanii und B. bavariensis infiziert.

Die Nymphen- und Larvenpools zeigten in der OspA-PCR insbesondere hohe Peaks bei

B. afzelii, aber auch bei B. spielmanii und Mischinfektionen von beiden Genospezies an.

Zusiatzlich wurden die positiven PCR-Produkte stichprobenartig sequenziert. Die meisten

Elektropherogramme waren allerdings aufgrund der starken Uberlagerungen nicht auswertbar.

4.3.2 Anaplasma spp.

Die Anaplasma-Privalenz in gesaugten Zecken lag im Vergleich zu den Organproben auf

einem sehr niedrigen Niveau. Nur im Bienwald konnten 20 von 65 Ixodes ricinus

Nymphenpools mittels der 16S rDNA-PCR auf dem LightCycler als positiv bewertet werden

(Tabelle 22). Alle positiven Pools stammten allerdings von einem einzelnen Igel (vgl. Kapitel

4.3.4).

Tabelle 22 Anaplasma Infektionsrate (%) der getesteten Zeckenstadien. Bei positiven Larven- und

Nymphenpools wurde zusitzlich noch die Mindestinfektionsrate des Pools (MIR in [%]) errechnet. Hex=Ixodes

hexagonus, ric=I. ricinus, W=Weibchen, M=Minnchen, NY=Nymphe LL=Larve, nu=nicht untersucht.

Anaplasma Infektionsrate in I. hexagonus (Pools)

Herkunft hexW(%) hexM(%) |hexNY(%) MIR[%]hexNY | hexLL(%) | MIR[% JhexLL
GrofBbritannien | 0/109 (0,0) nu 0/28 (0,0) 0/10 (0,0)

Hamburg 0/39 (0,0) nu 0721 (0,0) 0/1 (0,0)

Bienwald 072 (0,0) nu 0/10 (0,0) 0/4 (0,0)

Berlin 0/43 (0,0) nu 0723 (0,0) 0/7 (0,0)

Hooksiel nu nu 0/3 (0,0) 0/2 (0,0)

Esslingen 0/7 (0,0) nu 0/2 (0,0) nu

gesamt 0/200 (0,0) |nu 0/87 (0,0) 0/24 (0,0)

Anaplasma Infektionsrate in I. ricinus (Pools)

Herkunft ricW(%) ricM(%) rieNY (%) MIR[%]ricNY |ricLL(%) MIR[ % JricLL
GroBbritannien | nu nu nu nu

Hamburg 0724 (0,0) 0/5 (0,0) 0/6 (0,0) 0/6 (0,0)

Bienwald 0/8 (0,0) 0/1 (0,0) 20/56 (35,7) 7.4 0/13 (0,0)

Berlin 0/5 (0,0) 0/1 (0,0) 0/3 (0,0) nu

Hooksiel nu nu nu nu

Esslingen 0/8 (0,0) 0/1 (0,0) nu nu

gesamt 0/45 (0,0) 0/8 (0,0) 20/65 (30,8) 6,6 0/19 (0,0)
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4.3.3 Rickettsia spp.

Im Gegensatz zu den Organpools konnten Rickettsien in gesaugten Zecken, die von Igeln
stammten, zu einem hohen Prozentsatz in allen untersuchten Entwicklungsstadien, selbst in
Larven, nachgewiesen werden. Sowohl I ricinus als auch I. hexagonus waren infiziert
(Tabelle 23). Die Mindestinfektionsrate in 1. hexagonus Stadien lag bei 2,0 % (Larven) bzw.
3,5 % (Nymphen) und reichte bis zu 40,5 % (Weibchen). Auch in GroBbritannien war ein
grofer Prozentsatz der I hexagonus Weibchen (48,6 %) mit Rickettsien infiziert. Die
Gesamtprédvalenz in I ricinus Weibchen (37,8 %) lag geringfiigig niedriger als in
1. hexagonus Weibchen. Die Mindestinfektionsrate bei 1. ricinus Pools lag zwischen 8,0 %
(Larven) und 17,6 % (Nymphen).

Die Sequenzierung einzelner positiver Zeckenisolate wurde in der Arbeit von Perseke (2010)

durchgefiihrt und erbrachte den Nachweis von Rickettsia helvetica.

Tabelle 23: Rickettsia-Infektionsrate (%) der getesteten Zeckenstadien Bei positiven Larven- und Nymphenpools
wurde zusitzlich noch die Mindestinfektionsrate des Pools (MIR in %) errechnet. Hex=Ixodes hexagonus,

ric=I. ricinus, W=Weibchen, M=Minnchen, NY=Nymphe LL=Larve, nu=nicht untersucht.

Rickettsia Infektionsrate in I. hexagonus (Pools)

Herkunft hexW(%) hexM(%) |hexNY(%) |MIR[% ]hexNY |hexLL(%) MIR[ % JhexLL
Grofbritannien | 53/109 (48,6) |nu 1/28 (3,6) 0,8 0/10 (0,0)

Hamburg 10/39 (25,6) |nu 1721 (4,8) 1,1 0/1 (0,0)

Bienwald 2/2 (100) nu 8/10 (80,0) |21,6 2/4 (50,0) 8,3

Berlin 15/43 (34,9) |nu 3/23(13,0) |29 2/7 (28,6) 3,6

Hooksiel nu nu 0/3 (0,0) 0/2 (0,0)

Esslingen 1/7 (14,3) nu 0/2 (0,0) nu

gesamt 81/200 (40,5) |nu 13/87 (14,9) | 3,5 4/24 (16,7) 2,0

Rickettsia Infektionsrate in I. ricinus (Pools)

Herkunft ricW(%) ricM(%) |riecNY(%) |MIR[%]ricNY |ricLL(%) MIR[ % JricLL
GroBbritannien | nu nu nu nu

Hamburg 1/24 (4,2) 2/5 (40,0) | 1/6 (16,7) 4,3 0/6 (0,0)

Bienwald 8/8 (100,0) 1/1 (100,0) | 51/56 (91,1) | 18,9 13/13 (100,0) | 10,3

Berlin 1/5 (20,0) 0/1 (0,0) 1/3 (33,3) 12,5 nu

Hooksiel nu nu nu nu

Esslingen 7/8 (87,5) 0/1 (0,0) nu nu

gesamt 17/45 37,8) |3 (37,5) 53/65 (81,5) |17,6 13/19 (68,4) |8,0
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4.3.4 Einzelne Tiere als ‘“Superspreaders”

Die auf Pathogene getesteten Zecken stellen ein Probenkollektiv von 33 einzelnen Igeln dar
und sind hinsichtlich der untersuchten Anzahl, den verschiedenen Entwicklungsstadien und
der Stichprobengrofle der einzelnen Standorte stark heterogen. Es wurde daher versucht, die
Igel auf individueller Ebene beziiglich ihrer Beteiligung an der Verbreitung infizierter Zecken
(,,Superspreaders‘) zu charakterisieren. Dafiir wurden die Tiere in 5 verschiedene Kategorien
eingeteilt, die angeben, wie viel % infizierter Zecken ein Igel beisteuerte (Tabelle 24). Dabei
fallt auf, dass die Mehrzahl der Tiere keine infizierten Zecken beherbergten. Nur auf 7 der 33
Igel (21,2 %) konnten Borrelia-positive Zecken und nur auf einem Igel Anaplasma-positive
Zecken gefunden werden. Rickettsia-haltige Zecken wurden auf 22 Tieren nachgewiesen,

allerdings stammten 131 von 184 positiv getesteten Pools (71,2 %) von nur 8 Individuen.

Tabelle 24: Einteilung der 33 Igel in 5 Kategorien hinsichtlich des Infektionsstatus ihrer getesteten Zecken

Igel mit infizierten Zecken
Igel mit uninfizierten Zecken Erregerpriivalenz
125% | 2550% | 50-75 % _
Borrelia 26 5 1 1 0
Anaplasma 32 0 1 0 0
Rickettsia 11 10 4 4 4

12 Tiere, von denen alle Borrelia-, Anaplasma- und mehr als 50 % infizierter
Rickettsia-Zecken abgesammelt wurden, sind in Tabelle 25 individuell aufgefiihrt. Auf nur 5
Igeln wurden 1 bis 2 Borrelia-infizierte Zecken/Pools gefunden. Auffillig ist, dass alle diese
Tiere auch mit Rickettsien koinfiziert sind. Der Igel (P4, Lf Sek ID: 1; im Anhang: Tabelle
29) aus dem Bienwald hatte offenbar eine akute Bakteriamie mit allen 3 Erregergruppen:
dieser Igel steuerte alle infizierten Anaplasma-Proben bei; ebenso waren mehr als 50 % bis
annihernd 100 % seiner untersuchten Zecken mit Borrelien bzw. Rickettsien infiziert.

Auch in den getesteten Organproben dieses Sektionsigels wurden Borrelia afzelii,
B. spielmanii und Anaplasma phagocytophilum mittels PCR nachgewiesen. Rickettsien
konnten nicht in dessen Organpool detektiert werden, sondern nur in der entnommenen

Hautprobe.
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Tabelle 25: Igelindividuen mit Borrelia-, Anaplasma- und Rickettsia-infizierten Zecken bzw. Zeckenpools.

(Farbcodierungen entsprechen denen aus Tabelle 24).

Herkunft

Igel Nr. Borrelia Anaplasma Rickettsia
P1 Grofbritannien 0 0 33/63
P2 Hamburg 2/35 0 4/35
P3 Hamburg 1/37 0 8/37
P4 Bienwald 53/68 20/48

P7 Hamburg 1/13 0 2/13
P11 Bienwald 0 0 2/3
P14 Berlin 4/12 0 1/12
P16 GroBbritannien 0 0 5/7
P19 Bienwald 1/7 0

P23 Bienwald 1/9 0

P29 Esslingen 0 0 7/13
P30 Grof3britannien 0 0

4.4 Koinfektionen von Pathogenen

Sowohl im Wirtstier Igel als auch in den von Igeln abgesammelten Zecken konnten

Koinfektionen von verschiedenen Erregern nachgewiesen werden.

Im Wirtstier Igel

Mischinfektionen von verschiedenen Borrelia-Genospezies in Igeln sind unter 4.1.1.2.1
dargestellt. 6 von 251 Erinaceus europaeus (2 weiblich, 4 minnlich) wiesen Koinfektionen
von Borrelia burgdorferi s.1. und Anaplasma phagocytophilum in den Organen auf (Tabelle
26). Auffillig ist, dass

3 der Anaplasma-positiven Tiere jeweils mit mehreren

Borrelia-Genospezies infiziert waren.

Tabelle 26: Koinfektion von Borrelia burgdorferi s.1. und Anaplasma phagocytophilum in Igeln.

A. phagocytophilum positiv

Genospezies |B. afzelii 1

spielmanii

afzelii und B. spielmanii

B.
B.
B. afzelii und B. bavariensis
B.
B.

afzelii, B. bavariensis und B. spielmanii

unklar (Genospezies nicht identifizierbar)

A= == ==

gesamt
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In vollgesogenen Zecken

In 16 I ricinus Nymphenpools konnten Mischinfektionen von A. phagocytophilum und
B. burgdorferi s.l. festgestellt werden. Allerdings stammten alle Zecken von dem Igel Nr. P4
aus dem Bienwald. Bis auf einen der 16 Pools waren alle zudem noch mit Rickettsien
infiziert.

Koinfektionen von Borrelien und Rickettsien wurden in insgesamt 25 Nymphenpools, in 11
Larvenpools sowie in einem Weibchen von 1. ricinus des Igels Nr. P4 nachgewiesen. Bei 2
weiteren Igeln aus dem Bienwald konnten Mischinfektionen von Borrelien und Rickettsien in

jeweils einem Weibchen von 1. ricinus und 1. hexagonus gefunden werden.
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5 Diskussion

5.1 Borrelia burgdorferi s. 1.

Der Zyklus von Borrelia burgdorferi s.l. wird in der Natur durch vielgestaltige
Transmissionswege zwischen Zecken und wild lebenden Tieren, wie Nagern und Vogeln
aufrecht erhalten (Gern 2008). Obwohl die Vektorkompetenz der Igelzecke Ixodes hexagonus
im Labor nachgewiesen wurde (Gern et al. 1991) und die Reservoirkompetenz des Igels fiir
Borrelien bestitigt werden konnte (Gern et al. 1997, 1998), ist die Rolle dieser Tierart in der
Epidemiologie einzelner Borrelia-Genospezies noch weitgehend ungeklirt. Die Untersuchung
der Sektionstiere, der Blutproben von lebenden Igeln und der von Igeln abgesammelten
Zecken sowie die experimentelle Untersuchung zur Ubertragung von Borrelien, lieferten
daher erste wichtige Anhaltspunkte, fiir welche Genospezies des B. burgdorferi s.l.

Komplexes Igel ein mogliches Reservoir darstellen.

5.1.1 Sensitivitit und Spezifitit der PCR-Nachweissysteme

Sowohl die 5523S rDNA-PCR nach Rijpkema et al. (1995), als auch die OspA-PCR nach
Rauter (2002) stellten sich als geeignet fiir den Nachweis von Borrelien in Igelorganen
heraus. Die 5523S rDNA-PCR erwies sich gegeniiber der OspA-PCR auf dem LightCycler
als geringfiigig sensitiver. 2 Amplifikate der 5S23S rDNA-PCR, die sich bei der
Sequenzierung Borrelia spielmanii zuordnen lielen, konnten trotz zweimaliger Wiederholung
nicht auf dem LightCycler detektiert werden. 2 weitere Isolate, die in der 5S23S rDNA-PCR
als positiv gewerteten wurden, konnten weder in der OspA-PCR noch in der
Sequenzierreaktion niher charakterisiert werden.

Fiir das Screening eines Igels auf Borrelien wurde zunichst ein Organpool bestehend aus
Lunge, Leber, Milz, Herz, Niere und Blase in der PCR iiberpriift. Dieses Verfahren erwies
sich als sinnvoll, da dadurch alle Borrelien eines Igels erfasst werden konnten. Wie sich bei
der nachfolgenden Testung der einzelnen Organe herausstellte, eigneten sich die Einzelorgane
unterschiedlich gut fiir den Nachweis von Borrelien bzw. waren die Genospezies
unterschiedlich lokalisiert. Hautproben wurden bewusst aus den Organpools ausgeschlossen,
da eine Infektion der Haut nur lokal bestehen kann (Kjelland et al. 2011). Das Ziel der

Untersuchung war es aber, zu iiberpriifen, ob Borrelien in Igeln eine systemische Infektion
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bewirken und in innere Organe disseminieren konnen.

Die OspA-PCR auf dem LightCycler ist zwar prinzipiell fiir den Nachweis von Borrelia-
Mischinfektionen geeignet, allerdings besitzen Borrelia afzelii und B. valaisiana die gleiche
Schmelzpunkttemperatur. Da B. valaisiana in europdischen Studien hauptsdchlich in
wirtssuchenden Zecken sowie in Vogeln gefunden wird (Oehme et al. 2002, Gern 2008), war
davon auszugehen, dass es sich bei den Absorptionsmaxima der positiven Igelproben bei
72°C um B. afzelii Stimme handelte. Die anschliefende Sequenzierung der Proben bestétigte
diese Vermutung.

Zur gewihlten Methodik der Borrelia-Untersuchung ist zu bemerken, dass die Untersuchung
eines Organpools eine kostengiinstige und schnelle Alternative zur Testung von
Einzelorganproben darstellt, und sich somit fiir ein erstes Screening von Wirtstieren
hervorragend eignet. Ebenso wird durch die Verwendung einer gepoolten Organprobe die

Wahrscheinlichkeit erhoht, alle Borrelien eines Igels zu erfassen.

5.1.2 Epidemiologische Daten

5.1.2.1 Borrelia burgdorferi s.l. im Wirtstier Igel

In insgesamt 37 von 285 (13,0 %) Igeln der Gattung Erinaceus wurden molekularbiologisch
Borrelien-Infektionen mit Organbeteiligung nachgewiesen. Dabei handelte es sich um 35
Tiere der Gattung Erinaceus europaeus und um 2 Tiere der Gattung E. roumanicus. Der
Chi-Quadrat-Test mit Kontingenztabellen erbrachte keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Infektionsraten fiir E. europaeus zwischen den Herkunftsgebieten auf dem
Festland. Die Pridvalenzen in den einzelnen Herkunftsgebieten reichten fiir E. europaeus von
0 % (Niedersachsen) bis zu 37,5 % (Tschechien).

Die Privalenzen von Borrelia burgdorferi s.l. in E. europaeus in den Untersuchungsgebieten
in GroBbritannien wichen davon signifikant ab, da dort keine infizierten Igel gefunden werden
konnten. Moglicherweise ist dieses Phianomen auf den isolierten Inselstatus zuriickzufiihren.
In GroBbritannien kommen viele Erreger (z.B. Hantaviren, Francisella tularensis) trotz der
Nihe zum Festland (noch) nicht vor (Duff et al. 2010). Obwohl B. burgdorferi s.l. in Zecken
und in endemischen Foci dort nachgewiesen werden konnte (Kurtenbach et al. 1998 a,
Davidson et al. 1999, Ling et al. 2000), ist die Inzidenzrate im Vergleich zum Festland sehr
niedrig. In Schottland lag sie in den Jahren 2002 bis 2005 bei 1,72 pro 100.000 Einwohner, in
England und Wales wihrend 1997 bis 2005 sogar nur bei 0,59 pro 100.000 (Hubélek 2009).
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Um Erreger weiterhin fernzuhalten, ist die Einfuhr von Tieren und anderen biologischen
Giitern nach GroBbritannien stark reglementiert. Die abgesammelten Zecken der Igel aus
GroB3britannien wurden alle als Ixodes hexagonus bestimmt. Wie die Untersuchung der
vollgesogenen Zecken beweist, waren auf dem Festland weitaus weniger I. hexagonus Stadien
mit Borrelien infiziert, als I. ricinus Stadien. Moglicherweise ist der Infektionsdruck dieser
Zeckenart auf Igel nicht so stark ausgeprigt, und es konnten daher keine B. burgdorferi
s.l.-infizierten Igel in GroBbritannien gefunden werden.

Im Vergleich zu GroBbritannien wird die jdhrliche Inzidenzrate in der menschlichen
Bevolkerung in Osterreich auf 130 pro 100.000 und in Deutschland auf 25 pro 100.000
Einwohner geschitzt. In Tschechien wurde in den Jahren 1989 bis 2006 eine Inzidenzrate von
31,73 pro 100.000 ermittelt (Hubdlek 2009). Die Tiirkei gilt weitestgehend als Borreliose-frei
mit einer Inzidenzrate von lediglich 0,01 pro 100.000 Einwohner (Hubdlek 2009). Die in
Igeln ermittelten Borrelia-Priivalenzen zeigen ein dhnliches Verteilungsmuster: in Osterreich
waren 50,0 % der untersuchten Tiere (E. roumanicus) positiv, gefolgt von Tschechien mit
insgesamt 27,3 % (E. europaeus und E. roumanicus zusammen), in Deutschland 13,4 %
(E. europaeus) und in der Tiirkei 0,0 % (E. concolor). Allerdings ist dies nur als Trend zu
bewerten und zudem zu beriicksichtigen, dass das Probenkollektiv sehr inhomogen war: die
untersuchten Igel stammten aus verschiedenen Igelstationen und waren unterschiedlich stark
parasitédr vorbelastet zu manchen Regionen wurden z.B. Daten nur wihrend eines Jahres oder
zu einer bestimmten Jahreszeit gewonnen, oder die Probenanzahl (z.B. aus Osterreich) war
sehr gering. Dennoch zeigt die Untersuchung, dass sowohl E. europaeus als auch
E. roumanicus fiir verschiedene Genospezies des B. burgdorferi s.1. Komplexes empfinglich

sind.

Saisonalitiit

Beziiglich der Jahreszeit kann die Borrelia-Privalenz in Zecken und Wirtstieren erheblichen
Schwankungen unterworfen sein. Nach Tilleklint & Jaenson (1996) tritt in den
Herbstmonaten die hochste Dichte borrelieninfizierter Reservoirwirte auf. Laut Hudson
(1995) stimmen Zeitraume, die von hoher Zeckenabundanz geprigt sind, zufillig mit der
Produktion von jungen und damit empfinglichen Wirtstieren iiberein. Diese Wirte
(,,susceptible hosts*) sind sowohl in hohem Male anfillig fiir Zecken als auch fiir

zeckeniibertragene Erreger.

135



5 Diskussion

In Igelstationen werden vor allem in den Herbstmonaten kranke und untergewichtige Igel in
groBBer Zahl behandelt. Jungigel stellen neue empféangliche Borrelia-Wirte dar, da sie noch
keinen (ausreichenden) Immunstatus aufgebaut haben. Die Wahrscheinlichkeit, dass junge
Igel nach einem Zeckenbefall eine Bakteridmie und klinische Anzeichen einer Borreliose
entwickeln, ist also im Herbst sehr hoch. Dies fiihrt mit einer hohen Wahrscheinlichkeit dazu,
dass sich viele Zecken wihrend dieser Jahreszeit iiber eine Blutmahlzeit an Igeln mit
Borrelien infizieren. Schlee (2005) geht bei ihren Untersuchungen ebenfalls davon aus, dass
Jungtiere, die zum ersten Mal in Kontakt mit Borrelien kommen, entscheidend zur
Verbreitung infizierter Zecken beitragen. Uber welchen Zeitraum Borrelien in infizierten
Wirtstieren persistieren und an saugende Zecken weitergegeben werden konnen, ist bislang
allerdings wenig untersucht.

Nicht nur bei Jungigeln, sondern auch bei kranken Tieren konnen die Abwehrmechanismen
aufgrund multipler Parasitosen herabgesetzt sein, was zu einer erhohten Empfinglichkeit
gegeniiber B. burgdorferi s.l. fiihren kann. Ein GroBteil der adulten Tiere konnte in die
Gewichtskategorie 1 (unter 500 g) und 2 (zwischen 500 und 750 g) eingeordnet werden, was
fiir einen schlechten Allgemeinzustand dieser Tiere spricht. Ein gesunder, ausgewachsener
Igel wiegt dagegen durchschnittlich 1000-1500 g (Schicht-Tinbergen 1989). Obwohl die
Hypothese, dass vor allem Jungigel und untergewichtige Igel anféllig fiir Borrelieninfektionen
sind, statistisch nicht ausreichend abgesichert werden konnte, deuten die Ergebnisse dieser
Arbeit darauf hin, dass es vorwiegend bei juvenilen und immunsupprimierten Tieren zu einer
Erkrankung und auch zum Tod kommen kann, da nur 3 der 37 infizierten Igel iiber 800 g
wogen. Bei einem untergewichtigen Igel mit starkem Zeckenbefall sollte daher immer eine
Behandlung mit einem Antibiotikum (z.B. Doxycyclin) in Betracht gezogen werden, um
einerseits den Igel zu therapieren, aber auch um anderseits den epidemiologischen Zyklus von

Borrelien zu unterbrechen.

Igel als Borrelien-Reservoir wihrend der Winterzeit?

Es ist nicht genau bekannt, ob Igel wihrend der Dauer ihres Winterschlafes als
Borrelienreservoir fungieren. Im Zuge des Winterschlafes kommt es zu gravierenden
physiologischen Veridnderungen, u.a. zu einer starken Herabsetzung der Korpertemperatur
und des Immunsystems (Prendergast et al. 2002).

Obwohl die Funktion des Immunsystems winterschlafender Tiere bisher wenig untersucht
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wurde, wird angenommen, dass zellvermittelte und humorale Abwehrmechanismen gegen
verschiedene Pathogene stark herabgesetzt sind (Prendergast et al. 2002).

Die Immunglobuline des Igels lassen sich in 3 Klassen einordnen: IgA, IgM, IgG. Das IgG
wird zusitzlich in 2 Subklassen (IgGi1 und IgG2) unterteilt (Vaerman & Heremans 1971,
Larsen 1972 a, b, 1973). Larsen (1972 a) stellte ein rapides Absinken der Immunglobuline
wihrend der Winterschlafperiode fest, was er einerseits auf eine verminderte
Antikorpersynthese zuriickfiihrte, aber auch auf einen gleichzeitigen, wenn auch verzogerten
Abbau vorhandener Immunglobuline. Die Normalkonzentration wurde nach dem
Winterschlaf und der Aufwachphase rasch wieder erreicht. Als mogliche Ursache dafiir wird
eine Speicherung von Antikorpern in Plasmazellen oder Lymphozyten oder ein
Vorhandensein von antigen wirkenden Substanzen im Futter vermutet (Berns et al. 1983).
Franceschi et al. (1972) beschreiben eine funktionelle Beeintrichtigung des Retikulo-
Endothelialen Systems und der Leukozyten bei winterschlafenden Igeln. Die hochste
Sterblichkeitsrate kann zu dieser Jahreszeit bei Igeln beobachtet werden. In einer
Langzeitstudie in Schweden lag die Mortalitdt von adulten Tieren zwischen 26 % und 43 %
(durchschnittlich 33 %) und fiir juvenile Tiere zwischen 6 % und 94 % (durchschnittlich
33 %) (Kristiansson 1990). Es gibt aber bisher keine Untersuchungen dariiber, wie sich die
Immunabwehr eines Individuums bei einer akuten Infektion im Winterschlaf verhilt.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei einem Igel im Dezember eine Mischinfektion von
Borrelia bavariensis und B. spielmanii in den Organen nachgewiesen werden. Bei einem
anderen Tier war der Organpool sowie die Niere im Januar in der 5S23S rDNA-PCR positiv,
die Borrelien konnten aber nicht weiter charakterisiert werden. Dieses Ergebnis beweist, dass
auch in den Wintermonaten Borrelia-infizierte Tiere uberdauern, was fiir eine
Aufrechterhaltung des Borrelia-Zyklus durch Igel, unabhingig von der Saisonalitit von
Ixodes ricinus, spricht.

Finkbeiner-Weber (1996) zeigte, dass ein im Spétjahr auf Borrelien positiv getesteter Igel
frithzeitig aus dem Winterschlaf erwachte und sein Allgemeinbefinden hochgradig gestort

war. Dieses Tier starb kurz danach und die Hautbiopsie wurde als Borrelia-positiv befundet.

Einen weiteren Faktor fiir Morbiditdt und Mortalitit von Igeln wihrend des Winters stellen
moglicherweise auch die Zecken (insbesondere Ixodes hexagonus) dar, die im Nest
iiberwintern. Die Zecken saugen bei einem winterschlafenden Igel nicht, da die
Korpertemperatur auf ca. 6°C erniedrigt ist (Reeve 1994). Mit steigender Temperatur und

dem Wiedererwachen im Friihjahr steht den Zecken, die im Nest iiberwintert haben, aber
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unmittelbar ein Blutlieferant zur Verfiigung. Problematisch wird es, wenn Igel durch ein
schlechtes Allgemeinbefinden, aufgrund eines schlecht isolierten Nestes, durch
Temperaturschwankungen oder durch Storung vorzeitig aus dem Winterschlaf erwachen.
Untergewichtige Igel wachen des Ofteren wihrend des Winterschlafs auf und verlassen ihr
Nest fiir die Futtersuche (Reeve 1994). Dies ist mit einem enormen Energieaufwand
verbunden und kann in Kombination mit anderen Stressoren (z.B. extreme Kéilte, Wurm- oder
Bakterienbefall) todlich verlaufen. Im Winter aktive Igel, die von Findern in die Igelstationen
gebracht werden, sind haufig mit vielen 1. hexagonus Stadien befallen (Mrohs 2011). Diese
Zeckenart kann also auch in der Winterzeit an der Aufrechterhaltung von Pathogen-Wirtstier-

Zyklen beteiligt sein.

5.1.2.2 Verteilung und Differenzierung der Borrelia-Genospezies

Im Organgewebe

Vor dieser Untersuchung war nicht bekannt, in welchen Organen Borrelien bei Igeln
lokalisiert sind. Die Verwendung eines Organpools eignete sich daher hervorragend als
Screeningmethode. Bei der nachfolgenden Testung der Einzelorgane infizierter Igel wurde
Borrelia-DNA lediglich im Blasen-, Nieren- und Herzgewebe nachgewiesen, im Lungen-,
Milz- und Lebergewebe dagegen nicht.

Bei experimentell infizierten Méusen erwies sich die Blase als effektivstes Organ fiir den
Nachweis von Borrelien (94 %), gefolgt von Niere (75 %) und Milz (61 %) (Schwan et
al. 1988). Bei natiirlich infizierten Médusen waren Blase und Milz gleichermallen gut fiir den
Nachweis geeignet, gefolgt von Nierengewebe und Blut (Callister et al. 1989). Da diese
Arbeiten in Nordamerika durchgefiihrt wurden, handelte es sich vermutlich um B. burgdorferi
s.s.. Zu beachten ist auch, dass bei den Arbeiten von Schwan et al. (1988) und Callister et
al. (1989) die Borrelien aus den Organen in speziellem Kulturmedium angeziichtet und
mittels Dunkelfeldmikroskopie nachgewiesen wurden. Daher sind sie nicht unbedingt mit den
heutigen PCR-Nachweisen zu vergleichen. Auf PCR-Techniken basierende Untersuchungen
zeigen, das Blasengewebe bei verschiedenen Nagetieren am besten fiir den Nachweis von

Borrelien (insbesondere von B. afzelii) geeignet ist (Petney et al. 1996, Turk et al. 2008).

Obwohl Borrelia afzelii, B. bavariensis und B. spielmanii im Herz-, Nieren- und

Blasengewebe detektiert wurden, stellte B. afzelii die dominierende Genospezies,
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insbesondere im Blasengewebe, dar. Im Herzgewebe folgte an zweiter Stelle B. bavariensis,
im Nierengewebe hingegen B. spielmanii. Obwohl sich diese Unterschiede nicht als
signifikant erwiesen, konnte dieses Ergebnis auf einen Organtropismus der einzelnen Arten
hindeuten. Die Hypothese des Organtropismus wurde von mehreren Autoren aufgrund
signifikanter Korrelationen zwischen der jeweilen Genospezies und des Erkrankungsbildes
aufgestellt: B. afzelii ist bei Menschen primdr mit Hauterkrankungen, B. garinii (und
B. bavariensis) mit Neuroborreliosen und B. burgdorferi s.s. mit arthritischen
Erkrankungsformen assoziiert (Van Dam et al. 1993, Balmelli & Piffaretti 1995,
Baranton & De Martino 2009, Strle & Stanek 2009). Insbesondere B. bavariensis ist fiir den
Verlauf von schwerwiegend verlaufenden Neuroborreliosen verantwortlich (Marconi et
al. 1999). Uber die Organpriferenz von B. spielmanii ist bisher wenig bekannt: bei
menschlichen Infektionen konnte B. spielmanii bisher nur aus Hautgewebe (Erythema
migrans) isoliert werden (Maraspin et al. 2002, Foldvari et al. 2005, Fingerle et al. 2008). Wie
die vorliegenden Ergebnisse zeigen, findet in Igeln die Infektion mit B. spielmanii nicht nur

lokal in der Haut statt, sondern duf8ert sich auch in einer Organmanifestation.

Zu beriicksichtigen ist, dass manche Borrelia-Stimme innerhalb einer Genospezies eine hohe
Heterogenitit aufweisen, und dadurch unterschiedlich pathogen und invasiv sind. Die meisten
B. afzelii Stimme sind beispielsweise fiir Hauterscheinungen verantwortlich, dennoch gibt es
auch B. afzelii Isolate, die aus der Synovialfliissigkeit oder aus der Zerebrospinalfliissigkeit
von Patienten stammen (Vasiliu et al. 1998, Strle et al. 20006).

Bei der Sequenzierung der Igelproben wurde bei allen B. afzelii Isolaten ein Basenaustausch
an derselben Stelle festgestellt, was auf einen spezifischen B. afzelii Stamm in Igeln hindeutet.
Bei den beiden anderen Genospezies waren einzelne Basenunterschiede unterschiedlich
lokalisiert. Ob es sich bei den Genospezies in Igeln um humanpathogene Stimme handelt,

muss durch eine Analyse weiterer Genorte (z.B. des OspC Gens) iiberpriift werden.

Im Korper einzelner Igel traten bei der vorliegenden Untersuchung gleichzeitig mehrere
Genospezies auf. Als mischinfiziert wurde ein Tier dann angesehen, wenn in seinen einzelnen
Organproben unterschiedliche Borrelia-DNA gefunden wurde.

Die DNA-Konzentration der einzelnen Genospezies kann im Probenmaterial bei
Mischinfektion unterschiedlich hoch sein. Dabei kann eine Genospezies dominieren, weshalb
es teilweise neben einem gut ausgeprigten Peak auch zu schwachen oder schlecht

darstellbaren Peaks in der Schmelzpunktanalyse kommen kann. In der OspA-PCR auf dem
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LightCycler zeigten B. afzelii-haltige Igelproben generell eine starke Fluoreszenz. Es konnte
daher sein, dass B. afzelii andere Genospezies in einem Organ iiberlagerte oder diese nur in
geringer Konzentration (unterhalb der Nachweisgrenze) vorlagen. Auch bei angeziichteten
Mischisolaten aus Zecken iiberwichst B. afzelii hiufig andere Genospezies, wie z.B.
B. bavariensis in Kultur (Hu et al. 2002). Dies ergébe eine Erkldrung, weshalb manche Isolate
in der Sequenzierung starke Uberlagerungen zeigten.

2 in der 5S23S rDNA-PCR positive Proben konnten weder in der OspA-PCR noch in der
Sequenzierung charakterisiert werden. Auch in anderen Studien konnen Borrelia-Isolate aus
Wirtstieren und Zecken teilweise keiner Genospezies zugeordnet werden, weshalb vermutlich
noch weitere bisher unbekannte Genospezies existieren (Kisinza et al. 2003,
Rauter & Hartung 2005, Casjens et al. 2011).

Eine weitere Moglichkeit zur Artdifferenzierung und Detektion von Mischinfektionen in einer
Probe stellt die OspA-RFLP-Analyse nach Michel (2003) dar, bei der das positive
PCR-Produkt mithilfe eines Restriktionsverdaus in verschiedene Fragmente geschnitten wird,
deren Bandenmuster fiir jede Borrelia-Genospezies spezifisch ist. 5 DNA-Extraktionen von
einzelnen Igelorganen, die in der OspA-PCR auf dem LightCycler 2 Peaks und in den
Elektropherogrammen stark iiberlagerte Basen aufwiesen, wurden zur Durchfiihrung einer
RFLP-Analyse nach Michel et al. (2003) an Herrn Dr. V. Fingerle (LGL Oberschlei3heim)
geschickt. Dabei stellten sich die Igelorgane als ungeeignet fiir dieses PCR-System heraus, da
keine bzw. nur unspezifische Banden auf dem Gelbild sichtbar waren (Dr. V. Fingerle,

personliche Mitteilung).

Geografische Verbreitung der Genospezies in Assoziation mit Reservoirwirten

Die Verteilung und Héiufigkeit der verschiedenen Genospezies unterliegt starken
geografischen und regionalen Schwankungen und ist an das Vorhandensein von
Reservoirwirten gebunden.

Die Spezialisierung der Genospezies auf bestimmte Reservoirwirte wird auf einen
Selektionsprozess wihrend der Aktivierung des Komplementsystems iiber den alternativen
Weg zuriickgefiihrt (Kurtenbach et al. 1998 b, 2006, Bhide et al. 2006, Skotarczak 2009).
Resistente Genospezies entgehen diesem Mechanismus der angeborenen Immunabwehr,
indem sie durch spezielle Oberflichenproteine (z.B. Erp-Proteine und CRASP-Proteine) die

Komplementregulatoren des jeweiligen Wirbeltierwirtes an ihre Oberfldche binden (Alitalo et
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al. 2001, Von Lackum et al. 2005, Kurtenbach et al. 2006, Herzberger et al. 2009). Die
Komplementregulatoren sind dazu fihig, die Komplementaktivierung zu inhibieren, wodurch
resistente Borrelien nicht lysiert werden. Sensitive B. burgdorferi s.l. Stimme, die diese
Komplementregulatoren nicht aus dem Serum adsorbieren konnen, werden durch die
Komplementkaskade h#dufig schon im Mitteldarm der saugenden Zecke, nachdem sie in
Kontakt mit dem Wirtstierblut gekommen sind, zerstort (Kurtenbach et al. 1998 b, 2002,
2006). Die Erp-Proteine zeigen unterschiedliche Bindungsaffinititen zu den Komplement-
Regulatoren der jeweiligen Wirbeltierspezies (Stevenson et al. 2002). Es wird daher
angenommen, dass das genetische Repertoire der einzelnen Borrelia burgdorferi s.1. Staimme,
an Komplementregulatoren und andere Bestandteile des Komplementsystems zu binden,
entscheidend die Wirtstierassoziation beeinflusst (Stevenson et al. 2002, Kurtenbach et
al. 2002 a, b, 2006).

Die meisten B. afzelii Staimme zeigen sich beispielsweise gegeniiber dem Komplement-
System von Nagern resistent, werden allerdings durch das Komplement-System von Vogeln
zerstort. In umgekehrter Weise verhilt es sich mit B. valaisiana und den meisten B. garinii
Stammen. Je nach Wirtstierart werden also die Genospezies unterschiedlich stark vom
Komplementsystem beeinflusst. Sogar Stimme innerhalb einer Genospezies kénnen eine
unterschiedliche Absterberate bei Inkubation mit demselben Wirtstierserum zeigen (Bhide et
al. 2006). Wie der Organbefall beweist, sind die gefundenen Genospezies (B. afzelii,
B. bavariensis und B. spielmanii) gegeniiber der Aktivierung des Komplementsystems iiber
den alternativen Wegen bei Igeln resistent.

Basierend auf der Wirtstierzusammensetzung kann aufgrund der beschriebenen selektiven
Mechanismen die Zusammensetzung der Genospezies auch innerhalb von sehr kleinflichigen
Untersuchungsgebieten starken Schwankungen unterworfen sein (Khanakah et al. 2006,
Schwarz et al. 2009). Auch in Abhingigkeit von der Jahreszeit und der geografischen Lage
existieren erhebliche Unterschiede in Bezug auf Transmission und Pridvalenz von
B. burgdorferi s.1. in Wirtstieren, was sich auch in der Borrelia-Privalenz in verschiedenen
Entwicklungsstadien der Zecken widerspiegelt (Gray et al. 1992, Kahl et al. 1992, Kurtenbach
et al. 1995, Kampen et al. 2004 b, Maetzel et al. 2005, Ostfeld et al. 2006).

In der vorliegenden Studie konnte B. afzelii am hdufigsten im Gewebe von Igeln
nachgewiesen werden. In Deutschland gilt B. afzelii als die hiufigste Genospezies
(Schaarschmidt et al. 2001, Maetzel et al. 2005). Von Oehme et al. (2002) wurden in
Baden-Wiirttemberg die hochsten Infektionsraten fiir B. afzelii (37 %), gefolgt von B. garinii

(22 %), B. valaisiana (14 %) und B. burgdorferi s.s. (10 %) in Patientenzecken ermittelt.
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B. afzelii wird in epidemiologischen Zyklen vorrangig durch kleine Nagetiere wie Wald- und
Gelbhalsmiuse verbreitet (Hu et al. 1997, Humair et al. 1995, 1999).

Fingerle et al. (2008) fanden in Deutschland in wirtssuchenden Zecken jedoch eine erhohte
Infektionsrate der Zecken mit B. garinii (34,3 %) gegeniiber B. afzelii (25,1 %). Bei vielen
Studien wurden allerdings nicht die OspA-Serotypen von B. garinii differenziert. Basierend
auf einer Metaanalyse, bei der 110 Studien zur Durchseuchung von I ricinus in Europa
zusammengefasst wurden, waren B. afzelii und B. garinii die hdufigsten Genospezies auf dem
Festland (Rauter & Hartung 2005).

Interessanterweise lidsst sich dieses Muster aber nicht auf Grofbritannien iibertragen:
Kurtenbach et al. (1998) konnten dort nur das Zirkulieren von B. garinii, B. valaisiana und
B. burgdorferi s.s. beobachten, wihrend B. afzelii, eine der hdaufigsten Genospezies auf dem
europdischen Kontinent, nicht nachgewiesen werden konnte. Ein Risiko fiir die
Einschleppung von Pathogenen nach GroBbritannien stellen moglicherweise Zugvogel dar,
weshalb im Vereinigten Konigreich vor allem das Zirkulieren von vogelspezifischen
Borrelia-Arten, bzw. Arten mit einer weniger ausgeprigten Wirtstierassoziation, wie
beispielsweise B. burgdorferi s.s., begiinstigt sein konnte.

Erst kiirzlich wurden allerdings auch verschiedene B. afzelii Stamme in wirtssuchenden
Zecken in mehreren Untersuchungsgebieten in Siid-England detektiert (Vollmer et al. 2011).
In den schottischen Highlands sind B. burgdorferi s.s. und B. afzelii die vorherrschenden
Genospezies in wirtsuchenden Zecken (Ling et al. 2000). In dieser Region ist das Auftreten
der Zeckenart /. ricinus durch das vermehrte Vorkommen ihrer definitiven Wirte, Schafe und

Rehwild und den klimatischen Bedingungen stark begiinstigt (Kirby et al. 2004).

Obwohl B. garinii in wirtssuchenden Zecken fast genauso hdufig wie B. afzelii vorkommt
(Schlee 2005), wird diese Genospezies in abgesammelten Zecken von Nagetieren relativ
selten nachgewiesen. Die meisten B. garinii-Stimme werden durch Vogel verbreitet
(Kurtenbach et al. 2006). Nur der epidemiologische Zyklus des OspA-Serotyps 4
(B. bavariensis) wird durch Nagetiere aufrecht erhalten. Dabei tragen vor allem Méiuse der
Gattung Apodemus zur Verbreitung von B. bavariensis bei und sind daher in besonderem
MaBe als Reservoirwirte geeignet (Hu et al. 2001, Huegli et al. 2002). Andere Miusearten
infizieren Zecken nur selten mit dieser Genospezies. Es wurde bisher vermutet, dass das
Vorkommen von B. bavariensis insbesondere auf den siiddeutschen Raum mosaikartig
begrenzt ist, da B. bavariensis in wirtsuchenden Zecken im {iibrigen Deutschland nur sehr

selten gefunden wird (Michel et al. 2003, Kipp 2008, Hildebrandt et al. 2010). In Polen und
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der Slovakei zeigte sich dagegen eine flachendeckende Verbreitung (Lencdkova et al. 2006).

Die Tatsache, dass ingesamt 13 von 37 Igel mit B. bavariensis infiziert waren, hédufig als
Mischinfektion mit B. afzelii, deutet darauf hin, dass Erinaceus-Arten &hnlich wie
Apodemus-Arten eine wichtige Rolle in der Epidemiologie dieser Genospezies einnehmen.
Die Igel stammten nicht nur aus dem siiddeutschen Raum, sondern auch aus weiter nordlich
gelegenen Gebieten, was auch in Deutschland fiir eine flichendeckende Anwesenheit dieser
Genospezies spricht. Moglicherweise zeigt B. bavariensis eine stirkere Wirtsassoziation als
andere Genospezies und wird daher nur in Habitaten gefunden, in denen auch Apodemus- und

Erinaceus-Arten prisent sind.

Auch im Kreislauf von B. spielmanii nimmt der Igel eine wichtige Funktion ein. Zuvor galten
Vertreter der Bilche, auch Schlidfer oder Schlafmiuse genannt (Gliridae), wie Gartenschléfer
(Eliomys spp.) und Haselmiuse (Muscardinus spp.) als hauptsidchliche Reservoirwirte fiir
diese Genospezies (Schlee 2005, Richter et al. 2004 a, 2006). In Wald- und Rételméusen, die
oft Zecken mit B. afzelii infizieren, wurde B. spielmanii bisher noch nicht gefunden (Richter
et al. 2004 b). Angesichts der hohen Pridvalenzen (8 der 37 infizierten Tiere hatten eine
nachweisliche B. spielmanii Infektion) konnte auch der Igel ma3geblich an der Epidemiologie
von B. spielmanii beteiligt sein. Moglicherweise wird B. spielmanii nicht durch einen
sylvatischen Zyklus, sondern primidr durch einen urbanen epidemiologischen Kreislauf
verbreitet. Sowohl Fingerle et al. (2008) als auch Strube et al. (2010) fanden in I. ricinus sehr
hohe Privalenzen von B. spielmanii innerhalb stidtischer Parkanlagen, wie z.B.dem
Englischen Garten oder in einem FErholungsgebiet im Stadtbereich von Hannover. In
suburbanen und urbanen Gebieten ist der fiir Igel nutzbare Lebensraum stark eingeschriankt
und konzentriert sich daher auf klar abgrenzbare Bereiche, wie Parkanlagen, Friedhofe,
Schrebergartenanlagen oder grofere Griinflichen (Esser 1984, Zingg 1994). In diesen
Gebieten konnte das Infektionsrisiko mit B. spielmanii durch Igel fiir den Menschen erheblich
erhoht sein.

B. spielmanii konnte aus Igeln aus Baden-Wiirttemberg, Rheinland-Pfalz, Hessen und
Hamburg isoliert werden. In Hamburg war das Auftreten dieser Genospezies bis dato noch
nicht bekannt. Bisher schien das Vorkommen von B. spielmanii in Deutschland auf lokale
Gebiete vor allem im siiddeutschen Raum begrenzt zu sein (Rauter et al. 2002, Fingerle et
al. 2008). Allerdings wurde B. spielmanii in Ixodes hexagonus vor Kurzem auch in
Niedersachsen nachgewiesen (Strube et al. 2010).

Ein wichtiges Verbreitungsgebiet dieser Genospezies erstreckt sich moglicherweise entlang
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des Rheins. B. spielmanii wurde unter anderem in Igeln und deren Zecken aus Steinfeld in der
Nédhe des Bienwaldes (Rheinland-Pfalz), der ca. 30 km westlich von Karlsruhe liegt,
gefunden. In den Untersuchungen von Schlee (2005) wurde diese Art in Gartenschlédfern und
L. ricinus im franzosischen Ort Lembach (Elsass) nachgewiesen. Dieser Ort ist nur ca. 20 km

von Steinfeld entfernt.

Analog zu bisherigen Untersuchungen in Kleinsdugern konnten die vogelspezifischen
B. garinii-Varianten und B. valaisana in Igeln nicht detektiert werden. Ebenso wurde
molekularbiologisch bei keinem Igel eine Infektion mit B. burgdorferi s.s. detektiert und nur
bei einem Tier serologisch anhand des p18-Proteins festgestellt. In epidemiologischen Studien
zeigte sich, dass das Vorkommen von B. burgdorferi s.s. in Europa stark variiert und diese
Genospezies in Westeuropa allgemein eher selten anzutreffen ist (Rauter et al. 2002,
Hildebrandt et al. 2003, Fingerle et al. 2004, Kampen et al. 2004 b, Rauter & Hartung 2005).
Je nach Untersuchungsgebiet konnen aber auch hohe Privalenzen von B. burgdorferi s.s. von
bis zu 22 % in Deutschland erreicht werden (Oehme et al. 2002, Maetzel et al. 2005, Fingerle
et al. 2008).

In fritheren Untersuchungen wurden bereits Borrelien in Igeln gefunden, ohne dass diese bis
zur Genospezies differenziert wurden (Finkbeiner-Weber 1996). Gern et al. (1997)
kultivierten Ohr- und Hautbiopsien von Igeln in BSK II Medium und wiesen in der
anschliefenden PCR erstmalig die Arten B. garinii, gefolgt von B. afzelii und B. burgdorferi
s.s. in dieser Tierart nach. Auch eine Mischinfektion mit B. burgdorferi s.s. und B. garinii,
konnten diese Autoren in der Haut von Igeln ermitteln. Da in der vorliegenden Untersuchung
weder molekularbiologisch noch serologisch vogelassoziierte B. garinii-Varianten gefunden
wurden, liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei den Isolaten von Gern et al. (1997)
ebenfalls um B. bavariensis gehandelt hat.

Ein molekularbiologischer Nachweis in Organen besagt, dass Tiere fiir die Infektion
empfinglich sind (Gern et. al. 1998). Eine Infektion muss aber nicht zwangslidufig zur
Krankheit fithren, sondern verlduft in vielen Fillen symptomlos und macht sich nur durch das
Auftreten von Antikorpern bemerkbar.

Die PCR-Ergebnisse der untersuchten Organproben lassen keine Riickschliisse zu, ob es sich
um vitale Borrelien handelt. Hierfiir wire eine Anzucht in speziellen Nahrmedien nétig
gewesen, die aber nur unter hohem Zeit- und Kostenaufwand durchgefiihrt werden kann.

Auch geben die PCR-Ergebnisse keinen Aufschluss dariiber, ob die Borrelieninfektion zum
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Tod des Tieres fithrte. Um eine Aussage hinsichtlich einer moglichen Pathogenitit der
gefundenen Isolate fiir den Menschen und andere Tiere zu treffen, miissen die aus Igeln

isolierten Genospezies einer umfassenden Charakterisierung unterzogen werden.

5.1.2.3 Serologischer Nachweis
5.1.2.3.1 Borrelia burgdorferi s.l. ELISA

Der Antikorpernachweis gegen Borrelien wurde mithilfe eines kommerziellen rekombinanten
Borrelia-ELISA-Kits und einem daran adaptierten Protein G-Peroxidase-Konjugat
durchgefiihrt. Wie sich bei der Untersuchung herausstellte, reagierte Protein G als universell
einsetzbares ,,all species*“-Konjugat mit dem Fc-Terminus des IgG im Igelserum, sodass kein
spezifisches anti-Igel-Konjugat aufwindig produziert werden musste. Verschiedene
Wirbeltierspezies aus zoologischen Gérten wurden von Stobel et al. (2002) auf diese Weise
auf Borrelia burgdorferi s.l. untersucht. Obwohl Protein G teilweise fiir serologische
Fragestellungen bei verschiedenen domestizierten Tieren und Labortieren verwendet wurde
(Bjorck & Kronvall 1984, Kelly et al. 2002), gibt es bisher nur sehr wenige Berichte bei wild
lebenden Kleinsdugern. Erstmalig iiberhaupt wurden Igel auf diese Weise serologisch
getestet. Mit Peroxidase gekoppeltes Protein G wurde auch von Lee et al. (2003) zur
Detektion von spezifischen Antikorpern gegen Hantaviren in Nagetieren verwendet. Die
Autoren weisen ausdriicklich darauf hin, dass es zu unspezifischen Kreuzreaktionen kommen
kann und der zweite Antikorper (Konjugat) fiir jede Nagerspezies im Vorfeld auf die Eignung
in serologischen Testsystemen zu iiberpriifen sei. Die im ELISA als positiv befundenen
Igelseren konnten auch durch einen Immunblot bestitigt werden, was zeigt, dass die
Durchfiihrung des ELISAs funktionierte und nicht zu ,falsch positiven* Ergebnissen fiihrte.
Alle Seren der Igel aus dem ,Igelgarten* wiesen spezifische und sehr hohe Antikorpertiter
gegen Borrelien auf. Dies ist nicht verwunderlich, da eine stindige Zeckeninfestation dieser

Tiere unter natiirlichen Bedingungen zu beobachten war (Pfiffle et al. 2011). Im Vergleich
zum ,lIgelgarten” wurden viele Seren aus Igelstationen als Borrelia-negativ eingestuft. In
Igelstationen werden sowohl Igelsduglinge als auch kranke, verletzte und untergewichtige
Igel aufgenommen, weshalb eine starke Inhomogenitit hinsichtlich des Alters und des
Gesundheitszustandes der aufgenommenen Igel bestehen kann. In den Igelstationen aus
Hessen und Baden-Wiirttemberg gab es viele Igel, die als Sauglinge von Hand aufgezogen

wurden und somit noch keinen Kontakt zu Borrelien gehabt hatten.
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5.1.2.3.2 Borrelia burgdorferi s.l. Inmunblot

Der kommerzielle Immunblot in Verbindung mit dem Protein G-Peroxidase-Konjugat eignete
sich zum Nachweis von IgG-Antikorpern im Igelblut und zur Bestidtigung eines positiven
ELISA-Ergebnisses. Durch die Verwendung von rekombinanten Testantigenen und des
VIsE-Proteins konnten die Sensitivitit und Spezifitit bei diesem kommerziellen
Immunstreifen stark erhoht werden (Gottner et al. 2005). Eine Studie des
Max-von-Pettenkofer-Institutes (Referenzzentrum fiir Borrelien) zeigte, dass durch eine
zusitzliche Bestimmung der Antikorper gegen VISE die Spezifitit gegeniiber Immunblots mit
Vollextrakt um 20 % und gegeniiber Immunblots mit rekombinanten Antigenen ohne VISE
um 30 % gesteigert werden konnte (Schulte-Spechtel et al. 2003, Wilske 2003).

Bei den urspriinglichen Testsystemen wurden u.a. Volllysate von Borrelienkulturen
verwendet, woraus oft Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen Borrelia-Genospezies
resultierten. Anhand der rekombinant hergestellten p18-Antigene ldsst sich erkennen, dass
Kreuzreaktionen zwischen den Genospezies bei Igelseren weitgehend ausgeschlossen werden
konnen. Die pl18-Banden reagierten sehr spezies-spezifisch mit den gegen sie gerichteten
Antikorpern im Igelblut. Kein Igel wies Antikorper gegen die vogelspezifische
B. garinii-Variante auf. Dagegen zeigten fast alle der positiv getesteten Igel sehr hohe
Antikorperspiegel gegen Borrelia bavariensis und B. afzelii, vereinzelt auch gegen
B. spielmanii. Lediglich bei 2 Igeln konnten Reaktivitdten (nur bei einem Igel im positiven
Wertebereich) gegen das pl18-Protein von B. burgdorferi s.s. nachgewiesen werden. Diese

Befunde decken sich daher sehr gut mit den molekularbiologischen Ergebnissen.

Da in der vorliegenden Studie tierische Seren verwendet, und das ,,all species*“-Konjugat an
einen humanmedizinischen Immunblot angepasst wurden, unterlag die Ergebnisinterpretation
der Igelseren nicht den strengen Richtlinien wie in der Humanmedizin. In einer aktuellen
Studie von Mavin et al. (2011) wurden menschliche Immunblots von 3688 Patienten
analysiert und eine neue Ergebnisinterpretation entwickelt, bei der ebenfalls mehr Seren im
Immunblot als positiv bestitigt werden konnten, als zuvor. Bei Igeln wurden Seren als positiv
bewertet, wenn sie mit mindestens einem Punkt in der Wertetabelle aufgefiihrt waren.

Dennoch gestaltete sich die Interpretation der Bandenmuster fiir einzelne Igel schwierig. Oft
war die Vorgeschichte der Igel unklar, auch die Zeckenexposition/Expositionsdauer konnte
nicht nachvollziehbar angegeben werden. Anhand des Korpergewichtes, des Zahnzustandes

und der Stachelfarbung wurden die Igel in 3 Kategorien (juvenil, subadult, adult) eingeteilt.
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Ein genaues Alter bei mehrjdhrigen Tieren lédsst sich nur anhand der Kieferknochen bei toten
Tieren ermitteln (Reeve 1994). Die vorberichtlichen Daten fiir jeden Igel konnten daher nur
nidherungsweise angegeben werden. Mithilfe des verwendeten ,all species“-Konjugates
konnten nur IgG-Antikorper, keine IgM-Antikorper detektiert werden, die fiir eine konkrete

Aussage iiber eine Infektion im frithen Stadium notig gewesen wiren.

Die Reaktivititen der Igelseren gegen die einzelnen Borrelia-Antigene fielen individuell sehr
unterschiedlich aus. Am hiufigsten wurden IgG-Reaktivititen gegen VISE gefolgt von p39,
pl8 (B. bavariensis), pl00 und pl8 (B. afzelii) ermittelt. Hinsichtlich der mittleren
Intensitdten der Reaktivititen zeigte das VISE-Antigen ebenfalls die hochsten Werte, gefolgt
von pl00, pl8 (B. bavariensis) und pl8 (B. afzelii). Hofmann (1996) merkt an, dass die
Antikorperdetektion von Borrelien bei infizierten Patienten unterschiedlich ausfallen kann
und in Abhéngigkeit des Infektionsstadiums stark variiert. Meist kommt es zu einer zeitlich
gestaffelten Antikorperbildung: zuerst erkennt das Immunsystem antigene Strukturen auf der
Oberfldache wie z.B. p41 (Flagellin) und die ,,outer surface*-Proteine, im spiteren Verlauf der

Erkrankung dann intrazellulir gelegene Strukturen wie z.B. p100 (Hauser et al. 1999).

Die meisten Igelseren reagierten stark mit dem VIsE-Antigen, ein rekombinant hergestelltes
Fusionsprotein aus verschiedenen humanpathogenen B. burgdorferi s.l. Stimmen. Dieses
Oberflachenprotein wird von Borrelien nur in vivo exprimiert und besitzt von allen
untersuchten Antigenen die hochste Sensitivitit fiir den Nachweis einer Borrelien-Infektion
(Schulte-Spechtel et al. 2003, Chmielewska-Badora et al. 2006). Urspriinglich wurde VISE als
Marker fiir eine aktive Borreliose angesehen; allerdings sind starke Reaktivititen auch bei
erfolgreich behandelten Patienten vorhanden und konnen somit nicht zur Unterscheidung
einer aktiven oder bereits vergangenen Infektion herangezogen werden (Strle & Stanek 2009).
Das VISE trigt durch eine ausgeprigte Antigenvarianz dazu bei, dass sich Borrelien der
Immunabwehr des Sdugetierwirts entziehen und in immunabgeschiedenen Regionen des
Korpers (z.B. Gelenke) iiberdauern konnen (Embers et al. 2007, Coutte et al. 2009, Tsao et
al. 2009). Obwohl bereits juvenile Igel Reaktivititen gegen VISE zeigten, waren diese im
Vergleich zu adulten Igeln signifikant erniedrigt. Hohe VISE-Titer bei adulten Igeln deuten
darauf hin, dass Borrelien durch stindige Verdnderung ihrer Oberfldche dazu fdhig sind, im
Gewebe iiber einen langeren Zeitraum zu persistieren und sich der Immunabwehr aktiv zu

entziehen.
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Als weitere immundominante Proteine sind auf dem Blotstreifen die Oberfldchenproteine
OspA und OspC aufgetragen. Wie zu erwarten war, traten keine Banden gegen OspA auf.
OspA-Antikorper werden nur sehr selten nach einer Infektion gebildet, sondern entstehen fast
ausschlieBlich nach einer Impfung in hoher Konzentration und schiitzen vor einer erneuten
Infektion (Fikrig et al.1990, Gern et al. 1994, Sadziene & Barbour 1996, Probert et al. 1997).
Sowohl in Igelseren aus Hamburg als auch aus dem ,Igelgarten” konnten gegen OspC
gerichtete IgG-Antikorper detektiert werden. Im Anfangsstadium einer Infektion sind hohe
IgM-Reaktivititen gegen OspC detektierbar, aber des Ofteren auch starke IgG-Reaktivitiiten
(Theisen et al. 1993, Padula et al. 1994, Earnhart et al. 2005, Glatz et al. 2008).

OspC spielt eine zentrale Rolle bei der Ubertragung von Borrelien vom Zecken- auf den
Saugetierwirt: Antikorper gegen dieses Protein werden vom Wirt daher insbesondere bei der
frithen Immunantwort gebildet (Tilly et al. 2006). Die biologische Funktion dieses Proteins ist
noch nicht eindeutig geklirt. Es wird vermutet, dass die Expression von OspC Borrelien
einerseits vor der angeborenen Immunabwehr des Sidugetierwirts schiitzt, aber auch
andererseits den Invasionsprozess und das Uberleben im Wirt begiinstigt (Earnhart et
al. 2005, Radolf & Caimano 2008, Tilly et al. 2006, 2009). Antikorper gegen OspC schiitzen
den Sdugetierwirt gegen eine erneute Infektion mit derselben Borrelienart, zeigen aber keine
Kreuzimmunitit gegeniiber anderen Genospezies (Probert et al. 1997).

Insbesondere in den Hamburger Igeln waren erhohte OspC-Werte fiir B. afzelii,
B. bavariensis und B. spielmanii vorhanden. Neben OspC sind in der frithen Phase auch
hiufig Antikorper gegen p41 und p39 gerichtet (Engstrom et al. 1995). In Verbindung mit den
signifikant erhohten p39-Werten liegt die Vermutung nahe, dass sich die Igel aus Hamburg

erst kiirzlich mit Borrelien infiziert hatten.

Die Aussagekraft der positiv reagierenden Seren gegen das Antigen p41 (Flagellin oder
GeiBelantigen) ist aufgrund von unspezifischen Reaktionen eingeschrinkt (Smismans et
al. 2006). Es zeigt u.a. Kreuzreaktionen mit anderen begeiflelten Bakterien (Engstrom et
al. 1995, Hauser et al. 1999). Insbesondere in Blutproben aus dem ,,Igelgarten* waren hohe
p41-Reaktivititen detektierbar. Da Igel auch Infektionen mit Leptospiren entwickeln konnen
(Broom et al. 1960, Riley & Chomel 2005), konnte dies ebenfalls eine Erklidrung fiir die

erhohten p41-Reaktivititen sein.
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Das Protein p58 ist ein typischer IgG-Marker im Stadium III einer Borrelien-Infektion, aber
auch im Stadium II bei Neuroborreliosepatienten (Hauser et al. 1999, Wilske et al. 2003,
Gottner et al. 2005). 5 Tiere aus dem ,,Igelgarten* zeigten erhohte Reaktivititen, aber keine
neurologischen Ausfallsymptome. Bei einem juvenilen Igel aus Hamburg wurde eine
Borreliose vermutet, da er eine komplette Lihmung der Hinterbeine zeigte, die durch
Behandlung mit Doxycyclin verschwand (siehe Anhang, Abbildung 40, Serum 41). Dieser
Igel zeigte aber keine Reaktivititen gegen p58, sondern Reaktivititen gegen VISE (467,2),
p41 (-49,6), p39 (51,3); OspC Bss (-41,2); OspC Bga (-3,4); OspC Bsp (-32,8) und p18 Baf
(17,6). In einer Studie von Brunet et al. (1995) konnten in nahezu allen natiirlich infizierten
Miusen Antikorper gegen p58 unabhingig von der Transmissionsintensitit nachgewiesen
werden. Inwieweit dieses Protein als Indikator eines Neuroborrelioseverdachts bei Igeln zu
Rate gezogen werden kann, muss weiter iiberpriift werden und kann nur in Verbindung mit

einer umfangreichen Diagnosestellung verifiziert werden.

Das p39-Antigen gehort zu den immundominantesten und gleichzeitig hochspezifischen
Borrelia-Markern (Simpson et al. 1991). Die hochsten p39-Reaktivititen konnten in
Hamburger Igeln gefunden werden. Antikorper gegen p39 werden als Reaktion auf eine
aktive Infektion gebildet und konnen im Serum schon nach wenigen Wochen in hoher
Konzentration nachgewiesen werden (Simpson et al. 1991). Wie bereits erwihnt, kdnnte es
sich um eine erst kurz zuriickliegende Infektion bei diesen Igeln handeln. Eine starke
humorale Immunantwort gegen p39 kann nur bei einer aktiven Infektion beobachtet werden:
bei Injektion von inaktivierten oder lysierten Borrelien bildeten Miuse keine Antikorper
(Simpson et al. 1991). Im Gegensatz zu den Osp-Proteinen besitzt p39 keine protektive
Wirkung fiir den Sdugetierwirt (Simpson et al. 1991, Gilmore et al. 1996). Antikdrper gegen
P39 und p58 erschienen bei natiirlich infizierten WeillfuBmiusen bereits kurz nach der
Infektion und wurden meist schon vor allen anderen Spirochiten-Antigenen gebildet (Brunet
et al. 1995). Die humorale Antwort erfolgte schnell und die Miuse, die eine Serokonversion
entwickelten, zeigten eine lebenslange, sehr hohe Immunreaktivitit gegen dieses Protein.
p39-Antigenbanden lassen sich generell im gesamten Krankheitsverlauf nachweisen und
bleiben in experimentell infizierten Labortieren, z.B. Maiusen, Hamstern und

Meerschweinchen, langlebig bestehen (Brunet et al. 1995).
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Fiir die Diagnostik von Spitstadium-Infektionen ist pl00 besonders gut geeignet. Eine
Immunreaktion gegen dieses Protein entsteht zwar in der Regel relativ spit im Verlauf der
Erkrankung, es weist aber keine bekannten Kreuzreaktionen auf. Insbesondere in Hamburg
kam es zu hohen pl00-Reaktivititen. Im ,Igelgarten”, in dem mehrjdhrige Tiere
kontinuierlich  einer natiirlichen = Zeckenexposition ausgesetzt waren, konnten
erstaunlicherweise im Vergleich zu Hamburg nur relativ niedrige durchschnittliche
Reaktivitidten gegen p100 und das auch nur bei vergleichsweise wenigen Tieren festgestellt
werden. Das pl100-Protein auf dem verwendeten Teststreifen stammte von B. afzelii.
Moglicherweise resultiert aus einer erfolgten Immunisierung gegen B. afzelii ein stetiger
Riickgang von pl00-Antikérpern. Generell werden pl00-Antikdrper nur sehr langsam
abgebaut und konnen zeitlebens bestehen bleiben. In der Humanmedizin treten sie vor allem
bei Patienten mit einer ausgeheilten Borrelien-Infektion (,,Seronarbe) auf (Burkert et

al. 1996, Haes 2003).

Zusammenfassend kann das Bandenmuster eines Blotstreifens individuell sehr unterschiedlich
ausfallen und sich im Laufe der Infektion verdndern (Hauser et al. 1999). Chronisch infizierte
Miuse zeigten Reaktivititen gegen ein grofles Spektrum an Borrelia-Antigenen (Brunet et
al. 1995). Auch bei adulten Igeln ist eine breite Reaktion gegen verschiedene

Borrelia-Antigene zu erkennen.

5.1.2.4 Borrelia burgdorferi s.l. in gesaugten Zecken

Ein allgemeines Transmissionsmodell von Anderson & May (1991) geht davon aus, dass in
Populationen hiufig eine aggregierte Verteilung hinsichtlich der Infestation oder Erkrankung
festzustellen ist; d.h. wenige Individuen sind schnell, hdufig oder stark mit einem Erreger
infiziert, wihrend die Mehrheit der Population nur gering oder gar nicht infiziert ist. Die
20/80 Regel besagt in diesem Zusammenhang, dass 20 % der Individuen einer Population
80 % der Parasiten/Erreger beisteuern (Woolhouse et al. 1997).

Diese Regel ldsst sich auch anndhernd auf die Infektionsrate der von Igeln abgesammelten
Zecken, insbesondere bei Borrelien, anwenden. Nur auf 7 von 33 Igeln (21,21 %) konnten
Borrelia-positive Zecken entdeckt werden. Dabei erwiesen sich meist nur 1 bis 2 Zecken als
positiv. Von Ixodes hexagonus waren ingesamt nur 3 Weibchen (2 B. afzelii, 1 B. bavariensis)
und 1 Nymphenpool (B. afzelii) infiziert. Die Privalenz in I. hexagonus scheint generell eher

niedrig zu sein. Nijhof et a. (2007) konnten keine Erreger des B. burgdorferi s. 1. Komplexes
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in 137 untersuchten I. hexagonus nachweisen. In einer Studie von Liebisch & Olbrich (1991)
konnte eine Infektionsrate in niichternen Igelzecken von 3-7 % ermittelt werden.
Finkbeiner-Weber (1996) befand in der Dunkelfeld-Mikroskopie nur 2,6 % von I. hexagonus
als positiv. Ahnliche Privalenzen errechneten auch Bernasconi et al. (1997). In einer aktuellen
Studie von Strube et al. (2010) zeigten sich 5,7 % von 232 untersuchten 1. hexagonus in der
Real-time PCR positiv. In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Studie waren diese
ebenfalls mit B. afzelii, B. garinii und B. spielmanii infiziert. Teilweise konnen aber auch sehr
hohe Infektionsraten erreicht werden: in einem Untersuchungsgebiet in Spanien, in dem keine
Ixodes ricinus Zecken gefunden wurden, waren bis zu 28 % der untersuchten 1. hexagonus
Weibchen infiziert (Estrada-Pena et al. 1995).

Bei 1. ricinus waren neben 4 Weibchen auch 44 Nypmphenpools und 11 Larvenpools positiv,
was einer Mindestinfektionsrate der Stadien zwischen ca. 6 % und 15 % entspricht. Die
Mindestinfektionsrate geht lediglich davon aus, dass mindestens eine Zecke pro Pool infiziert
ist. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass noch mehrere Nymphen bzw. Larven in einem
Pool positiv waren. Ein groer Anteil der positiven Nymphen- und Larvenpools stammte
ausschlielich von einem Igel, bei dem =zuvor auch B. afzelii, B. spielmanii und
A. phagocytophilum in den Organen nachgewiesen werden konnten. Offenbar hatte dieses
Tier eine akute Bakteriimie, was sich in der Vielzahl an positiven Zeckenpools (53/68
positiv), insbesondere auch von Larvenpools (11/13 positiv), bemerkbar machte. Der Igel war
ausschlieBlich mit /. ricinus Stadien befallen.

Die stichprobenartig sequenzierten Zeckenpools zeigten starke Uberlagerungen und waren
zum groBten Teil nicht auswertbar. Generell waren Amplifikate von vollgesogenen Zecken
(insbesondere I ricinus) der beiden gewihlten PCR-Systeme schlecht sequenzierbar,
moglicherweise aufgrund von vielfiltigen Mischinfektionen. Die OspA-PCR auf dem
LightCycler lieferte zwar Hinweise auf das Vorhandensein von B. afzelii und B. spielmanii in
den untersuchten Zeckenpools, allerdings sollten zu einer eindeutigen Identifizierung von
Mischinfektionen in vollgesogenen Zecken andere Nachweismethoden, wie z.B. die RFLP-

Analyse, gewihlt werden.

Bei einer Pilotstudie in Kooperation mit Dr. V. Fingerle (LGL OberschleiBheim) konnten 12
vollgesogene Borrelia-positive Weibchen (1. ricinus) von Igeln aus dem ,Igelgarten” nach
dieser Methode niher charakterisiert werden: 5 Zecken zeigten eine Einzelinfektion mit
B. afzelii, jeweils 2 Zecken Einzelinfektionen mit B. bavariensis und B. spielmanii, jeweils

eine Zecke eine Mischinfektion von B. afzelii/B. bavariensis bzw. B. afzelii/B. spielmanii und
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eine Zecke wies eine Infektion von B. afzelii und ein nicht auswertbares Bandenmuster auf
(Dr. V. Fingerle, personliche Mitteilung).

In der vorliegenden Studie waren mehr [ ricinus als I hexagonus Proben positiv.
Moglicherweise geht von I ricinus fiir den Igel ein hoheres Infektionsrisiko aus als von
L. hexagonus. Der Igel konnte an den Befall mit I hexagonus durch die ausgeprigte
Wirtsassoziation besser angepasst sein, als an den von I ricinus. Im Speichel von Zecken
befinden sich zahlreiche immunsuppressive Substanzen, die die Pathogeniibertragung
erleichtern (Mejri et al. 2002, Hannier et al. 2004, Kyckova & Kopecky 2006). Lawrie et
al. (1999) zeigten, dass Extrakte aus Speicheldriisen (,,salivary gland extract, SGE) von
L. hexagonus die Aktivierung des Komplements iiber den alternativen Weg beim Igel doppelt
so stark inhibieren, wie SGE von I. ricinus. Dies miisste theoretisch bedeuten, dass Pathogene
von I. hexagonus effektiver als von 1. ricinus auf Igel tibertragen werden. Allerdings konnte
der Igel, bedingt durch den hdufigen Befall mit der wirtsspezifischen Igelzecke, eine
Immunitdt gegen die Speichelproteine von I hexagonus entwickeln und somit vor der
Pathogeniibertragung, die von 1. hexagonus ausgeht, geschiitzt sein. Méuse, die aktiv mit dem
Speichelprotein Salpl5 immunisiert wurden, waren signifikant vor einer Infektion mit
B. burgdorferi geschiitzt (Dai et al. 2009). In welcher Weise die niedrige Infektionsrate von
L. hexagonus mit der moglichen Immunitidt von Igeln gegen Speichelproteine, bzw. gegen die

Spirochiten selbst, in Verbindung steht, muss durch weitere Untersuchungen geklart werden.

5.1.3 Experimentelle Untersuchung zur Ubertragung von Borrelien

5.1.3.1 Experimentelle Infektion

Bei allen 5 Igeln, die mit B. afzelii-infizierten I. ricinus Weibchen besetzt worden waren,
konnte innerhalb der ersten beiden Monate nach dem Borrelia-Kontakt eine Serokonversion
beobachtet werden. Auch bei einem @hnlichen Experiment von Kurtenbach et al. (1994), die
Gelbhalsmiuse (Apodemus flavicollis), Waldmause (Apodemus sylvaticus) und Rotelmiuse
(Myodes glareolus) experimentell mit Borrelien infizierten, entwickelten alle Tiere,
unabhédngig von der Spezies, spezifische Antikorper gegen verschiedene Borrelia-Antigene.
Allerdings zeigten Nager der Gattung Apodemus eine deutlich hohere Antikorperproduktion
als Rotelmiuse, was fiir eine niedrigere Reservoirkompetenz spricht. Generell korreliert eine
starke Immunantwort des Wirtstieres negativ mit der Transmissionsrate von Erregern auf

Zecken (Mather et al. 1989, Kurtenbach et al. 1994, 2002, 2006, Levin & Fish 2000).
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Obwohl den Versuchstieren zum selben Zeitpunkt B. afzelii-infizierte Zecken angesetzt
worden waren, verlief die Entwicklung und Stirke des IgG-Antikorpertiters bei jedem Tier
anders. Die Immunantwort auf Borrelien-Infektionen scheint daher bei Igeln individuell sehr
unterschiedlich auszufallen.

Des Weiteren reichten 5 mit B. afzelii-infizierte Zeckenweibchen bei den Igeln nicht aus, um
eine symptomatische Erkrankung auszuldsen. Weder ein Erregernachweis mittels PCR aus
dem Blut noch ein Nachweis aus xenodiagnostischen Zecken gelang. Da es sich um
1,5-jahrige Tiere handelte, war der Immunstatus moglicherweise schon so weit gefestigt, dass
die Borrelien bereits beim Eintritt in die Haut lokal abgetotet wurden. Die zelluldre Abwehr
hat vor allem in der Haut einen entscheidenden Einfluss auf die Eliminierung von Borrelien
(Liang et al. 2004). Eventuell bestand die Infektion auch nur temporir lokal in der Nihe der
Einstichstellen. Obwohl Finkbeiner-Weber (1996) bei einem Igel in unmittelbarer Nihe der
Insertionsstelle einer Zecke Borrelien mittels Hautbiopsie nachweisen konnte, infizierte auch
dieser Igel keine xenodiagnostischen Zecken.

Eine andere Erklarung konnte die Verwendung eines aus Nagern isolierten B. afzelii Stammes
sein: moglicherweise war der verwendete B. afzelii Laborstamm nicht ausreichend infektios
fiir Igel oder zu niedrig dosiert. 5 infizierte /. ricinus Weibchen reichen fiir gewohnlich aus,
um bei Gerbilen im Labor eine nachweisbare Infektion mit diesem Stamm auszulésen (Dr. H.

Dautel, personliche Mitteilung).

5.1.3.2 Natiirliche Infektion

Durch einen einwochigen Aufenthalt im “Igelgarten” erfolgte bei 6 Igeln die natiirliche
Infektion mit Borrelia burgdorferi s.1.. Dabei handelte es sich um 4 Tiere, die langjdhrig im
»lgelgarten gelebt hatten und 2 neu eingesetzte Tiere. Durch vorangegangene
Untersuchungen von Zecken und Sektionsigeln war bereits bekannt, dass dort in jedem Fall
Borrelia afzelii, B. spielmanii und B. bavariensis natiirlich zirkulieren.

Laut Skotarczak (2002) zeigen Wildtiere, die einem regelméaligen, starken Zeckenbefall
ausgesetzt sind, keine klinische Manifestation einer Borreliose. Dies wird auf eine Art
,Balance* des Parasiten-Wirts-Systems, das sich im Laufe der Evolution ausgebildet hat,
zuriickgefiihrt. In einzelnen Féllen kann sich aber dieses System auch zugunsten des Parasiten
verschieben.

Bei einem subadulten Igel, der erstmalig in den ,,Igelgarten* gesetzt wurde, kam es zu einer

starken Zeckeninfestation, verbunden mit Symptomen eines gestorten Allgemeinbefindens
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(Apathie, Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit). Durch einen massiven Zeckenbefall und den
damit verbundenen Blutverlust konnen Igel einerseits geschwicht werden (Pfiffle et
al. 2009), aber auch anderseits Infektionserreger durch den Zeckenstich iibertragen werden.
Nach Entfernung der Zecken und durchgefiihrter Zwangsernihrung erholte sich der Igel
zusehends, infizierte aber, trotz unauffilligem Allgemeinbefinden, nach 3 Monaten noch 13
von 17 untersuchten xenodiagnostischen Zecken mit B. afzelii und B. spielmanii. Auch in der
entnommenen Hautbiopsie dieses Tieres wurden diese beiden Genospezies zu diesem
Zeitpunkt molekularbiologisch detektiert. Da die gesogenen Larven erst nach ihrer Hautung
als niichterne Nymphen molekularbiologisch untersucht wurden, gelang neben dem Nachweis
der Reservoirkompetenz des Igels fiir B. afzelii und B. spielmanii auch gleichzeitig der
Nachweis der transstadialen Erregeriibertragung.

Uber welchen Gesamtzeitraum dieser Igel fiir Zecken infektios blieb, konnte nicht weiter
verfolgt werden, da er aufgrund einer stark entziindeten Zehenverletzung wihrend der
Untersuchungsperiode mit Antibiotika (Baytril, Wirkstoff: Enrofloxacin) behandelt werden
musste. Nach der antibiotischen Behandlung konnten keine Borrelien mehr mittels PCR in
den frisch gehduteten Nymphen nachgewiesen werden. Obwohl Doxycyclin als Mittel der
Wahl gegen Borrelieninfektionen beim Igel eingesetzt wird (Finkbeiner-Weber 1996; S.
Goroncy, personliche Mitteilung) scheint auch Baytril eine gewisse Wirkung zu erzielen.
Ohne eine antibiotische Behandlung ist davon auszugehen, dass Borrelien in Igeln iiber
Wochen bis Monate in Igeln persistieren konnen. Finkbeiner-Weber (1996) konnnte bei
einem Igel, der ein Erythema migrans aufwies, noch nach 19 Wochen Borrelien aus einer
Hautbiopsie in unmittelbarer Ndhe der Zeckeneinstichstelle isolieren.

Ein weiterer Igel, der erstmalig in den ,,Igelgarten* gesetzt wurde, starb kurze Zeit nach der
Exposition, vermutlich durch den massiven Zeckenbefall in Verbindung mit einem
erheblichen Blutverlust und erfolgter Pathogeniibertragung. In den schwirzlich verfarbten
Lymphknoten des Mesenterialgewebes konnte B. bavariensis DNA nachgewiesen werden.
Obwohl die Infektion noch nicht in den inneren Organen nachweisbar war, zeigt dieses
Ergebnis, dass B. bavariensis hoch invasiv ist und sich schon innerhalb weniger Tage iiber
das Lymphsystem im Korper des Igels ausbreitet. Von dieser Art konnte daher eine erhohte

Pathogenitit fiir Igel, dhnlich wie fiir Menschen, ausgehen.

Es ist durchaus moglich, dass Igel nach einer starken Zeckeninfestation eine Infektion mit
Krankheitssymptomen entwickeln konnen, die auch zum Tod fiihren kann. Finkbeiner-Weber

(1996) dokumentierte akute Borreliose-Félle mit klinischer Erscheinung bei Igeln.
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Vorwiegend konnte ein voriibergehend gestortes Allgemeinbefinden mit Inappetenz, Apathie
und Ataxie diagnostiziert werden. Neben Fieber trat auch das typische Erythema migrans auf.

Zuriickliegende Infektionsexperimente bei Igeln mit Riickfallfieber-Borrelien zeigten, dass
einige Arten in Igeln besser persistieren als andere (Lapierre et al. 1959). Igel (E. europaeus)
zeigten sich gegen eine Infektion mit Borrelia duttonii resistent, entwickelten bei Infektion
mit B. crocidurae eine inapparente Erkrankung, bei B. hispanica eine deutliche Erkrankung
und bei B. persica eine schwerwiegende Symptomatik (Lapierre et al. 1959). Felsenfeld
(1965) schlussfolgerte aus diesen FErgebnissen, dass die Reaktion von Igeln auf
Borrelieninfektionen in Abhéngigkeit des verabreichten Borrelia-Stammes und der Dosis
stark variieren kann und experimentelle Studien mit Labortieren im Allgemeinen
vereinheitlicht werden sollten.

Welche Arten des B. burgdorferi s.l. Komplexes in welcher verabreichten Dosis bei Igeln zu
klinischen Symptomen fiihren, muss durch weitere gezielte Experimente untersucht werden,

was sich aber durch den heutigen Schutzstatus schwierig gestaltet.

Im Gegensatz zu den beiden erstmalig in den ,,Igelgarten eingesetzten Tieren verlief die
xenodiagnostische Untersuchung bei den 4 Igeln, die iliber mehrere Jahre einer starken
Zeckenexposition im ,JIgelgarten* ausgesetzt waren, nahezu negativ. Lediglich ein Igel
infizierte 1 von 20 Larven mit B. spielmanii; die anderen Igel iibertrugen keine Borrelien auf
die angesetztenLarven. Aus diesem Grund stuften wahrscheinlich auch die Autoren
Matuschka et al. (1996) die Reservoirkompetenz von Igeln fiir B. burgdorferi s.1. als gering
ein, da in der Studie von Gray et al. (1994) lediglich 1 von 5 Larven von einem Igel infiziert

wurde.

Einige Untersuchungen belegen, dass Borrelia-Genospezies unterschiedlich effektiv von
Wirtstieren auf Zecken iibertragen werden (Hu et al. 2001, Schlee 2005). Bilche iibertragen
B. spielmanii effektiver auf Zecken als B. afzelii (Richter et al. 2004 a). Selbst innerhalb einer
Genospezies kann dieses Phanomen auftreten, weshalb interspezifische, aber auch
intraspezifische Interaktionen in Betracht gezogen werden (Derddkova et al. 2004). Eine
solche Interaktion wurde sogar bei Bakterien unterschiedlicher Klassen (Borrelien und
Anaplasmen) demonstriert (Levin & Fish 2001). Ahnliche Transmissionsergebnisse
erbrachten Kurtenbach et al. (1998): B. burgdorferi s.s. und B. garinii konnten beide in
Nagetieren detektiert werden, allerdings wurde nur B. burgdorferi s.s. auf xenodiagnostische

Zecken iibertragen.
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Welche Mechanismen einer erfolgreichen Erregertransmission zugrunde liegen, ist bisher
weitgehend unklar. Derddkovda et al. (2004) stellen die Hypothese auf, dass
Borrelia-Varianten einen unterschiedlichen Wirtsgewebetropismus aufweisen und sich
unterschiedlich stark im Gewebe vermehren, was sich auf den Transmissionserfolg auf

Zecken auswirkt.

Tsao et al. (2009) versuchen in ihrem Review die einzelnen Forschungsergebnisse zur
Ubertragung von Borrelien im Mausmodell zu einem hypothetischen Modell
zusammenzufiigen (Abbildung 35). Wie die Erlduterungen in der Abbildung verdeutlichen,
basieren einige Ereignisse bislang nur auf Vermutungen oder sind ungeklirt. Es besteht
erheblicher Forschungsbedarf, wie sich die einzelnen Genospezies in verschiedenen

Wirtstieren und Vektoren in Abhingigkeit von der Immunabwehr verhalten.
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(1) Ubertragung von Spirochéten an der
Insertionsstelle in die Haut. r
Speichelproteine der Zecke und die
Hochregulierung von OspC férdern die
Unterdriickung und Umgehung der
Immunabwehr

(2) Friihe Infektion. Spirochéten breiten
sich lokal in der Haut aus. Die Expression
von CRASPs und Em Proteinen helfen, der
unspezifischen Abwehr des Immunsystems
zu entgehen

(3) Disseminierung. Spiroch&ten gelangen
in den Blutkreislauf und entgehen der
spezifischen Immunabwehr durch eine
ausgepragte Antigen-Varianz (z.B. des
vIisE Proteins). Die Bakteriamie ist kurz, in
Mzusen ca. 10-14 Tage

{(4) Spéte Infektion. Spirochéten gelangen
iiber den Blutkreislauf in innere Organe, und
entgehen weiterhin der Immunabwehr;
mdglicherweise ziehen sie sich in immun-
abgeschiedene Bereiche, wie der
extrazelluldren Matrix (z.B. Gelenke) zuriick.

(5) Ubertragung auf Zecken: Spirochiten
wandern zu Einstichstellen saugender
Zecken, wo sie moglicherweise
aufgenommen werden.

(Was ist das Schicksal von Spirochéten-
Populationen, die innere Organe
besiedeln?)

Abbildung 35: Mausmodell zur Ubertragung von Borrelien, nach Tsao et al. (2009) modifiziert.

5.1.4 Mogliche Immunitit bei Igeln?

Die Ergebnisse der serologischen Untersuchung und die niedrige Infektiositit von
mehrjahrigen Igeln aus dem ,,Igelgarten* werfen die Frage auf, ob Igel nach einer gewissen
Expositionszeit und wiederholtem Erregerkontakt eine Immunitit gegen einzelne

Borrelia-Genospezies aufbauen konnen. Neben der unspezifischen Abwehr durch den
157



5 Diskussion

alternativen Weg des Komplementsystems spielt auch die erworbene Immunitit des
Wirtstieres eine entscheidende Rolle im Kreislauf von Borrelia burgdorferi s.l. (Kurtenbach
et al. 2006).

In einigen Laborstudien an Nagetieren gelang der Nachweis, dass die adaptive Immunitit
eines Wirtes einen entscheidenden Einfluss auf die Transmissionsrate von Borrelien ausiibt
(Fikrig et al. 1992, Gern et al. 1994, Tsao et al. 2001). Des Weiteren hatte eine
Immunisierung den Effekt, dass Tiere gegen eine erneute Infektion mit demselben
Borrelienstamm, zumindest fiir einen gewissen Zeitraum, geschiitzt waren (Fikrig et al. 1990,
Schmitz et al. 1990, 1991, Gern et al. 1994, Probert et al. 1997). Sowohl die Injektion von
Serum immunisierter Tiere als auch die Verabreichung von monoklonalen Antikdrpern gegen
verschiedene Oberflichenproteine des Erregers bewahrte empfingliche Artgenossen vor einer
Infektion (Johnson et al. 1986 a, b, Schaible et al. 1990). Kochi et al. (1993) zeigten, dass
B. burgdorferi gegeniiber der unspezifischen bakteriziden Aktivitit von menschlichem Serum
resistent war, aber bei Zugabe spezifischer Antikorper vom IgG-Typ schnell zerstort wurde.
Die Verabreichung von Antisera fiihrte auch in der Untersuchung von Liang et al. (2004) im
Wirtsgewebe zu einem starken Riickgang von Spirochiten. Wéhrend in der Haut die zellulédre
Abwehr fiir die Eliminierung von Borrelien entscheidend ist, fiihrt die humorale Abwehr in
Organen zum Riickgang von Borrelien (Liang et al. 2004). Diese Experimente zeigen, dass
sowohl Mechanismen der unspezifischen als auch spezifischen Abwehr wichtig fiir die
Verhinderung einer erneuten Infektion sind.

Die Immunitit bei Igeln gegen einzelne Borrelia-Genospezies konnte unterschiedlich
ausgepriagt sein. Reinfektionen beim Menschen werden gewohnlich durch einen anderen
Borrelien-Stamm ausgelost, obwohl auch Reinfektionen mit dem gleichen Stamm nach einer
gewissen Latenzperiode moglich sind (Aberer 2007). Wihrend Schlee (2005) bei
Gartenschldfern nur eine Teilimmunitiat gegen B. spielmanii und B. burgdorferi s.s. nach
Reinfektionen nachweisen konnte, scheinen Gartenschlédfer gegen B. afzelii ginzlich immun
zu werden, und infizierten infolge dessen keine an ihnen saugenden Zecken mehr. Dennoch
ging auch bei Laborinfektionen von Gartenschldfern mit B. spielmanii die Infektiositdt nach 9
Monaten stark zuriick (Schlee 2005).

Basierend auf den hohen Reaktivititen gegen eine Vielzahl an Borrelia-Antigenen und den
hohen pl8-Privalenzen sowie der nahezu negativ verlaufenden Xenodiagnose bei
mehrjihrigen Tieren aus dem ,,Igelgarten* scheint es naheliegend, dass auch Igel zumindest
gegen B. afzelii und B. bavariensis nach einer gewissen Zeit eine Immunitit aufbauen.

Vermutlich kommt es nach der Infektion mit B. spielmanii zu keiner 100 %igen
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Immunisierung, da ein adulter Igel aus dem ,Igelgarten* trotz jahrelanger natiirlicher
Borrelienexposition eine Zeckenlarve mit B. spielmanii infizierte.

Im Immunblot der untersuchten Seren zeigten sich starke Reaktivititen gegen die einzelnen
Antigene. Der hohe VISE-Antikorperspiegel bei den untersuchten Igeln ldsst auf ein stindiges
,Wettriisten zwischen Parasit und Wirt schlieBen. Moglicherweise werden Borrelien
vereinzelt noch auf Zecken iibertragen, dennoch diirfte sich die Infektiositdt von Igeln im

Laufe ihres Lebens erheblich verringern.

Ahnliche Ergebnisse zur Ubertragung von Borrelien wurden auch von Kurtenbach et
al. (1994) erzielt. Wihrend Miuse der Gattung Apodemus hohe
Antikorpertiterkonzentrationen nach einer Borrelien-Infektion ausbildeten und nach erfolgter
Immunisierung keine oder nur wenige Zecken infizierten, reagierten Méuse der Gattung
Myodes nur mit einer geringen Antikorperproduktion und einer hohen Transmissionsrate von
Borrelien auf xenodiagnostische Larven. Auch im Freiland steuerten Individuen von
M. glareolus mehr als dreimal so viele mit Borrelia-infizierte Zecken bei als Apodemus
sylvaticus, was fiir eine hohere Reservoirkompetenz von M. glareolus spricht (Kurtenbach et
al. 1994). Diesen Trend konnten auch andere Autoren bestitigen (Frandsen et al. 1995,
Humair et al.1999, Pawelczyk et al. 2000, Michalik et al. 2003, 2005, Kybicova et al. 2008).
Bei Igel sprechen die sehr hohen Antikorpertiter ebenfalls fiir eine erniedrigte
Reservoirkompetenz.

Interessanterweise wird bei Rotelméusen (M. glareolus) bei wiederholtem Kontakt eine
Immunitdt gegen Zecken ausgebildet, was bei Apodemus flavicollis nicht der Fall ist
(Dizij & Kurtenbach 1995). Dies deutet darauf hin, dass eine erworbene Immunitit gegen
Zecken ebenfalls einen dichte-abhingigen Faktor zur Regulierung einer natiirlichen
Zeckenlast darstellt und zusitzlich Einfluss auf die Transmissionsrate von B. burgdorferi s.l.
ausiibt (Dizij & Kurtenbach 1995). Ob es bei Igeln ebenfalls zu einer Immunitit gegen
Zecken kommt, wurde bisher nicht untersucht.

In welchem Umfang eine Tierart also zur Anzahl Borrelien-infizierter Zecken in einem
bestimmten Habitat beitrdgt, hangt von vielféltigen Faktoren, wie der Zusammensetzung der
Population (Anzahl empfanglicher oder immunisierter Individuen), der Infestationsrate mit
Zecken, der Immunitidt gegen Zecken und gegen Borrelien, der Qualitdt und Quantitét der

Immunantwort, sowie den klimatischen und 6kologischen Bedingungen.
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5.2 Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum gehort zu den zeckeniibertragenen Erregern, die im Vergleich zu
B. burgdorferi s.1. bisher wenig erforscht sind. Die Epidemiologie zeigt ein sehr komplexes
Muster mit verschiedenen A. phagocytophilum-V arianten, die in unterschiedlichen Wirbeltier-

und Zeckenarten zirkulieren (Ismail et al. 2010).

5.2.1 Sensitivitit und Spezifitit der PCR-Nachweissysteme

Aus Kostengriinden wurden nur Organpools von Igeln auf Anaplasmen untersucht. Die
Verwendung der gepoolten Organprobe bewies auch bei der Anaplasma-Untersuchung ihre
Effizienz. Sowohl die 16S rDNA-PCR auf dem Thermocycler, als auch die 16S rDNA-PCR
auf dem LightCycler eigneten sich zum Nachweis von Anaplasma phagocytophilum in Igeln.
Obwohl die zweitgenannte Methode auch FEhrlichia-Arten detektiert, konnte lediglich
A. phagocytophilum in Igeln gefunden werden, was auch durch die anschlieBende
Sequenzierung bestitigt wurde. Es kam zu ausgeprigten Signalen positiver Proben in beiden
verwendeten PCR-Systemen. Im Vergleich dazu verlduft der direkte Erregernachweis mittels
PCR in Haus- und Nutztieren oft nicht erfolgreich (Aguirre et al. 2004, Solano-Gallego et
al. 2006, Billeter et al. 2007).

5.2.2 Epidemiologische Daten

5.2.2.1 Anaplasma phagocytophilum im Wirtstier Igel

Erstmalig wurde in der vorliegenden Untersuchung Anaplasma phagocytophilum in
Organpools von Igeln nachgewiesen. In 24 von 271 Igeln (8,9 %) der Gattung Erinaceus
konnte A. phagocytophilum-DNA gefunden werden. 23 von 251 Tieren (9,2 %) der Art
Erinaceus europaeus waren infiziert, aber auch bei einem von 10 Igeln (10,0 %) der Art
Erinaceus concolor aus der Tiirkei konnte der Erreger nachgewiesen werden, was fiir eine
Reservoirwirtfunktion auch von verschiedenen Igelarten spricht. Die untersuchten
E. roumanicus waren nicht infiziert. Auch in GroBbritannien konnten keine Infektionen in
Igeln nachgewiesen werden, obwohl A. phagocytophilum dort nachweislich in Zecken und

Kleinsdugern zirkuliert (Bown et al. 2003, 2011).
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In natiirlichen A. phagocytophilum-Infektionszyklen wird einerseits Nagetieren und
andererseits Wiederkduern eine Schliisselrolle als Reservoirwirt zugeschrieben (Bown et
al. 2003, Ladbury et al.2008). Oft ist eine beachtliche Anzahl der Individuen einer
Wirtstierpopulation subklinisch infiziert, ohne offensichtlich zu erkranken (Telford et
al. 1996, Alberdi et al. 2000, Ladbury et al. 2008).

Untersuchungen zur Reservoirwirtfunktion bei Nagetieren deuten darauf hin, dass
Wiihlmaéuse (Cricetidae, frither Arvicolidae) eine bedeutendere Funktion als Reservoirwirt fiir
A. phagocytophilum einnehmen als Echte Miuse (Muridae). In einer Studie von Bown et
al. (2003) waren 23 von 201 (11 %) untersuchten Myodes glareolus (Cricetidae) positiv,
wihrend nur 7 von 390 (1,8 %) untersuchten Muridae (Apodemus sylvaticus) eine
Bakteriamie zeigten. Zu dhnlichen Untersuchungsergebnissen kamen auch Hartelt et
al. (2008), die in Wiihlmdusen Privalenzen von 13,4 % (Myodes glareolus) bzw. 6,2 %
(Microtus agrestis) ermittelten, aber nur in einem von 259 Tieren (0,4 %) der Gattung
Apodemus spp. (Familie Muridae) eine Infektion mithilfe von PCR nachgewiesen. Ahnliche
Infektionsraten von 8,8 % fanden auch Cao et al. (2006) in Nagetieren in der Provinz Jilin in
China.

Bown et al. (2003) fiihren die unterschiedlichen Infektionsraten der verschiedenen Tierarten
auf die Anzahl der Zeckenstadien auf den Tieren, die Lebensweise und das Habitat zuriick.
Die Autoren gehen davon aus, dass Vertreter der Wiihlmiuse, z.B.Rotelmiduse (M.
glareolus), ungefahr viermal mehr Nymphen tragen als Waldméuse (Apodemus spp.).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit lagen die A. phagocytophilum-Priavalenzen in Igeln iiber
ganz Deutschland verteilt zwischen 2,7 % (Hamburg) und 16,7 % (Miinchen). Auch in
Tschechien lag die Priavalenz bei iiber 10 %. In anderen Insektivoren, wie der Spitzmaus
(Sorex araneus), konnte in 121 von 647 (18,7 %) Blutproben A. phagocytophilum detektiert
werden (Bown et al. 2011).

Betrachtet man die epidemiologische Situation, nimmt der Igel hochstwahrscheinlich eine
Reservoirwirtfunktion vergleichbar mit der von Wiithlmiusen ein. Offenbar geht von Igeln
und anderen Insektivoren sogar ein noch groBeres Reservoirpotential aus, da auf ihnen
erheblich mehr Zeckenstadien parasitieren (Bown et al. 2011).

A. phagocytophilum-Infektionen bei Igeln wurden von Mérz bis November detektiert. In einer
Berliner Studie wurden bei Hunden 17 von 18 klinische Fille innerhalb der Monate April und
September diagnostiziert und nur ein Fall im November (Kohn et al. 2008). Der direkte
Erregernachweis von A. phagocytophilum im Blut steht daher vor allem mit der Saisonalitit

von Zecken in Verbindung (Carrade et al. 2009). Die bimodale Aktivitidt macht sich auch in
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der Anaplasma-Privalenz von Igeln bemerkbar: insbesondere im Friihjahr und Herbst konnten
viele infizierte Tiere gefunden werden. In den Wintermonaten dagegen nicht.
Hinsichtlich des Infektionsstatus in den 3 Gewichtgruppen bzw. Alterskategorien konnte kein

Trend beobachtet werden: das Gewicht infizierter Tiere reichte von 142 g bis 1005 g.

Genetische Varianten und Assoziation mit Reservoirwirten

Bei der Sequenzanalyse der durchschnittlich 800 bp langen 16S rDNA-Fragmente von Igeln
und deren Zecken konnte nur eine 99 %ige Ubereinstimmung mit den bisher auf GenBank
hinterlegten A. phagocytophilum-Sequenzen erzielt werden (Tabelle 27). Die aus Igelorganen
hauptsichlich isolierte Amnaplasma-Variante wies an einer bestimmten Stelle der
DNA-Sequenz ein Adenin (A) anstelle eines Guanins (G) auf.

Dieser Unterschied scheint igelspezifisch zu sein, und wurde bisher noch bei keiner anderen
Tierart gefunden. Ob es sich bei den Untersuchungen von Nijhof et al. (2007) um die gleiche
A. phagocytophilum-Variante in Ixodes hexagonus handelte, ist nicht nachvollziehbar, da
keine DNA-Sequenzen zum Vergleich auf GenBank archiviert wurden.

23 Sequenzen, die in der vorliegenden Arbeit generiert wurden, sind auf GenBank hinterlegt.
Dabei handelt es sich hauptsidchlich um die beschriebene igelspezifische
A. phagocytophilum-Variante. Lediglich die Sequenz eines Igels aus Hessen (GenBank Acc.
No. FN390881) unterscheidet sich in 2 Nukleotiden von der typischen Igelsequenz. Diese
Sequenz ist auf GenBank bisher einzigartig.

Bei der Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte eines Anaplasma-positiven Igels aus
Berlin wichen die Sequenzen der Klone ebenfalls voneinander ab, was fiir eine
Mischinfektion mit verschiedenen Stimmen in dem untersuchten Igel spricht. Auch bei
anderen Tierarten, wie beispielsweise Schafen, ist das simultane Auftreten von mehreren
Varianten innerhalb einer Population, oder auch in Wirtsindividuen beschrieben (Stuen et
al. 2002).

Die 16S rDNA-Sequenzen deuten darauf hin, dass der Igel als Wirt einer spezifischen
A. phagocytophilum-Variante eine zentrale Rolle spielt, zusitzlich aber auch fiir weitere
Staimme empfanglich ist. Auch bei anderen Tieren dominiert meist eine einzelne
A. phagocytophilum-Variante im Blut (Stuen et al. 2005, Ladbury et al. 2008). Die isolierte
Sequenz des Igels (E. concolor) aus der Tiirkei war zu 100 % identisch mit den

westeuropdischen Igelisolaten (E. europaeus). Dieses Ergebnis zeigt, dass die igelspezifische
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Variante vermutlich iiber den ganzen europidischen Kontinent verbreitet ist und auch

verschiedene Erinaceus-Arten dafiir empfinglich sind.

Tabelle 27: 99 %ige Sequenziibereinstimmung der igelspezifischen Anaplasma phagocytophilum-Variante im

Sequenzvergleich mit anderen auf GenBank hinterlegten 16S rDNA-Isolaten aus Sdugetieren (Stand August

2010). Bei den mit * gekennzeichneten Tieren konnten klinische Symptome beobachtet werden.

Familie Tierart Trivialname Probenmaterial | Herkunft | GenBank No
Cricetidae Myodes glareolus Waldwiihlmaus Blut England AY 082656
/Rételmaus Russland | AY094353
Cricetidae Peromyscus leucopus WeifuBmaus Blut USA ESU72879
Cricetidae Tscherskia triton Rattenartiger Milz China GQ412339
Zwerghamster
Muridae Apodemus agrarius Brandmaus Milz China DQ342324
China GQ412337
Muridae Apodemus peninsulae Koreanische Milz China DQ449945
Waldmaus
Muridae Niviventer coxingi Weillbauchratte Milz China DQ458808
Muridae Rattus losea Reisfeldratte Milz, Leber China HM439430
Muridae Rattus norvegicus Wanderratte Milz China DQ458807
Sciuridae Tamias sibiricus Gestreiftes Milz China DQ449946
Backenhornchen
Leporidae Sylvilagus Kaninchen USA AY 144728
Leporidae Lepus sinensis Chinesischer Hase | Milz China DQ458806
Cervidae Rangifer tarandus Ren USA AF469005
Cervidae Hydropotes inermis Koreanisches Milz Siidkorea | GU556625
argyropus Wasserreh
Cervidae Capreolus capreolus Reh Milz Slowenien | AF481854
Cervidae Cervus elaphus Rothirsch Milz Slowenien | AF481855
Bovidae Schaf* Blut China GQ412338
Camelidae Lama* Blut USA AF241532
Canidae Hund* Schweden | ESU10873
Equidae Pferd* Schweden | AY527213AY
USA 527214AF172
Schweiz 167AF172164
AF057707
Hominidae Mensch* Blut USA AF093789AF0
93788M73220
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Die verschiedenen A. phagocytophilum-Stimme scheinen bevorzugte Reservoirwirte zu
haben und unterschiedlich pathogen fiir die jeweilige Wirtstierart zu sein (Franzén et al. 2005,
Foley et al. 2008, Granquist et al.2010). Stimme von Wiihlmédusen wurden bisher
ausschlieBlich in Assoziation mit Wildtieren gefunden; menschliche Infektionen mit diesen
Stammen wurden bisher noch nicht nachgewiesen (Zhan et al. 2010). Stamme von Hornchen
(Sciruidae) und WeilfuBmiusen konnen diverse Labortiere infizieren und méoglicherweise
auch den Menschen (Nathan & Foley 2008). Ein weiteres Beispiel von Foley et al. (2009) aus
Amerika zeigt, dass ein aus Streifenhornchen isolierter Stamm sowohl Nagetiere als auch
Pferde infizieren kann, wohingegen ein Stamm aus Ratten nur in Nagetieren einen
Gewebetropismus aufweist und nicht fiir Pferde infektios ist. Wiederkduer konnen
beispielsweise mit der Ap-1 Variante infiziert werden, Nagetiere hingegen nicht (Massung et

al. 2007).

Ob die in Igeln gefundenen A. phagocytophilum-Varianten ebenfalls Krankheitssymptome bei
domestizierten Tieren und dem Menschen auslosen, kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
genau beantwortet werden und muss durch weitere Charakterisierung geklart werden.
Moglicherweise sind die in Igeln gefundenen Varianten fiir Hunde und Pferde pathogen, da
sie auch in deren Blut detektiert wurden (Dr. C. Silaghi, personliche Mitteilung).

Allein durch eine Analyse der 16S rDNA lisst sich nicht auf die Pathogenitit des Erregers
schliefen: Zhan et al. (2010) isolierten aus einer Region im Nordosten von China identische
16S rDNA-Varianten aus Nagetieren und Schafen aus einem gemeinsamen Habitat, wobei die
Schafe einen stark moribunden Eindruck machten.

In der vorliegenden Arbeit wurde nur die 16S rDNA untersucht. Dieses Gen wurde bei vielen
A. phagocytophilum-Untersuchungen genutzt. Allerdings zeigte sich nur eine gering
ausgepragte Genotyp-Variabilitdt (Stuen et al. 2002, Von Loewenich et al. 2003, Ladbury et
al. 2008). Weitere Genloci, wie z.B. das ,,major surface protein“-Gen 2 (msp2) bzw. msp4,
oder das ankA-Gen zeigen eine weitaus grofere intraspezifische Sequenzvariation und
belegen die Vielfalt der Genotypen (Von Loewenich et al. 2003, De la Fuente 2005, Bown et
al. 2007, Ladbury et al. 2008, Zhan et al. 2010). Ladbury et al. (2008) konnten 24 Genotypen
von A. phagocytophilum 1in einer einzigen Schafsherde nachweisen. In der 16S
rDNA-Analyse waren diese Genotypen hingegen nicht voneinander unterscheidbar. Im
Gegensatz dazu fanden Stuen et al. (2002) auch unterschiedliche 16S rDNA-Varianten in
einer Schafsherde. Von Loewenich et al. (2003) konnten in Deutschland 7 verschiedene 16S

rDNA-Varianten von A. phagocytophilum allein in Ixodes ricinus nachweisen. Es sollten
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daher bei den Igelisolaten noch weitere Genorte untersucht werden, um Unterschiede in den

16S rDNA-Varianten deutlich aufzuzeigen.

Persistenz in Sidugetieren

Levin & Fish (2000), die WeillfuBméause (Peromyscus leucopus, Cricetidae) experimentell mit
A. phagocytophilum infizierten, zeigten, dass der Erreger nur relativ kurz im Blut persistiert
und nur wihrend dieser Zeitspanne von Zecken aufgenommen werden kann. Die Ergebnisse
von Bown et al. (2003) im Freiland deuten allerdings darauf hin, dass die Infektion bei M.
glareolus tiiber einen ldngeren Zeitraum anhélt und individuell variiert. Wie lange
A. phagocytophilum in Wirtsgewebe persistiert und zu einer chronischen Erkrankung fithren
kann, wird gegenwirtig in vielen Studien iberpriift (Granquist et al. 2008, Carrade et

al. 2009).

Neuere Untersuchungen gehen davon aus, dass A. phagocytophilum in der Lage ist, wichtige
zelluldre und humorale Abwehrmechanismen im Sédugetierwirt zu manipulieren und durch
eine ausgeprigte Antigenvarianz wiederkehrende Infektionen auslost (Ladbury et al. 2008).
Auf diese Weise konnen die Erreger iiber Monate hinweg selbst in immunkompetenten
Wirten, wie es z.B.bei Schafen gezeigt wurde, persistieren (Stuen et al. 1998, 2001,
Granquist et al. 2008, 2010). Allerdings ist eine Bakteridmie nicht durchgehend konstant,
sondern taucht wellenférmig, nachdem die meisten Erreger im Blut abgetotet wurden, wieder

auf (Granquist et al. 2008, Ladbury et al. 2008).

Pathogenitiit

Innerhalb einer Tierart konnen verschiedene 16S rDNA-Varianten auftreten, wobei sich die
Pathogenitit erheblich unterscheiden kann. Granquist et al. (2010) infizierten Schafe mit 2
verschiedenen 16S rDNA-Varianten. Der Verlauf der beiden Varianten verlief zyklisch. Trotz
einer lang andauernden Bakteridmie von mehr als 6 Monaten variierte bei Schafen die Anzahl
der Erreger im Blut, was auf Unterschiede auf individueller Ebene hindeutet, aber auch fiir
eine variant-abhingige Ursache spricht. Insbesondere in der Pathogenitit zeigten sich
deutliche Unterschiede: Limmer, die mit der 16S rDNA-Variante 1 (Ap 1; identisch mit

GenBank Acc. No. M73220) infiziert worden waren, zeigten eine ldanger andauernde
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Fieberperiode, eine signifikant ldngere Dauer der anfinglichen Bakteridmie und eine deutliche
Verminderung der neutrophilen Granulozyten im Blut (Neutropenie) als Limmer mit der
Variante 2 (Ap 2; identisch mit GenBank Acc. No. AF336220). Variante 1 ist auch fiir
todliche Verldufe bei Schafen bekannt (Stuen et al. 2003). Der Sequenzabgleich der
Igel-Variante zeigt einen ndheren Verwandschaftsgrad zur Variante Ap 1 als zu Ap 2.
Granquist et al. (2010) gehen davon aus, dass die natiirliche Verbreitung einiger 16S
rDNA-Varianten aufgrund ihrer Wirtsassoziation und der Fahigkeit, lang anhaltende und
wiederkehrende Bakteridmien auszuldsen, forciert wird.

Wie A. phagocytophilum-Infektionen iiber einen ldngeren Zeitraum bei insgesamt 41 Igeln
aus dem ,Igelgarten verliefen, wird momentan in Kooperation mit Dr. C. Silaghi
(Ludwig-Maximilians-Universitit, Miinchen) mithilfe von EDTA-Vollblut und vollgesogenen
Zecken iiberpriift. Die Ergebnisse werden in Kiirze publiziert (Silaghi et al. 2011, in press).
Basierend auf den vorldufigen Ergebnissen ist davon auszugehen, dass Igel eine subklinisch
verlaufende, zyklische Infektion entwickeln konnen. Auch bei anderen Tierarten kommt es zu
einer regelmiBig wiederkehrenden Bakteriamie, wenn auch auf einem niedrigen Level
(Barbet et al. 2001, Granquist 2010). Wiahrend Reinfektionen bei Hunden bisher nicht
dokumetiert wurden, liegt ein Bericht iiber eine menschliche Reinfektion vor (Horowitz et
al. 1998). Pferde zeigten sich nach einer erneuten Infektion immun (Barlough et al. 1995).
Entscheidend fiir eine Reinfektion diirfte die  jeweilige infizierende

A. phagocytophilum-Variante und der Infektionsdruck durch Zecken sein.

Obwohl die biologischen Zusammenhiinge der genetischen A. phagocytophilum-V arianten im
natiirlichen Kreislauf noch weitestgehend unverstanden sind und hauptsichlich auf einzelnen
Beobachtungen und Vermutungen basieren (Massung et al. 2002, Bown et al. 2003, Ladbury
et al. 2008), zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass Igel eine wichtige Rolle im
epidemiologischen Zyklus einnehmen. Eine weiterfithrende Charakterisierung der
A. phagocytophilum-Isolate aus Igeln ist daher unabdingbar und wird momentan mit
verschiedenen Kooperationspartnern durchgefiihrt (Dr. C. Silaghi, Ludwig-Maximilians-

Universitdat Miinchen und Dr. F. von Loewenich, Universitatsklinikum Freiburg).
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5.2.2.2 Anaplasma phagocytophilum in gesaugten Zecken

In vielen Untersuchungen liegt die Privalenz von Anaplasma phagocytophilum in
wirtssuchenden Zecken in Europa unter 10 % (Hartelt et al. 2004, Reis et al. 2010, Reye et
al. 2010, Derddkova et al.2011). Die meisten Angaben beziehen sich dabei auf Ixodes
ricinus. In Deutschland liegt die Privalenz zwischen 1,6 und 4,5 % bei niichternen 1. ricinus
(Baumgarten et al. 1999, Fingerle et al. 1999, Hildebrandt et al. 2003, Von Loewenich et
al. 2003, Hartelt et al. 2004, Silaghi et al. 2008, Franke et al. 2011).

Allerdings variiert die Durchseuchung von [ ricinus saisonal und regional. In einigen
europdischen Gebieten werden auch durchschnittliche Infektionsraten von iiber 10 % erreicht
z.B. in Bulgarien (19,8 %), Polen (14,1 %) und Dénemark (23,6 %) (Christova et al. 2001,
Grzeszczuk & Stanczak 2006, Skarphédinsson et al. 2007).

In gesaugten Zecken von Wirtstieren scheint die Privalenz meist hoher zu liegen. Bei Schafen
waren 52 % der abgesammelten adulten Zecken sowie 28 % der Nymphen positiv (Ogden et
al. 2003). In der vorliegenden Studie konnte A. phagocytophilum nur in I. ricinus Nymphen
von einem Igel nachgewiesen werden. Dieses Tier war ausschlieBlich mit dieser Zeckenart
befallen. Die Gesamt-Privalenz in I. ricinus Nymphenpools lag bei 30,6 %, ausgehend von
einer Mindestinfektionsrate von 6,6 %.

In den Niederlanden konnte A. phagocytophilum in 15 von 237 untersuchten Ixodes
hexagonus (6,3 %), die in Tierarztpraxen von verschiedenen Tieren abgesammelt wurden,
detektiert werden (Nijhof et al. 2007). AusschlieBlich die von Igeln stammenden Zecken
waren A. phagocytophilum-positiv. Die 137 untersuchten Zecken von Igeln stammten
wiederum von nur 3 der insgesamt 18 Igel. Dieses Ergebnis bestitigt die Theorie, dass
einzelne Individuen ganz entscheidend zur Verbreitung von infizierten Zecken beitragen.

A. phagocytophilum wird primir transstadial weitergegeben (Bown et al. 2003). Zusitzlich
konnte der Mechanismus des Co-feedings eine Rolle spielen (Bown et al. 2003). Allerdings
fanden Baldridge et al. (2009) auch eine transovarielle Ubertragung von
A. phagocytophilum-Varianten in Dermacentor-Zecken und schlussfolgerten daraus, dass

A. phagocytophilum in der Natur nicht nur horizontal weitergegeben wird.

Nicht nur in I ricinus, sondern auch in anderen Schildzecken, wie 1. hexagonus (Nijhof et
al. 2007), Dermacentor reticulatus (Matsumoto et al. 2009) und D. marginatus (De la Fuente

et al. 2005, Merino et al. 2005) wurde A. phagocytophilum nachgewiesen. In Spanien fanden
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Barandika et al. (2008) den Erreger in Haemaphysalis punctata, H. concinna und
Rhipicephalus bursa.

In Gebieten, in denen I. ricinus nicht vorkommt, konnen wirtsspezifische Zeckenarten eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung von enzootischen Basis-Zyklen spielen (Bown et
al. 2003). In den USA ist ein wirtsspezifischer Zyklus von Kaninchen und Ixodes denatus
beschrieben (Goethert & Telford 2003). In einer Studie im Nordwesten von England wird
A. phagocytophilum in einem Ixodes trianguliceps-Nagetier-Zyklus aufrechterhalten (Bown et
al. 2003). I trianguliceps ist eine wirtsspezifische, nestassoziierte Zecke, die primir auf
kleinen Nagetieren und Insektivoren parasitiert (Petney et al. 2011). Man findet sie
hauptsidchlich auf Rotelmiusen (Myodes glareolus) und Gelbhalsmédusen (Apodemus
flavicollis). Obwohl es in dem Untersuchungsgebiet von Bown et al. (2003) keine 1. ricinus
Exemplare gab, waren bis zu 11 % der Nagetiere A. phagocytophilum-positiv.

Dass in GroBbritannien keine infizierten I. hexagonus-Zecken gefunden wurden, liegt
moglicherweise an einer lokalen Verbreitung bzw. an dem fehlenden Infektionsdruck durch

L. ricinus.

5.3 Rickettsia spp.

5.3.1 Sensitivitit und Spezifitit der PCR-Nachweissysteme

In der vorliegenden Arbeit konnte in keinem der untersuchten Organpools, Rickettsien mittels
glta-PCR nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu gelang es Perseke (2010) vereinzelt,
mittels dieser PCR Rickettsia-DNA in Organpools von Igeln zu detektieren. Bei 2 von 5
Tieren erwiesen sich Organpools in der glta-PCR als positiv; allerdings war dieser Befund
nicht in anderen PCR-Systemen (z.B.ompB-PCR) reproduzierbar und auch die
Sequenzierung erbrachte keine Zuordnung bis hin zur Art (Perseke 2010).

Erst kiirzlich zeigte die Untersuchung von Schex et al. (2011), dass Ohrbiopsien von Nagern
fiir die Detektion von Rickettsien geeigneter sind als deren Organe. In dieser Studie wurden
vergleichend Leberproben und Ohrbiopsien getestet, wobei in 7 von 39 Ohrbiopsien
Rickettsien detektierbar waren, jedoch in keiner der zugehorigen Leberproben. Es wird
angenommen, dass die Infektion bei Kleinsdugern vor allem lokal auf die Haut beschrinkt
bleibt. Da bei den Igeln Organpools ohne Hautgewebe getestet wurden, ist es durchaus

moglich, dass trotz einer akuten Infektion in der Haut keine Rickettsien gefunden wurden.
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Diese Vermutung wird auch durch die Tatsache gestiitzt, dass die untersuchten Zecken des
Igels Nr. P4 aus dem Bienwald hochgradig mit Rickettsia spp. infiziert waren, aber diese
Infektion nicht in seinem Organpool nachweisbar war. Erst durch die anschlieende
Untersuchung einer Hautbiopsie konnte die Infektion bestitigt werden, es gelang allerdings
keine Artdifferenzierung. Daher sollte in zukiinftigen Studien zur Rickettsia-Untersuchung bei
Igeln nicht nur Organpools, sondern auch eine Hautbiopsie in die Untersuchung mit

eingeschlossen werden.

5.3.2 Epidemiologische Daten

5.3.2.1 Rickettsia spp. im Wirtstier Igel

Viele verschiedene Wirte werden als Reservoir fiir Rickettsien diskutiert. Meist gelingt der
Nachweis aus Zecken, aber nicht aus Blut oder Wirtsgewebe (Barrs et al. 2010).

Dieses Phdnomen konnte auch bei der Untersuchung von Organproben in der vorliegenden
Arbeit festgestellt werden: in keinem der 271 untersuchten Igelorganpools konnten
Rickettsien mittels PCR detektiert werden.

Es ist anzunehmen, dass Igel auf jeden Fall bei der Verbreitung von Rickettsia helvetica
beteiligt sind, da die stichprobenartig sequenzierten Isolate aus Zecken von Igeln
ausschlieBlich dieser Rickettsia-Art zugeordnet werden konnten (Perseke 2010).

Eidechsen (Lacerta agilis) werden als mogliche Reservoirwirte fiir R. helvetica in Westeuropa
in Betracht gezogen (Tijsse-Klasen et al. 2011). Obwohl bei den Untersuchungen von
Tijsse-Klasen et al. (2011) eine maximale Pridvalenz in niichternen Zecken von 12 % und in
gesaugten Zecken von bis zu 36 % mithilfe der Maximum-Likelihood-Methode angenommen
wurde, konnte in keiner der 1156 Blutproben von Eidechsen R. helvetica detektiert werden.
Auch bei Hunden und Katzen konnte R. helvetica hiufig in Zecken, aber nicht in Blutproben
nachgewiesen werden (Boretti et al. 2009).

Vereinzelt ist auch der Nachweis von R. helvetica aus Blut erfolgreich. In Japan gelang
erstmalig der Nachweis aus dem Blut von Sikahirschen (Cervus nippon yesoensis) (Inokuma
et al. 2008). Sprong et al. (2009) wiesen R. helvetica in Vollblut von Miusen, Rehwild und
Wildschweinen nach. Diese Autoren gehen davon aus, dass Ixodes ricinus das eigentliche
Reservoir fiir R. helvetica darstellt, und Vertebraten, insbesondere Zugvogel lediglich eine
wichtige Rolle bei der geografischen Weiterverbreitung spielen (Sprong et al. 2009, Elfving et
al. 2010).
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5.3.2.2 Rickettsia spp. in gesaugten Zecken

Die Hypothese, dass Rickettsien-Infektionen beim Igel wie bei Nagern in der Haut lokalisiert
sind, wird durch die Untersuchung der am Igel saugenden Zecken gestiitzt: in einer Vielzahl
von gesaugten Zecken, sowohl in Ixodes ricinus als auch I. hexagonus konnten Rickettsien
gefunden werden. Die Mindestinfektionsrate von 1. hexagonus betrug dabei 2,0 % (Larven),
3,5 % (Nymphen) und reichte sogar bis 40,5 % bei adulten Weibchen. Bei 1. ricnus Pools lag
die Priavalenz sogar noch hoher: die Mindestinfektionsrate lag bei Larven bei 8,0 %, bei
Nymphen bei 17,6 % und die Privalenz bei adulten Zecken bei ca. 40 %.

Erneut zeigte sich, dass die Mehrzahl infizierter Zecken von wenigen Tieren stammte.
Wiederum lieferte das Tier, das auch zu den meisten mit Borrelia- und Anaplasma-infizierten
Zecken beitrug, die meisten positiven Rickettsia-Zecken. Bei diesem Igel erfolgte zusitzlich
auch eine Untersuchung der einzelnen Organe und einer Hauptbiopsie, die sich in der
glta-PCR als stark positiv erwies. Die hohe Infektionsrate von 97 % der untersuchten Zecken
sowie die positive Hautbiopsie sprechen fiir eine akute Rickettsiamie des Igels, auch wenn
diese nicht in den Organen detektiert werden konnte und auch die Sequenzierung der

Hautprobe keine Zuordnung bis zur Art erbrachte.

Nicht nur Rickettsia helvetica, sondern auch andere Rickettsia-Arten konnen in I ricinus
gefunden werden (Simser et al. 2002, Sprong et al. 2009, Milhano et al. 2010). In den
Niederlanden wurde erstaunlicherweise auch DNA von Rickettsien der Fleckfieber-Gruppe,
u.a. Rickettsia typhi und R. prowazekii in I. ricinus nachgewiesen (Sprong et al. 2009).

Sprong et al. (2009) gehen davon aus, dass bei Rickettsien die Vektoren selbst die wichtigsten
Reservoire darstellen. Bei einer Langzeitstudie iiber 9 Jahre betrug die Infektionsrate von
I ricinus Zecken in einem bestimmten Habitat bis zu 66 % und war bei allen
Entwicklungsstadien anndhernd gleich (Sprong et al. 2009). Die Autoren gehen davon aus,
dass bei R. helvetica eine vertikale Transmission mit hoher Effizienz zur nichsten
Zeckengeneration auftritt.

Neben I ricinus besitzen auch andere Schildzecken Reservoirkompetenz fiir R. helvetica
(Milhano et al. 2010). Alle Entwicklungsstadien von I. hexagonus waren in der vorliegenden
Arbeit mit Rickettsien infiziert. Ob die Larven ihre Infektion transovariell oder durch den
Saugakt am Igel erworben haben, bleibt offen. Dennoch beweist dieses Ergebnis, dass
R. helvetica auch durch epidemiologische Zyklen mit ausgeprigter Wirts- und

Zeckenassoziation verbreitet wird. Nijhof et al. (2007) konnten R. helvetica ebenfalls in 2
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L. hexagonus Exemplaren nachweisen, die jeweils von einem Igel bzw. einer Katze
abgesammelt wurden. Haemaphysalis inermis wurde vor Kurzem als wichtigster Vektor fiir
R. hevetica in Ungarn identifiziert (Hornok et al. 2010).

Rickettsien konnten im Gegensatz zu den anderen getesteten Erregern, wie
A. phagocytophilum oder Borrelia spp., in der vorliegenden Arbeit auch hidufig in Zecken von
Igeln der Britischen Inseln gefunden werden. Obwohl bisher angenommen wurde, dass in
GroB3britannien aufgrund der isolierten Lage weniger Pathogene zirkulieren als auf dem
Festland, scheinen Rickettsien dort flichendeckend verbreitet zu sein. Erst kiirzlich konnten
dort Rickettsia helvetica aus Ixodes ricinus und Rickettsia raoultii aus Dermacentor
reticulatus isoliert werden (Tijsse-Klasen et al.2011). Die Tatsache das 48,6 % der
untersuchten Ixodes hexagonus Weibchen in GroBbritannien mit Rickettsien infiziert waren,
deutet auf eine wichtige Rolle des Igels und seiner Zecken in der Epidemiologie des Erregers

hin.

Nicht nur Zecken, sondern auch Flohe tragen zur Aufrechterhaltung von epidemiologischen
Rickettsia-Zyklen bei. Rickettsia felis wird weltweit in verschiedenen Floharten gefunden. Die
Infektion der Flohe erfolgt in erster Linie transovariell und kann sehr hohe Infektionsraten
erreichen (Wedincamp & Foil 2002). Zu 100 % waren Igelflohe (Archaeopsylla erinacei), die
von Katzen abgesammelt wurden, mit R. felis infiziert (Gilles et al. 2008). In einer weiteren
Studie konzentrierten sich diese Autoren auf die Untersuchung von A. erinacei, die von Igeln
abgesammelt wurden (Gilles et al. 2009). Dabei zeigte sich, dass wiederum fast 100 % der
Flohe positiv in der ompB-PCR getestet wurden. Die Sequenzierung erbrachte aber nur eine
96 %ige Ubereinstimmung mit R. felis, weshalb davon auszugehen ist, dass der Igel bzw.
dessen Flohe ein mogliches Reservoir fiir eine eigene Rickettsia-Variante darstellt. Uber eine
mogliche Pathogenitidt fiir den Menschen oder fiir andere Tierspezies kann zum jetzigen
Zeitpunkt nur spekuliert werden.

R. felis ist insbesondere auf Flohe spezialisiert (Reif & Macaluso 2009) und konnte daher
auch nicht in den vollgesogenen Zecken gefunden werden. Sprong et al. (2009) beschreiben
allerdings auch Mischinfektionen von floh-, milben- und zecken-spezifischen Rickettsien in
L ricinus. Diese Autoren gehen davon aus, dass Kreuz-Infektionen unter natiirlichen
Bedingungen auftreten konnen, sobald R. typhi/prowazekii und R. helvetica sowie ihre
Vektoren einen gemeinsamen Reservoirwirt nutzen. Weshalb daher R. felis nicht in den
gesogenen Igelzecken bzw. R. helvetica in Igelflohen (vgl. Gilles et al. 2009) auftraten, beruht

moglicherweise auf derzeit noch unbekannten selektiven Mechanismen.
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5.4 FSME-Viren

5.4.1 Sensitivitit und Spezifitit des PCR-Nachweissystems

Die gewihlte Reverse Transkription und die sich anschlieende nested PCR nach Schrader &
Siiss (1999) gilt als aufwendige, aber sehr sensitive und spezifische Methode fiir die
Detektion von FSME-Viren. Nur bei einem Tier wurden FSME-Viren im Organpool und in
der anschlieenden Untersuchung der Niere nachgewiesen. Bei dem Sequenzvergleich der
positiven Probe mit anderen FSME-Virus Isolaten konnte eine 100 %ige Ubereinstimmung
des 131 bp Stiickes mit ,,TBEV Hyp polyprotein gene* erzielt werden und zu 99 % stimmte
das Isolat mit dem mitteleuropdischen Virusprototyp ,,Neudoerfl® iiberein. Eine eindeutige
Stammzuordnung ist allerdings mit diesem kurzen DNA-Fragment nicht méglich.

Trotz wiederholtem Versuch, das Isolat des positiven Igels erneut in verschiedenen
PCR-Systemen zu testen, lieB3 sich der molekularbiologische Nachweis aus dieser Probe nicht
mehr reproduzieren. Eventuell lag die RNA in sehr niedriger Konzentration vor oder wurde
durch das mehrmalige Auftauen zerstort. 9 vollgesogene Zecken (1 Weibchen, 7 Nymphen, 1
Larve von I ricinus), die von diesem Igel stammten, wurden in der PCR negativ getestet. Da
die Zecken bis zur Untersuchung mehrere Monate in 70 % Alkohol gelagert wurden, ist ein
Abbau der RNA ebenfalls denkbar. Der molekularbiologische Nachweis in der Niere zeigt,
dass Igel empfinglich fiir FSME-Viren sind. Ob es sich um intakte Viren oder lediglich um
Virusreste handelt, kann auf diese Weise nicht geklart werden. Hierfiir wére eine Anzucht in
Hithnerembryonen erforderlich, die sehr kompliziert ist und nur in Speziallaboren

durchgefiihrt wird.

5.4.2 Epidemiologische Daten

5.4.2.1 FSME-Viren im Wirtstier Igel

Nur bei einem der 271 untersuchten Organpools lieBen sich FSME-Viren molekularbiologisch
nachweisen und durch eine anschlieBende Sequenzierung bestitigen. Bei dem infizierten Tier
handelte es sich um einen ausgewachsenen Igel, der Ende Mai 2006 in einem Garten in
Potsdam gefunden wurde und aufgrund einer Gesichtsverletzung in die kooperierende
Igelstation nach Berlin gebracht wurde. Bisher wurden im Zeitraum 2001-2010 keine
endemischen FSME-Fille beim Menschen im Stadtkreis Potsdam und Landkreis

Potsdam-Mittelmark beobachtet (Robert Koch-Institut: SurvStat, http://www3.rki.de/SurvStat
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20.10.2010). Im Bundesland Brandenburg ist die Anzahl menschlicher Neuinfektionen im
Vergleich zu Siiddeutschland, wie Bayern oder Baden-Wiirttemberg, sehr gering. Im
Zeitraum 2001-2010 verzeichnete das Robert-Koch Institut dort nur 14 FSME-Fille (Robert
Koch-Institut: SurvStat, http://www3.rki.de/SurvStat, 20.10.2010). Die Untersuchung an Igeln

zeigt aber, dass FSME-Viren in Brandenburg endemisch vorkommen, obwohl aktuelle
FSME-Karten den Stadt- und Landkreis Potsdam-Mittelmark nicht als Risikogebiet
kennzeichnen (Abbildung 36).

I FSME-Risikogebiete"

g Landkreise bzw. Stadtkreise mit
autochthonen Einzelféllen
(2002-heute), in denen die
RKI-Risikodefinitionen

nicht erfiillt sind*

1 Robert Koch-Institut, FSME: Risikogebiete in

Deutschland, Epi. Bull. 2010; 17: 147-162

* Nach Angaben des RKl im Epidemiologischen
Bulletin

Abbildung 36: FSME-Risikogebiete in Deutschland. Der Landkreis Potsdam-Mittelmark ist rot
eingekreist.Quelle:http://www.impfserviceplus.de/zecken/fsme/00023/index.html; 22.02.2011, modifiziert.
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Generell ist die Pridvalenz von FSME-Viren in Zecken im Vergleich zu anderen
zeckeniibertragenen  Erregern sehr gering. Selbst in  Hochrisikogebieten  wie
Baden-Wiirttemberg liegt die Privalenz in Ixodes ricinus nur bei 0-5 % (Eistetter et al. 1998,
Oehme et al. 2002). Im GroBraum Stuttgart und Pforzheim lagen die Werte bei 0,3-0,8 %
(n=3488) bzw. bei 0-0,5 % (n=1054) (Oehme et al. 2002). Die hochsten Werte wurden im
Gebiet des Schwarzwaldes mit 3,4 % (Nymphen) und 4,8 % (Adulte) ermittelt (Maier et
al. 2003).

Der Zeitpunkt der Virdmie des untersuchten Igels deckt sich mit der Studie von Kozuch et
al. (1967), bei der FSME-Viren aus einem juvenilen und einem adulten Igel ebenfalls Ende
Mai isoliert werden konnte. Die Jahreszeit April bis Juni gilt als Hauptsaison fiir das
Zirkulieren von FSME-Viren in endemischen Naturherden, da zum einen viele I ricinus
Zecken aktiv sind, aber zum anderen auch viele empfingliche Nagetierwirte geboren werden
(Blaskovic & Nosek 1972). Im September/Oktober kommt es zu einem zweiten, weniger
ausgepragten Peak in der Abundanz von I. ricinus, weshalb auch in diesem Zeitraum mit der
Zirkulation von FSME-Viren in Naturherden zu rechnen ist. Insbesondere juvenile Igel
konnten in diesem Zeitraum dann anfillig fiir eine Virus-Infektion sein und eine Virdmie
ausbilden. Hinsichtlich der Pathogenitit wird angenommen, dass FSME-Virus Infektionen bei
Wildtieren nur geringfiigig mit klinischen Symptomen in Erscheinung treten (Kahl & Radda
1988, Foppa 2005).

Das Zirkulieren von FSME-Viren kann in einem Untersuchungsarreal hinsichtlich der
Jahreszeit, in Abhingigkeit von der Zecken- und Wirtstierpopulation und zusétzlichen
Faktoren erheblichen Schwankungen unterworfen sein (Nosek & Grulich 1967,
Blaskovic & Nosek 1972).

Als hauptsichliche Reservoirwirte fiir FSME-Viren gelten kleine Sdugetiere. Insbesondere
Nagetierarten, die durch eine hohe Reproduktionsrate mit zyklisch wiederkehrenden
Fluktuationsraten innerhalb der Population (durchschnittlich 3-6 Monate) gekennzeichnet
sind, bringen viele empfingliche Nachkommen hervor, die als naive Wirte anfillig fiir eine
Infektion sind und somit viele infizierte Zecken in einem Habitat beisteuern
(Blaskovic & Nosek 1972). Dabei sind die verschiedenen Miusespezies unterschiedlich an
der Verbreitung infektioser Zecken beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass Gelbhalsmiuse
das Virus auf 80 %, Feldméause auf 68 % und Rotelmiuse nur auf etwa 28 % der saugenden

Zecken iibertrugen (Labuda et al. 1997).
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Blaskovic & Nosek (1972) listen den Igel als Reservoirwirt fir FSME-Viren auf. Die
Untersuchung von Kozuch et al. (1966) zeigte, dass sich Zecken wihrend des Saugaktes an
Igeln infizieren konnen. Allgemein sind Wirbeltierwirte nur iiber eine kurze Zeitdauer
virimisch (Radda et al. 1968, Foppa 2005). Insbesondere Tierarten mit einer hohen
Stoffwechselrate, wie Spitzmiuse, Maulwiirfe und Withiméuse (Apodemus spp. und Microtus
spp.), bilden nach dem Stich einer infizierten Zecke eine hohe Virdmie aus
(Blaskovic & Nosek 1972). Eine Virdmie in Igeln dauerte 2 bis 8 Tage und erreichte die
hochste Titerstufe am 7. Tag nach dem Zeckenstich einer infizierten Nymphe (Kozuch et
al. 1966). Interessanterweise kann die Linge der Virdmie in Igeln je nach Jahreszeit variieren.
In Van Tongerens (1959) Experimenten dauerte die Virdmie im Sommer 3 bis 6 Tage, im
Herbst dagegen zwischen 8 und 14 Tagen (Blaskovic & Nosek 1972). Angesichts der kurzen
Infektionsdauer ist die Wahrscheinlichkeit, einen akut erkrankten Igel in der PCR als positiv
zu testen, nur sehr gering, was auch eine mogliche Erkliarung fiir die niedrigen FSME-Virus
Privalenzen in den Igelorganpools darstellt. Dennoch ist zu beriicksichtigen, dass zum
Zeitpunkt einer Virdmie von Igeln ein erhohtes Risiko fiir die Verbreitung infizierter Zecken
ausgeht.

Blaskovic & Nosek (1972) vermuten, dass Tierarten mit einer niedrigen, aber konstanten
Populationsdichte und Reproduktionsrate, wie Igel, Maulwiirfe oder Spitzméuse zwar fiir
FSME-Viren empfinglich, aber im Vergleich zu Mausepopulationen aufgrund der geringen
Dichte nur sekundir an deren Verbreitung beteiligt sind. Dennoch spielen winterschlafende
Tiere wie Igel und Schlifer eine bedeutende Rolle bei der Aufrechterhaltung des Zyklus
wihrend der Wintermonate (Blaskovic & Nosek 1972). Die Persistenz von FSME-Viren in
Igeln wihrend des Winterschlafes konnte bereits von Van Tongeren (1959) und Kozuch et

al. (1963) demonstriert werden (Blaskovic & Nosek 1972).

5.4.2.2 Serologischer Nachweis

Es konnten keine spezifischen Antikorper gegen FSME-Viren bei 90 Igeln mithilfe des
Immunozym FSME (TBE) IgG-All Species Kit nachgewiesen werden. Dabei ist jedoch zu
beriicksichtigen, dass es sich bei den Igelseren aus den Igelstationen teilweise um Seren von
sehr jungen Tieren handelte, die moglicherweise noch nie in Kontakt mit infizierten Zecken
gekommen sind. Allerdings wire zu erwarten gewesen, dass zumindest einige Seren von
mehrjdhrigen Tieren aus dem ,,Igelgarten® in Karlsruhe Antikorpertiter aufweisen.

Karlsruhe zdhlt wie die meisten Landkreise in Baden-Wiirttemberg zu den
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Hochrisikogebieten (Abbildung 36). Moglicherweise ist dieses Testkit auch nicht fiir

Igelseren geeignet.

Es ist erwiesen, dass wild lebende Tiere in naturlichen FSME-Foci nach dem Stich einer
infizierten Zecke spezifische Antikorper entwickeln (Blaskovic & Nosek 1972). Der
Antikorpertiter ist dabei abhingig von der Virusdosis, der Fahigkeit eines Wirtsindividuums,
Antikorper zu synthetisieren und der Anzahl der Reinfektionen (Booster Effekt). Einmal
infizierte Tiere bleiben zeitlebens immun und entwickeln nach einem wiederholten Kontakt
keine Virdmie mehr, weshalb sich Zecken nicht mehr an ihnen infizieren koOnnen
(Blaskovic & Nosek 1972). Damit FSME-Viren auch in Gebieten mit tiberwiegend immunen
Wirtstieren  zirkulieren konnen, gehen einige Autoren davon aus, dass der
Ubertragungsmechanismus des Co-feedings unabhingig von virdmischen Wirtstieren fiir das
Uberleben des Virus von Bedeutung ist (Labuda et al. 1997).

Die Moglichkeit einer Reinfektion ist bei kurzlebigen Tieren, wie beispielsweise Médusen, nur
sehr gering und damit die Immunitédt von diesen Tieren nur von untergeordneter Bedeutung
(Kozuch et al. 1967). Dagegen stellt die Immunitit bei langlebigen Wirtstieren, wie
beispielsweise Igeln, einen wichtigen limitierenden Faktor in der Zirkulation des Virus dar.
Ingesamt hat daher das Verhiltnis von empfanglichen zu immunen Tieren in einem
bestimmten Habitat einen ganz entscheidenden Einfluss auf die Zirkulation des Virus zu

einem bestimmten Zeitpunkt (Blaskovic & Nosek 1972).

5.5 Mischinfektionen von Erregern in Zecken und Wirtstieren

Zecken mit einer polyphagen Lebensweise sorgen fiir einen stidndigen Austausch von
Pathogenen innerhalb verschiedener Wirbeltierklassen. Daher ist es nicht verwunderlich, dass
verschiedene Erregerkombinationen in Ixodes ricinus detektierbar sind (Christova et al. 2001,
Oehme et al. 2002, Barandika et al. 2008, Milutinovi¢ et al. 2008, Tomanovi¢ et al. 2010,
Reis et al. 2010).

In der vorliegenden Studie wurde DNA von Anaplasma phagocytophilum und Borrelia
burgdorferi s.1. sowohl im Wirtstier Igel als auch in vollgesogenen Zecken detektiert. Die
Kombination von A. phagocytophilum und B. burgdorferi s.l. scheint weit verbreitet zu sein
und wurde bereits von mehreren Autoren in [I. ricinus beschrieben (Fingerle et al. 1999,

Hildebrandt et al. 2003, Skotarczak et al. 2003, Kybicova et al. 2009, Wdjcik-Fatla et
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al. 2009, Tomanovi¢ et al. 2010). Interessanterweise setzen sich diese Kombinationen hiufig
aus A. phagocytophilum und B. afzelii bzw. B. garinii (B. bavariensis) zusammen, was fiir
einen gemeinsamen Kleinsduger-Zyklus spricht. Wie die vorgestellten Ergebnisse zeigen,
waren 3 Igel mit mehreren Genospezies des B. burgdorferi s.. Komplexes und
A. phagocytophilum koinfiziert, was auch ein erhohtes Ubertragungsrisiko von multiplen
Infektionen auf saugende Zecken darstellt.
Es ist bekannt, dass Mischinfektionen zu schweren Krankheitsverldufen bei Menschen und
domestizierten Tieren fiihren und Probleme bei der Diagnostik und Behandlung mit sich
bringen konnen (Krause et al. 2002, Swanson et al. 2006). Korenberg (2004) vermutet, dass
durch die Fidhigkeit der Erreger sich in verschiedene Organe und Gewebe einzunischen,
prinzipiell jede Mischinfektion moglich ist. In Abhédngigkeit der Reservoirkompetenz finden
sich in Wirtstieren allerdings bevorzugt bestimmte Kombinationen.
Im Vergleich zu nachgewiesenen Mischinfektionen in Zecken ist die Datenlage zum direkten
Nachweis von Mischinfektionen aus Sdugetieren bislang unzureichend. In erster Linie wurden
Mischinfektionen mit verschiedenen Borrelia-Genospezies beschrieben (Nakao & Miyamoto
1995, Humair & Gern 1998, Kurtenbach et al. 1998 a). Bei einer Untersuchung aus der
Slowakei wurde in 1,8 % der Ohrbiopsien von Kleinsdugern eine Koinfektion von
A. phagocytophilum und Borrelien detektiert (Stefancikova et al. 2008).
Nieto et al. (2010) dokumentierten in den USA die Kombination von B. burgdorferi und
A. phagocytophilum zu 14 % in untersuchten Grauhornchen (Sciurus griseus). In Ratten
(Rattus rattus) in Bulgarien wurden Mischinfektionen von Francisella tularensis mit
A. phagocytophilum zu 3 % und mit F. tularensis/B. burgdorferi sl zu 6 % detektiert
(Christova & Gladnishka 2005).
In der vorliegenden Arbeit konnten meist keine Riickschliisse auf die tatsidchliche Zeckenlast
bzw. den Infektionsstatus der Zecken von Sektionsigeln gezogen werden, da Ektoparasiten
meist als erste Malnahme in Igelstationen entfernt und vernichtet werden.
Die Untersuchung der Zecken und der Organproben des Igels Nr. P4 demonstriert allerdings,
dass ein Tier mit nachweisbaren Mischinfektionen der Organe auch einen hohen Prozentsatz
infizierter Zecken beisteuert. Es ist davon auszugehen, dass die Infektion der Zecken am Tier
erfolgte, da auch viele Larvenpools positiv auf die Erreger A. phagocytophilum und
B. burgdorferi s.l. getestet wurden, bei denen die transovarielle Ubertragung nur eine
untergeordnete Rolle spielt. Viele Zeckenpools waren auch mit Rickettsien infiziert, weshalb
auch mit Mehrfachinfektionen der genannten Erreger in Zecken und Wirtstieren zu rechnen
ist.
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Aktuelle Beispiele wie die Schweinepest oder die Vogelgrippe verdeutlichen, dass Tiere
hiufig ein Reservoir fiir vielfiltige Krankheitserreger darstellen und so oft Ausloser von
epidemieartig auftretenden Erkrankungen beim Menschen sind. Daher ist es umso wichtiger,
die komplexen 0kologischen Zusammenhinge zwischen Erregern und moglichen Reservoiren
zu verstehen.

Die vorliegende Studie erbrachte wichtige Hinweise in Bezug auf die Rolle des Igels in der
Epidemiologie von zeckeniibertragenen Erregern, insbesondere von Borrelien.

Die Ergebnisse der Borrelia-Untersuchung fithren zur Annahme, dass Igelindividuen
insbesondere Jungtiere bzw. Tiere mit einem niedrigen Immunstatus, eine Bakteridmie mit
Organbeteiligung ausbilden und so vermehrt zu infizierten Zecken in einem Habitat beitragen
konnen. Die molekularbiologische Untersuchungen der Organproben belegen, dass Borrelia
afzelii, B. bavariensis und B. spielmanii in der Lage sind, von der Haut in innere Organe des
Igels zu disseminieren. Diese Genospezies scheinen gegeniiber den Mechanismen der
unspezifischen Immunabwehr dieses Wirtstieres bei erstmaligem Kontakt resistent zu sein,
was fiir eine Reservoirwirtfunktion spricht. Die Reservoirkompetenz des Igels fiir B. afzelii
und B. spielmanii konnte auch durch Xenodiagnose bestitigt werden.

Bei einer wiederholten Zecken- und Erregerexposition kommt es zu einer starken spezifischen
Immunantwort gegen Borrelien, wodurch die Reservoirkompetenz des Igels erheblich
abnimmt. Borrelien werden mdoglicherweise schon wihrend des Saugakts in den infizierten
Zecken abgetotet, was zu einem Verdiinnungseffekt (,,dilution effect”) in einem Gebiet fithren
konnte. Der Verdiinnungseffekt wurde demonstriert, indem reservoir-kompetente
WeillfuBmiuse durch immunisierte, reservoir-inkompetente WeillfuBmaiuse in einem Habitat
ersetzt wurden, was eine massive Erniedrigung der Infektionsrate von B. burgdorferi in
Zecken zur Folge hatte (Tsao et al. 2004). Die niedrige Borrelia-Priavalenz der Igelzecke
Ixodes hexagonus konnte ebenfalls in Zusammenhang mit dieser Immunisierung stehen.
Zusammenfassend ist der entwickelte ELISA mit anschlieBendem Immunblot unter der
Verwendung des Protein G-Peroxidase-Konjugates hervorragend zur Analyse von Igelseren
geeignet und konnte auch in zukiinftigen epidemiologischen Untersuchungen von Igeln und
anderen Kleinsdugern Anwendung finden. Es wire denkbar, mit der entwickelten
Blutabnahme-Technik in Verbindung mit dem etablierten serologischen Testsystem, Igel als

,Sentinel-Tiere* in Uberwachungsprogrammen fiir Borrelien einzusetzen. Sentinels sind
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Anzeigertiere, die serologisch untersucht werden, um festzustellen, ob Infektionserreger in
einem bestimmten Gebiet vorhanden sind (Gill et al. 1994, Goossens et al. 2001).

Auch fiir andere Infektionserreger wie Anaplasma phagocytophilum stellt der Igel ein
wichtiges Reservoir dar. Es zeigte sich, dass der Igel insbesondere zur Verbreitung einer
igelspezifischen A. phagocytophilum Variante beitrdgt, aber auch fiir andere Varianten
empfinglich ist. Ob diese Igelvariante von A. phagocytophilum auch fiir den Menschen
pathogen ist, muss durch eine weitere Charakterisierung geklirt werden.

Wihrend in den Organpools von Igeln keine Rickettsien nachgewiesen wurden, waren alle 3
Entwicklungsstadien von Ixodes hexagonus und I. ricinus in starkem MaBle mit Rickettsien
infiziert. Die stichprobenartig durchgefiihrte Sequenzierung belegt die Beteiligung des Igels
und seiner Zecken bei der Verbreitung von Rickettsia helvetica (Perseke 2010).

Bei einem Igel konnten FSME-Viren molekularbiologisch in der Niere nachgewiesen werden,
was die Involvierung des Igels auch im Kreislauf von zeckeniibertragenen Viren demonstriert.
Die hier vorgestellten epidemiologischen Daten erfahren in ihrer Aussagekraft insofern eine
Einschrinkung, dass vorwiegend Tiere aus Igelstationen untersucht wurden. In Igelstationen
werden primér kranke, verletzte und juvenile Tiere behandelt, die durch den schlechten
Allgemeinzustand eine Prédisposition fiir Zecken und Pathogene haben koénnten. Dennoch
gelang es mithilfe dieser Tiere, ein grundlegendes Basiswissen iiber zoonotische Erreger beim
Igel zu gewinnen.

Die Problematik zeckeniibertragener Pathogene konnte durch den in den nichsten Jahrzehnten
zu erwartenden Klimawandel noch verschirft werden. Der Klimawandel wird als wichtiger
Faktor bei der Ausbreitung von vektoriibertragenen Erregern angesehen (Maier et al. 2003).
Durch die Klimaerwdrmung und die zunehmende Globalisierung kann es zur Ausbreitung und
Etablierung von Vektoren aus dem Siiden und den damit verbundenen Krankheitserregern
kommen. Die Braune Hundezecke (Rhipicephalus sanguineus) wird beispielsweise durch den
Transport von Hunden aus dem Mittelmeerraum des Ofteren nach Deutschland eingeschleppt.
Zwar kann sie derzeit noch keine Freilandpopulationen ausbilden, allerdings konnten
klimatisch begiinstigte Gebiete wie die Rheinebene in naher Zukunft davon betroffen sein.
Angesichts dieser Moglichkeit konnten auch Igel in West- und Mitteleuropa zur Verbreitung
humanpathogener Erreger beitragen, die urspriinglich aus weiter siidlich gelegen Léndern
stammen (z.B. Rickettsia conorii). Zusammenfassend ist es daher zwingend notwendig, den
Igel als Wirtstier fiir weitere Pathogene zu untersuchen. Zusétzlich sollten neben Zecken auch
weitere Vektoren wie Milben, Flohe und Stechmiicken einbezogen werden, um die Datenlage

hinsichtlich zoonotischer Erreger bei Igeln zu verbessern.
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facZo ATG
W13 Reverse Primer | SpE Promoter +

CAG AR ACL GCT ATG AQC ATG ATT ACG CCR AGC TRT TIR GGT GAC ACT ATL EHRL
GTIC CTT TGT CGA TAC TQHE TAC Tan TEC GGT TCG ATA RART CCAR CTG TER TAT OIT

Nslil .'-.fr'n|d n Kol Sac | BavH | Spe |

TAC TCR AGC CA AGC TTG GTR CCG AGC TCG GAT CCAR CTA GTR2 ACG GCC
ALTG AGT TCG ARTAE T AGT TCG RAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TIGC CGG

BstX| EcoRt| EcoLRI Ecc;R
CTT PG GGC GAR TTC TGC AGA IAT
bl TT- CCG CTT LAG ACG ToT ATA

Nsil Xbal

GCC AGT GIG CIG GRA TIC !

CGGE TCR CAC GRC CIT ER

e 7 - 1T Pee
GAG CAT GCR TICT A [ELEE

CTC GTE CGT AGA TCT CCC

M13 (-20) Forward Primer
AZ BAT TCR|CTG GCC GTC GTT TTa R CGT CET GAC TGG GAR RRC
E TTR AGT |GRC CEE CAG CRR AT JIT GCAR GCR CTGE ACC CTT TIG /

Comments for pCREZII-TOPO®
3973 nucleotides

Abbildung 37: verwendeter Plasmid-Vektor fiir die Klonierung. Quelle: Invitrogen, Life technologies

(http://products.invitrogen.com), Datum: 20.02.2010.
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Tabelle 28: verwendete Igelseren im Immunblot. Ergebnis nach MiQ-Richtlinie (2-Banden-Kriterium), sowie Ergebnis nach eigener Interpretation mit mindestens einem

Punkt in der Wertetabelle (n.a.=not available). GR=GroBraum, w=weiblich, m=maénlich.

Blot Alter zur Zeit
Nummer der Extinktion Elisa Bewertung Ergebnis Ergebnis
Geschlecht | Blutabnahme Herkunft (450 nm) Elisa (nach MiQ) Punkte | (mindestens 1 Punkt)
1 w subadult GR Frankfurt 1,745 positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
2 m subadult GR Frankfurt 2,572 positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
3 w adult GR Frankfurt 0,343 negativ negativ,0Punkt(e) 0 negativ
4 m adult GR Frankfurt 0,542 negativ negativ,0Punki(e) 0 negativ
5 m subadult GR Frankfurt 2,165 positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
6 m subadult GR Frankfurt 1,583 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
7 w subadult GR Frankfurt 0,888 grenzwertig negativ,5Punkt(e) 5 positiv
8 w adult GR Frankfurt 5,236 positiv positiv,20Punkt(e) 20 positiv
9 w subadult GR Frankfurt 0,692 grenzwertig positiv,11Punkt(e) 11 positiv
10 w subadult GR Frankfurt 3,031 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
11 w subadult GR Frankfurt 1,546 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
12 m subadult GR Frankfurt 5,297 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
13 m adult GR Frankfurt 5,432 positiv positiv,15Punkt(e) 15 positiv
14 m subadult GR Frankfurt 1,202 positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
15 m subadult GR Frankfurt 1,363 positiv positiv,10Punki(e) 10 positiv
16 m adult GR Frankfurt 3,632 positiv negativ,1Punkt(e) 1 positiv
17 w adult GR Frankfurt 1,147 positiv fraglich,6Punkt(e) 6 positiv
18 w adult GR Frankfurt 3,844 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
19 m subadult GR Frankfurt 0,791 grenzwertig negativ,0Punkt(e) 0 negativ
20 w subadult GR Karlsruhe 3,118 positiv positiv,10Punki(e) 10 positiv
21 m subadult GR Karlsruhe 2,485 positiv negativ,4Punkt(e) 4 positiv
22 m subadult GR Karlsruhe 3,188 positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
23 w adult GR Karlsruhe 3,932 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
24 m subadult GR Hamburg 3,393 positiv positiv,21Punkt(e) 21 positiv
25 m adult GR Hamburg 4,576 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
26 m adult GR Hamburg 5,423 positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
27 m subadult GR Hamburg 3,589 positiv positiv,20Punkt(e) 20 positiv
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Blot Alter zur Zeit
Nummer der Extinktion Elisa Bewertung Ergebnis Ergebnis
Geschlecht | Blutabnahme Herkunft (450 nm) Elisa (nach MiQ) Punkte | (mindestens 1 Punkt)

28 w subadult GR Hamburg 3,637 positiv positiv,24Punki(e) 24 positiv
29 m subadult GR Hamburg 3,734 positiv positiv,24Punki(e) 24 positiv
30 w adult GR Hamburg 3,342 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
31 m adult GR Hamburg 3,872 positiv positiv,20Punkt(e) 20 positiv
32 m adult GR Hamburg 3,911 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
33 w adult GR Hamburg 3,812 positiv fraglich,6Punkt(e) 6 positiv
34 w adult GR Hamburg 3,963 positiv positiv, 15Punkt(e) 15 positiv
35 w adult GR Hamburg 4,014 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
36 w adult GR Hamburg 3,878 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
37 m subadult GR Hamburg 4,07 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
38 m adult GR Hamburg 4,185 positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
39 w adult GR Hamburg 2,405 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
40 w adult GR Hamburg 3,047 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
41 w subadult GR Hamburg 4,316 positiv positiv,15Punkt(e) 15 positiv
42 m subadult GR Hamburg 0,435 negativ negativ,0Punkt(e) 0 negativ
43 m adult GR Hamburg 4,148 positiv positiv,19Punkt(e) 19 positiv
44 w adult GR Hamburg 4,073 positiv positiv,16Punkt(e) 16 positiv
45 w adult GR Hamburg 3,998 positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
46 w subadult GR Hamburg 4,282 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
47 m subadult GR Hamburg 0,931 grenzwertig negativ,0Punkt(e) 0 negativ
48 w adult GR Hamburg 1,123 positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
49 w adult GR Hamburg 4,874 positiv positiv,24Punkt(e) 24 positiv
50 w adult GR Hamburg 4,622 positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
51 w adult GR Hamburg 3,945 positiv positiv,16Punkt(e) 16 positiv
52 m adult GR Hamburg 4,296 positiv positiv,15Punkt(e) 15 positiv
53 m adult GR Hamburg 3,612 positiv positiv,10Punki(e) 10 positiv
54 w juvenil GR Hamburg 3,476 positiv positiv,11Punkt(e) 11 positiv
55 w juvenil GR Hamburg 2,973 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
56 w juvenil GR Hamburg 1,074 positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
57 m juvenil GR Hamburg 1,632 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
58 w juvenil GR Hamburg 3,294 positiv positiv,20Punkt(e) 20 positiv
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Blot Alter zur Zeit
Nummer der Extinktion Elisa Bewertung Ergebnis Ergebnis
Geschlecht | Blutabnahme Herkunft (450 nm) Elisa (nach MiQ) Punkte | (mindestens 1 Punkt)

59 m adult GR Hamburg 0,895 grenzwertig negativ,0Punkt(e) 0 negativ
60 m subadult GR Karlsruhe 0,865 grenzwertig negativ,0Punkt(e) 0 negativ
61 m subadult GR Karlsruhe 3,659 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
62 w subadult GR Karlsruhe 1,826 positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
63 w subadult GR Karlsruhe 2,682 positiv negativ,1Punkt(e) 1 positiv
64 m subadult GR Karlsruhe 3,572 positiv positiv,14Punki(e) 14 positiv
65 w subadult GR Karlsruhe 1,068 positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
66 w subadult GR Karlsruhe 2,642 positiv negativ,5Punki(e) 5 positiv
67 w subadult GR Karlsruhe 0,825 grenzwertig negativ,1Punki(e) 1 positiv
68 w subadult GR Karlsruhe 3,808 positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
69 m subadult GR Karlsruhe 3,689 positiv positiv,15Punki(e) 15 positiv
70 m subadult Igelgarten n.a. positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
71 m subadult Igelgarten n.a. positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
72 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,15Punkt(e) 15 positiv
73 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,20Punkt(e) 20 positiv
74 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,15Punkt(e) 15 positiv
75 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
76 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
77 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,16Punkt(e) 16 positiv
78 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,16Punkt(e) 16 positiv
79 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,11Punkt(e) 11 positiv
80 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,11Punkt(e) 11 positiv
81 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,16Punkt(e) 16 positiv
82 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,11Punkt(e) 11 positiv
83 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
84 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
85 w adult Igelgarten n.a. positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
86 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,11Punkt(e) 11 positiv
87 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
88 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,21Punkt(e) 21 positiv
89 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
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Blot Alter zur Zeit
Nummer der Extinktion Elisa Bewertung Ergebnis Ergebnis
Geschlecht | Blutabnahme Herkunft (450 nm) Elisa (nach MiQ) Punkte | (mindestens 1 Punkt)
90 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,11Punkt(e) 11 positiv
AN w subadult Igelgarten n.a. positiv positiv,20Punki(e) 20 positiv
92 m subadult Igelgarten n.a. positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
93 m subadult Igelgarten n.a. positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
94 m subadult Igelgarten n.a. positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
95 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
96 w subadult Igelgarten n.a. positiv negativ,0Punkt(e) 0 negativ
97 w subadult Igelgarten n.a. positiv positiv,16Punkt(e) 16 positiv
98 w subadult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
99 m adult Igelgarten n.a. positiv negativ,5Punkt(e) 5 negativ
100 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
101 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,15Punkt(e) 15 positiv
102 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
103 m adult Igelgarten n.a. positiv negativ,5Punki(e) 5 positiv
104 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,25Punkt(e) 25 positiv
105 w adult Igelgarten n.a. positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
106 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,20Punkt(e) 20 positiv
107 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,20Punkt(e) 20 positiv
108 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,15Punkt(e) 15 positiv
109 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
110 m adult Igelgarten n.a. positiv positiv,16Punkt(e) 16 positiv
111 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,21Punkt(e) 21 positiv
112 m adult Igelgarten n.a. positiv negativ,5Punkt(e) 5 positiv
113 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
114 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,10Punkt(e) 10 positiv
115 w adult Igelgarten n.a. positiv positiv,20Punkt(e) 20 positiv
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b | PID Skrip Antigens Results
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IgG Serum] a I '3' negativ, OPunkk{e)
[T
IgGa Serumz a 1‘ 5 neqgativ, OPunkk(e)
T TN
bales Serum3 01 3 negativ, OPUnkk(e)
[T
IgG Serum4 a I é neqgativ, OPunkk(e)
[N
IgG Serums o1 3 T *p41(-34,6) negativ, OPUnkk(e)
TN
IgG Seruma a 1“ é ?a' p3a(11z,9) neqgativ, SPunkk(e)
Th A 1
IgG Serum? 01z 3 c YIsE(B,B) negativ, SPunkkie)
TN
IgG Serumd 'D' I '3’ :1' '5’ l‘i 1"6 ploof429,4); VIsE(400,0); OspCEaf{i44,1); pi&Egl(0,0) positiv, 20Punkt(e)
i il il
IgG Serum o1 g A 3 15 plO0{41,2); p41(329,4); plaBgl{41,2) positiv, 1 1Punktle)
T 5]
IgG Serumid 'D' I '3’ :" '8' ploof99,5%; *p3a(-7,9) neqgativ, SPunkk(e)
[T AT ]
IgG Serumll o1 3 3 13 p39(111,8); *OspCBspi-17,6]) negativ, SPunkkie)
[T RTH ]
IoG Serumiz 'D' I '3’ g YIsE(925,2) neqgativ, SPunkk(e)
TR []
IgG Seruml3 o1 3 = z 15 15 WIsE(1238,0); p39(5,9); plaBaf(al,2); plaBgl{37d,9) positiv, 15Punktle)
[T
IgG Serumi4 ﬁ I '3’ neqgativ, OPunkk(e)
ini ik 1
IgG Serumls 01 3 4 P pl00{737,3); p39(150,0) positiv, LOPurktle)
(TR ]
IoG Serumlb ,3 I '3' ; p41(88,2) neqgativ, 1 Punkk(e)
[ KEM]
IgG Seruml? o1 3 % 2 15 *pl00i-21,6); p41(127,4); pl8BgLl{460,5) fraglich, 6Punkk{e)
(TR
IoG Serum1& a 1" '3' '5' é’ YIsE(315,7); p3%(5,9) pasitiv, 1 0Punkt(e)
[T
IgG Seruml9 01 3 negativ, OPunkk(e)
ThNSA 1
IgG Serum20 ,3 I g :1' g '8' pl00{72,5%; *pSai-29,4); p39(131,4) positiv, LOPunkk(e)

Abbildung 38: Originaldaten Immunblot der Igelseren 1-20. Cut-Off (CO) Toleranz: -15 %. Rot markiert: Reaktivitit des jeweiligen Antigens stirker als CO-Wert ausgeprigt,

griin markiert: Reaktivitit des jeweiligen Antigens schwicher als CO-Wert ausgeprigt. Stirke der Reaktivititen des jeweiligen Antigens in Klammern.
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8 Anhang

Ig PID Strip Antigens Results
g 5288 . .
E 85 - 5 Sp&F <ToTTT
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| I | I B B B B Ll | B
& T 1
Ioh  |Serum21 01 3 & poa(37,3) niegativ, 4Punkk(e)
Likng I
Ioa  |Serumzz2 0L 3 niegativ, OPURkE(E)
N ]
Ign  |Serum23 0oL 3 4 i plO0(537,8); p39(23,8) positiv, 10PURkE(e)
[T ]
Iga  |Serum24 01 3 a4 = 7 11 plO0(246,4); WsE(154,9); p414,6); p39(39,5); OspCBaf(181,0) positiv, 21Punkk(e)
[N |
Ioa  |Serumzs a1 3 45 pl00(996,3); WsE(199,5) positiv, 10PURkE(E)
[N ] [] 1
IoG  |Serum2é 012 3 4 = 3 1112 13 1516 p100{28,3); WIsE(1724,0); p39(654,0); OspCBaf(76,5); OspCBga(a?a,6); OspCEsp(S573,8); pl8Bar(1306,0); pleBgl(910,7) |positiv,25Punkt(e)
e 1
Iga  |Serum27 01z 3 4 & Y 1516 plO0(246,7); WsE(1374,0); p39(48,6); pl8Baf(779,3); p18Bgl{729,7) positiv, 20Punkk(e)
[T t I '
IoGn  |Serumzs 012 3 4 © & it 11 1% plo0(2502,0); YIsE(S06,3); pSa(22,2); p39l592, 3); *0spChafi-36,7); pl8Bal(420,4) positiv, 24Punkk(e)
(] [
Ioa  |Serumz9 giz % 4 5 & 8 15 plO0(495,6); WsE(260,3); pSS(76,5); p39(730,9); plaBol(1341,0) positiv, 24Punkk(e)
(1R |
Igm  |Serum30 01z 3 = WIsE(E18,3) riegativ, SPURkE(e)
(TR | 1
Iom  |Serum31 01z 3 4 ¢ 3 15 18 pl00(1688,0); YIsE(97,6); p39(883,5); plaBaf(224,7); p18Bol(332,9) positiv, 20Punkk(e)
[T ]
IoGa  |Serum3z 12 3 c 15 5 |WsE(126,6); pl8Baf(69,3); pl8Bsp(200,6) positiv, 10PURkE(E)
[N}
Ign  |Serum33 01z 3 = 11 1% p41{390,9); *OspCBaf(-27,0); p13Eg1(5,5) Fraglich, 6Punkt{e)
[T S - T
IgG Serum3s 0iz = 4 g 1516 pl00{972,4; YWIsE(1203,0); p18Baf{655s,7); plaBgl{497,3) posikiv, 15Punkkie)
[T RN 1
Ioa  |Serum3s 01z 3 B 15 WIsE(1204,00; *p15Bar(-31,4) niegativ, SPunkE(e)
NN ]
Iga  |Serum36 01z 3 4 15 plO0(SEE,4); pleBaf(694, 1) positiv, 10PURkE(e)
[T XL 1
Iga  |Serum3? 0lz 3 B 1516 YIsEC1171,00; p18Baf(347,0); *plBBgl(-25,5) positiv, 10PURkE(e)
Ly | 1 1 i
Iom  |Serum3s giz 3 45 & 7 & 1516 15 |PpLOOC1706,00; YsE(1156,00; pSa(146,7); p41(203,6); p3%(742,5); p18Baf{362,0); pl66ol(955,0); *p1aEspi-6,5) positiv, 25Punkk(e)
[T |
Igm  |Serum3d 0iz 3 4 15 pl00(69,9); plEBaf(396,7) positiv, 10PURkE(E)
LARES |
Iga  |SerumH0 01z 3 4 3 p100(900,0%; p39(652,9) positiv, 10PURkE(e)

Abbildung 39: Originaldaten Immunblot der Igelseren 21-40. Cut-Off (CO) Toleranz: -15 %. Rot markiert: Reaktivitit des jeweiligen Antigens stirker als CO-Wert

ausgeprigt, griin markiert: Reaktivitéit des jeweiligen Antigens schwicher als CO-Wert ausgeprigt. Stirke der Reaktivititen des jeweiligen Antigens in Klammern.
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8 Anhang

Ig PID Strip Antigens Results
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= P AT StaingOpkep
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Iom  |Serumsdl 01z 3 T =oE 0o 21 15 YIsE(467,20; *pd1(-49,6); p32(51,3); *0spCBss(-41,2); *OspCBgal-3,4); *OspChsp(-32,8); pl15Gaf(17,6) positiv, 15PURkE(E)
M 1
Ioa  |Serumd2 a1z = niegativ, OPunkk(E)
M@ | 1 1
IoG  |Serumd3 012 3 4 & & g 15 16 *n100(-43,5); VIsE(1509,0); pSa(3,5); p39(596,5); p1S6af(1425,0); plaGgl(558,8) positiv, 19PURkE(E)
L& | ]
Iga  |Serumdd g1 3 4 = = 1112 15 plO0(E4E,3); WIsE(484,5); p41(374,3); OspCBaf(S815,4); OspCEgals?,5); *plaEafi-41,2) positiv, 16PURkE(E)
[T 11
Iga  |Serum4s 01 3 4 85 & 7 & 15 pl00(1347,00; YIsE(1131,00; pSa(29,4); p41(29,4); p39(366,7); ploBaf(354,9) positiv, 25PunkE ()
LT ] T T
Iga  |Serumds a1z 3 4 T i 1516 17 *p100{-11,8); *p5a(-21,6); p3NE07,8); *pl8Baf(-11,8); *p18Bgl(-36,3); *p18Bg2(-36,3) niegativ, SPunkk(e)
Lmiar 1
IoGm  |Serumd? 01 3 nisgativ, OPunkk(E)
W |
Ioa  |Serumds ar = niegativ, OPuRkk(E)
(1] 1 1 ] 1
Io=  |Serumda g1 5 485 & 37 3 15 pl00(1547,0); YIsE(1422,00; pSa(53,3); *p41(-50,1); p39(830,5); p13Baf(1155,0) positiv, 24Punkk(e)
R []
Igz  |SerumS0 Wh & 4B oF 9 F 011 13 plO0(171,8); WIsE(1584,00; pSS(13,6); p41(110,9); p39E0,1); *OspCBssi-27,00; OspCBaf(70,4); OspCBsp(127,2)| positiv, 25Punkk(e)
LAnYY |
Iga  |SerumSl a1l 3 T == 1% YIsE(S07,0); p41(337,6); p39(1062,0); p18Bg1{53,5) positiv, 16PURKE(2)
(1A ] ]
Iga  |SerumS2 gL 3 a4 = 15 16 plO0(1414,00; YIsE(484,3); p18Baf(56,9); plEBgl(496,1) positiv, 15PunkE(e)
LN |
Igm  |SerumS3 i 3 1 = 3 *n100(-39,3); VIsE(154,3); plEBgl(678,0) positiv, 10PURkE(E)
B ALEN
Ioa  |SerumSd ar = E YIsE(352,20; *pSa(-33,8); p4li116,9); p39(54,4) positiv, 1 1PURkE(E)
[N ]
Iga  |Serumss 01 3 5 15 WIsE(§3,5); p186g1(318,3) positiv, 10PURkE(E)
L 1
Iga  |SerumSe 01 3 negativ, OPunkk(e)
[T N |
Iga  |SerumS? 01 3 = g WIsE(14,13; p39(142,4) positiv, 10PURKE(2)
RO | 1
Iga  |SerumSs @i a8 4 Boa 3 1% plO0(1016,0); YIsE(6S3,00; *p5a(-10,8); p39(252,9); p18Bgl(512,6) positiv, 20Punkk(e)
[N |
Igm  |SerumS3 01 3 nisgativ, OPunkk(e)
[T ]
Iga  |Serumsn a1 = niegativ, OPuRkk(E)

Abbildung 40: Originaldaten Immunblot der Igelseren 41-60. Cut-Off (CO) Toleranz: -15 %. Rot markiert: Reaktivitit des jeweiligen Antigens stirker als CO-Wert

ausgeprigt, griin markiert: Reaktivitéit des jeweiligen Antigens schwiicher als CO-Wert ausgeprigt. Stirke der Reaktivitiiten des jeweiligen Antigens in Klammern.

223



8 Anhang

Ig PID Strip Antigens Results
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| I 1 I I B A | |
o a1
Ioa | Serumél a1 3 3 p39(37,3) neqgativ, SPunkk(e)
i 1
Ioa | Serumez 01 3 neqgativ, IPUnkk(e)
T ]
Ioa | Serumes 01 3 7 p41(53,5) neqgativ, 1Punkk(e)
[TTETI
Ioa | Seruméd 01 3 s 6 3 WIsE(241,7); pSa(0,8); p39(409,8) positiv, 14Punkt(e)
o
Ioa | Serumes 01 3 s WIsE(365,5) neqgativ, SPunkk(e)
T |
Ioa | Serumee 01 3 Py WIsE(160,2) neqgativ, SPunkk(e)
[ L
loa | Serume? g1 3 2 = *ysE(-41,2); pd1(9,8) neqgativ, 1Punkk(e)
[ TET]
Ioa | Serumes g1 3 c g YIsE(146,3); p39(234,6) positiv, 10PURkE(e)
|
Ioa | Serumed g1 3 4 = 3 5 pl00(124,3); WIsE(256,6); p39(267,6); *p18Eaf(-41,2) positiv, 15PUnkE(e)
[T TR |
Iga | Serum?0 al 3 P *n39(-44,8) negativ, IPUnkk(e)
1 K|
Iga | Serum?l 0l 3 3 p39(450,4) negativ, SPunkk(e)
L1 |
lga | Serum?z 01l 3 & g 15 15 WIsE(30,3); *pSa(-37,00; p39(341,2); *plaBaf(-16,00; p18EgL(639,5) positiv, 15PUnkE(e)
W ia
Iga | Serum?3 0l 3 g 3 10 5 WIsE(125,5); p39(272,5); OspCBss(17,6); p18Egl(743,1) positiv, 20PUnkE(e)
[TTEENN |
Iga | Serum74 01 3 2 8 518 vlsE(234,0); p39(154,3); pl8Baf(226,4); pleBgl1{609, 7 positiv, 15PUnkE(e)
w1
Iga | Serum?s 01 3 s 3 15 YlsE(321,6); *p39(-31,4); pl8Bg1{145,1) positiv, 10PURKE(E)
[T |
Iga | Serum?e 013 s 15 vlsE(154,3); p18Bg1{150,8) positiv, 1 0PURKE(E)
[ WL ]
Iga | Serum?7 01 3 £ 78 1515 ylsE(695,3); p41(412,9); p39(45,9); *pleBaf(-34,1); plaEg1{5+40,0) positiv, 16PURKE(E)
1§ ]
Iga | Serum?a 01 3 z z 3 1516 WIsE(715,1); p41(252,9); p39(47,1); pl8Eaf(290,8); p18Bg1(542,5) positiv, 16PURKEE)
LA 1
Iga | Serum7d g1 3 s Y 15 15 YIsE(S07,0); p41(74,1); *p39(-24,7); pl8Eaf{309,4); plaEgl(285,9) positiv, 1 1PUnkE(e)
Laige 1
Iga | Serums0 g1 3 z 7 3 1515 yIsE(744,0); p41(426,9); *p39(-2,8); pl6Eaf{534,3); plaEg1(585,4) positiv, 11PUnkE(e)

Abbildung 41: Originaldaten Immunblot der Igelseren 61-80. Cut-Off (CO) Toleranz: -15 %. Rot markiert: Reaktivitit des jeweiligen Antigens stirker als CO-Wert

ausgeprigt, griin markiert: Reaktivitéit des jeweiligen Antigens schwicher als CO-Wert ausgeprigt. Stiarke der Reaktivititen des jeweiligen Antigens in Klammern.
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Ig PID Strip Antigens Results
& scaes
P e . o orese
Far T Egpe> 4440 JSFEmEE
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Iga  [SerumSl a1 3 = = a 15 15 WIsE(S14,00; p41(497,3); p39(5,6); pl8BaF(443,0); p18Bgl{379,6) positiv, 16PuRkE(e)
T |
Iga  |Serums2 a1 3 = 15 YISE(S17,6); p41(304,4); p18Bgl(767,6) positiv, 11Punkb(e)
vink a1
Iga  |Serums3 a1z 3 : P YIsE(418,7); p3g(146,0) positiv, 10PuRkE(e)
ihhae 1 1 []
Ighn  |SerumS4 Wi S A BE 15 plO0(672,0%; WIsE(326,5); pSe(l64,7); p41(1029,0); p39(238,2); p18Baf(179,4) positiv, 25Punkb(e)
[T
Iga  |SerumSs a1z = e 1 13 *p30(-2,00; OspCBaf(S,2); *OspCBsp(-41,2) niegativ, SPurkt{e)
[T ]
Iga  |Serumds 01 3 = 7 15 YIsE(1295,00; p41{463,0); p18Baf(51,3) positiv, 11Punkk{e)
[T
Iga  |Serums? 0iz 3 4 & & 3 13 1% plO0(108,1); WsE(S19,9); *p5a(-23,1); pa9(157,9); OspBspls,6); pl8Bgl{121,7) positiv, 25Punkk{e)
[N ] 1
Ig5 | Serumds 0iz 3 4 = & 7 & 1% pLO0{142,9%; WIsE(344,00; *pSE({-46,90 p4L(150,5) p39108,7); p18EQ1(537,6) pasitiv, 21 Punkk(e)
iMoo 1 [] |
Iom  |Serumds WiE 8 A Ed 3E 4 16 pl00(154,3); WsE(1152,0); pSai116,3); p41t461,7); p39(25,2); pl8Bss(526,2); p18Bol(533,58) | positiv, 2SPunkk(e)
TR0 |
Igm  |Serumsn a1 3 g 3 15 YIsE(S63,10; p41(290,4); p18Baf(7,0) positiv, 11Punkb{e)
(TR |
Iom  |SerumSl 01> 3 a4 = 3 1% pl00(197,8); WsE(10,3); p39(256,6); p18Bgl(a0, 1) positiv, 20Punkb{e)
AT ]
Iom  |Serumd2 a1z 3 nisgativ, OPurkt(e)
[T ]
Iom  |Serums3 a1z = nisgativ, OPurkte)
I —
Iga SerumS4 a1z 3 = *WlsE(-33, 3) neqgativ, DPunkk(e)
TR ]
Ioa  |Serumss a1z 3 4 & g 1= 15 pl00(303,4); WsE(223,5); p39160,5); OspCBoal47,1); p1a6al(a3, o) positiv, 2SPunkb{e)
(TR |
Ioa  |Serumss a1z 3 T *ylsE(-52,2) niegativ, OPurkte)
(T WA ]
Ioa  |Serums? a1l 3 B 15 YWIsE(B28,3); *pSai-21,6); p4li6d,1); p39(353,5); p1eBal(264,1) positiv, 16PunkEE)
TR |
Io=  |Serumss 01z = E Py 15 WIsE(113,2); p39(72,8); *p18Bg1(-55,9) positiv, 10Punkb(e)
[T ]
Igm  |Serumss alz 3 s g WIsE(431,3); *p39(-39,3) niegativ, SPurktie)
Lk |
Io=  [Seruml00 g1z 3 T 5 YWIsE(525,0%; p18Baf(10,3) positiv, 10Punkb(e)

Abbildung 42: Originaldaten Immunblot der Igelseren 81-100. Cut-Off (CO) Toleranz: -15 %. Rot markiert: Reaktivitdt des jeweiligen Antigens stirker als CO-Wert

ausgeprigt, griin markiert: Reaktivitéit des jeweiligen Antigens schwiicher als CO-Wert ausgeprigt. Stirke der Reaktivititen des jeweiligen Antigens in Klammern.
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5 8288 ..
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Igz | SerumlOl 0i % 4 & ke pl00(328,6); WIsE(311,8); pa9(110,1) positiv, 1SPunkk(e)
(Lo 1 1
Iga | Serumi0Z oiz 3 3 15 WIsE(955,1); plaBal(425,7) positiv, 1 0PURkE(e)
s 1 1
Ios | Seruml03 @E 5 & E e g {1 *n100{-22,7); YIsE(1006,0); *pSai-46,2); ¥p39(-9,2); *CspCBaf(-16,0) niegativ, SPunktis)
[T | [}
Ig= | SerumlO4 0iz 3 4 = & 7 & 5 16 plO0(E34,3); WIsE(1243,00; pSa(171,8); p41(13,6); p39(313,8); pl8Baf(e2,3); p18Bg1(350,3) positiv, 25Punkk(e)
[ |
Ios | Seruml0S g1z 3 4 ¢ E 15 *#n100{-16,5); *VIsE(-5,13; *p41(-54,5); p186al{70,3) niegativ, SPunktie)
T 1
Igz | SerumlOs 0iz % 4 = & 3 1516 plO0(173,1); WIsE(1694,00; *p53(-32,8); p39(164,7); p18Baf(316,0%; p18Bg1(21,3) positiv, 20Punkk(e)
a1 1
Iga | Serum107 0iz 5 4 = & 7 8 11 15 15 *p100(-50,1); VIsE(1326,0); pSE(35,5); p41(559,5); p3s(7,0); *OspCBaf(-0,2); pl8Baf(131,7); p18Bg1(327,5) positiv, ZOPURkt(e)
[TF ] 1
Ios | Seruml0s giz 3 4 ¢ g 15 16 pl00(7,8); VIsE(1197,0); *p39(-54,2); plaBaf(416,3); *p18Bal(-47,7) positiv, 15PUnkk(e)
[ ] ]
Igz | Seruml09 01z 3 = 3 1 13 VIsEC1141,0%; p39(33,9); *OspCBaf(-6,7); *OspCBsp(-51,3) positiv, 10PURkk(e)
| Lo 1
Ios  |Serumllo giz 3 4 & 3 5 16 plO0(27,2); WIsEC157,6); p41(20,8); p1aBaf(24,0); p186al{47a,7) positiv, 16PUnkk(e)
[FTETE | ]
Igz  |Serumlitl GiE = & T R 13 15 16 *p100{-24,6); YIsE(S63,3); *p5a(-12,5); p41(497,3); p3941,8); OspCBsp(29,7); pl8Baf(452,0); p18Bgl(105,1) positiv, 21 Punkk(e)
I | ]
Igz  |Serumilz aiz 3 = 13 WIsE(E40,3); *OspCEsp(-54,9) neqgativ, SPunikb(e)
XU N | —
IgG Serumils 012 3 4 5 7 8 plOO{71,9); WIsEC1143,0); *p41(-57,8); *p39(-54, &) pasitiv, 1 0Punkt(e)
[T
Ig=  |Serumnll4 0iz 3 4 P 191515 15 |PlO0(S64,5); *p39(-33,2); *pl86ss(-26,9); pl8Baf(179,8); pl8Bg1(144,8); *p18Bsp(-26,9) positiv, 10PURkk(e)
i 1
» Ios  |Serumlis aiz 3 - 1112 13 {5 |WsE{126,6); pSa(52,5); p41(6a0,0); *pasi-30,3); OspCBaf{6a4,3); OspCBoal165,8); OspCBsp(571,0); p1EEsp{405,4) | positiv, 20Punkt(e)

Abbildung 43: Originaldaten Immunblot der Igelseren 101-115. Cut-Off (CO) Toleranz: -15 %. Rot markiert: Reaktivitit des jeweiligen Antigens stirker als CO-Wert

ausgeprigt, griin markiert: Reaktivitéit des jeweiligen Antigens schwicher als CO-Wert ausgeprigt. Stirke der Reaktivititen des jeweiligen Antigens in Klammern.
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8 Anhang

Tabelle 29: Ubersicht aller untersuchten Sektionsigel. Lf Sek ID=laufende Sektionsnummer, Nr. (P)=verwendete Nummer in Perseke (2010), n.a. not available=nicht

verfiigbar. Herkunft: ORG=0berrhein-Gebiet, HH=Hamburg, B=Berlin, LOT=Lottstetten, IG=, Igelgarten*, HO=Hooksiel, UK=GrofBbritannien, FR=Frankfurt,
MU=Miinchen, AU=Osterreich, T=Tiirkei, CZ=Tschechien.

Lf Sek ID Nr.(P) Alter | Geschlecht | Gewicht (g) | Erinaceus | Anaplasma | Borrelia | Monat | Jahreszeit | Jahr | Herkunft | Zecken
1 1 4 subadult w 604 europaeus positiv positiv 5 Frihling |2006| ORG 430
2 2 subadult m 601 europaeus n.a. negativ 1 Winter 2005 HH 0
3 3 subadult m 634 europaeus n.a. negativ 2 Winter 2005 HH 0
4 4 subadult m 306 europaeus n.a. negativ 2 Winter 2005 HH 0
5 5 adult m 662 europaeus n.a. negativ 7 Sommer |2005| ORG 0
6 6 subadult m 576 europaeus n.a. negativ 5 Frahling | 2006 B 10
7 7 13 adult w 648 europaeus n.a. negativ 5 Frihling | 2006 B 38
8 8 subadult w 242 europaeus n.a. negativ 3 Frohling | 2005 HH 0
9 9 adult w 634 europaeus n.a. negativ 6 Sommer | 2006 IG 18
10 10 adult m 575 europaeus n.a. negativ 5 Frohling | 2006 IG 6
11 11 adult w 673 europaeus n.a. negativ 5 Frihling | 2006 IG 1
12 12 adult m 952 europaeus n.a. positiv 1 Winter 2006 IG 33
13 13 adult w 722 europaeus n.a. negativ 4 Frihling | 2006 B 27
14 14 subadult m 367 europaeus n.a. negativ 5 Fruohling | 2006 B 9
15 15 subadult w 487 europaeus n.a. negativ 5 Frohling | 2006 B 399
16 17 subadult m 473 europaeus negativ negativ 5 Frahling | 2006 HH 0
17 18 subadult w 568 europaeus negativ negativ 5 Frohling | 2006 B 206
18 19 9 adult m 692 europaeus negativ negativ 6 Sommer |2006| ORG 13
19 20 adult w 602 europaeus negativ negativ 4 Fruohling | 2006 HH 0
20 21 subadult w 307 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 IG 0
21 23 subadult m 426 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 IG 25
22 24 subadult w 540 europaeus negativ positiv 7 Sommer | 2006 IG 5
23 25 adult w 763 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 IG 86
24 26 26 adult m 939 europaeus negativ negativ 5 Frihling | 2006 B 40
25 27 20 adult w 790 europaeus negativ negativ 5 Frohling | 2006 B 17
26 28 adult m 796 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2006 B 18
27 29 subadult m 650 europaeus negativ negativ 5 Frihling | 2006 B 3
28 30 adult m 1.244 europaeus negativ negativ 5 Fruohling | 2006 B 32
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Lf Sek ID Nr.(P) Alter | Geschlecht | Gewicht (g) | Erinaceus | Anaplasma | Borrelia | Monat | Jahreszeit | Jahr | Herkunft | Zecken

29 31 32 adult m 875 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 HH 32
30 32 adult w 570 europaeus positiv positiv 8 Sommer | 2006 IG 10
31 33 adult w 653 europaeus positiv negativ 8 Sommer | 2006 IG 51
32 34 21 subadult m 379 europaeus negativ positiv 5 Frohling | 2006 B 55
33 35 subadult w 311 europaeus negativ positiv 5 Frihling | 2006 B 359
34 36 adult w 481 europaeus negativ positiv 7 Sommer | 2006 HH 213
35 37 adult m 493 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2005 HH 0
36 39 adult m 1.045 europaeus negativ negativ 8 Sommer |2005| ORG 5
37 40 adult w 1.452 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 B 230
38 41 10 subadult m 465 europaeus negativ positiv 6 Sommer | 2006 ORG 14
39 42 11 adult m 1.346 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 | ORG 8
40 43 12 adult m 1.015 europaeus negativ negativ n.a. 2006 | ORG 2
41 44 adult m 1.064 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 B 0
42 45 adult w 706 europaeus negativ negativ n.a. 2006 HH 0
43 46 adult m 604 europaeus negativ negativ 5 Frahling | 2006 IG 6
44 47 adult w 840 europaeus positiv negativ 8 Sommer | 2006 B 9
45 48 subadult m 329 europaeus negativ negativ 3 Fruohling | 2006 B 117
46 49 subadult w 590 europaeus negativ positiv 7 Sommer | 2006 IG 37
47 50 33 adult w 755 europaeus positiv negativ 7 Sommer | 2006 B 44
48 51 adult m 949 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 B 200
49 52 adult w 784 europaeus negativ negativ 2 Winter 2006 IG 1
50 53 subadult m 941 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2006 IG 195
51 54 18 adult m 913 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2006 | ORG 22
52 55 27 adult m 899 europaeus negativ negativ 4 Frihling | 2006 UK 90
53 56 30 subadult m 560 europaeus negativ negativ 4 Frohling | 2006 UK 5
54 57 subadult w 320 europaeus negativ negativ 4 Frohling | 2006 UK 131
55 58 31 subadult w 534 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 UK 97
56 59 subadult m 585 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 UK 0
57 60 1 subadult m 523 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 UK 109
58 61 subadult w 480 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 UK 1
59 62 adult m 984 europaeus negativ negativ n.a. 2006 UK 2
60 63 adult w 985 europaeus negativ negativ 4 Frohling | 2006 UK 0
61 64 16 subadult m 339 europaeus negativ negativ 4 Frahling | 2006 UK 8
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Lf Sek ID Nr.(P) Alter | Geschlecht | Gewicht (g) | Erinaceus | Anaplasma | Borrelia | Monat | Jahreszeit | Jahr | Herkunft | Zecken
62 65 subadult w 332 europaeus negativ negativ 5 Frohling | 2006 UK 0
63 66 adult m 772 europaeus negativ negativ 5 Fruohling | 2006 UK 0
64 67 17 adult w 963 europaeus negativ negativ 1 Winter 2006 UK 2
65 68 adult m 1.032 roumanicus negativ negativ 10 Herbst 2005 AU 18
66 69 juvenil w 159 roumanicus negativ positiv 10 Herbst 2005 AU 57
67 70 juvenil m 293 roumanicus negativ positiv 10 Herbst 2005 AU 29
68 71 adult m 1.041 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 IG 251
69 72 juvenil w 229 roumanicus negativ negativ 10 Herbst 2005 AU 5
70 73 19 adult w 935 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2006 ORG 3
71 74 adult w 666 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2006 ORG 0
72 77 juvenil w 366 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 UK 0
73 78 juvenil w 286 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2006 UK 0
74 79 22 juvenil m 179 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 UK 14
75 80 adult m 456 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 ORG 0
76 81 adult m 582 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 IG 18
77 82 adult m 555 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2006 IG 64
78 83 adult m 435 europaeus negativ negativ 5 Fruohling | 2006 IG 0
79 84 adult w 862 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 | ORG 31
80 85 23 adult m 653 europaeus negativ negativ 5 Frihling | 2006 ORG 36
81 86 adult m 523 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2005 HH 26
82 87 adult m 579 europaeus negativ negativ 5 Fruohling | 2006 IG 0
83 88 adult m 675 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 | ORG 24
84 89 subadult w 450 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2006 HH 0
85 90 subadult w 241 europaeus negativ negativ 2 Winter 2005 IG 0
86 92 juvenil w 79 europaeus negativ negativ | n.a. n.a. 2006 HH 0
87 94 24 juvenil w 278 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 HO 2
88 95 25 juvenil w 101 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 HO 37
89 96 juvenil w 137 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 HO 0
90 97 juvenil w 80 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 HO 0
91 101 juvenil w 148 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 FR 38
92 102 juvenil m 205 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 FR 0
93 103 juvenil m 358 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 FR 0
94 104 adult m 800 concolor negativ negativ 11 Herbst 2006 T 0
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95 106 juvenil m 272 concolor negativ negativ 11 Herbst 2006 T 0
96 107 juvenil m 286 concolor negativ negativ n.a. n.a. 2006 T 0
97 108 juvenil m 250 concolor positiv negativ | n.a. n.a. 2006 T 0
98 109 adult w 940 concolor negativ negativ 8 Sommer | 2006 T 0
99 110 juvenil m 292 concolor negativ negativ n.a. n.a. 2006 T 0
100 111 juvenil m 334 concolor negativ negativ 8 Sommer | 2006 T 0
101 112 adult w 740 concolor negativ negativ 8 Sommer | 2006 T 0
102 113 adult w 950 concolor negativ negativ 8 Sommer | 2006 T 0
103 114 juvenil w 296 concolor negativ negativ 10 Herbst 2006 T 0
104 169 adult m 715 europaeus negativ negativ 3 Frahling | 2007 HH 0
105 170 adult w 799 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2006 FR 0
106 171 juvenil m 453 europaeus negativ positiv 12 Winter 2006 FR 30
107 172 adult m 682 europaeus negativ negativ 3 Fraohling | 2007 FR 1
108 173 juvenil w 315 europaeus negativ negativ 12 Winter 2006 FR 14
109 174 juvenil w 302 europaeus negativ negativ 12 Winter 2006 FR 3
110 175 subadult w 407 europaeus negativ negativ 3 Frohling | 2007 HO 0
111 176 juvenil m 291 europaeus negativ negativ 12 Winter 2006 FR 6
112 177 adult m 959 europaeus negativ negativ 3 Fraohling | 2007 HO 0
113 179 adult m 615 europaeus negativ negativ 1 Winter 2007 IG 2
114 180 juvenil m 384 europaeus negativ negativ 12 Winter 2007 FR 0
115 181 adult w 775 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2007 IG 1
116 182 subadult w 368 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2007 HH 0
117 183 subadult w 342 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2007 HH 11
118 184 adult w 464 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2007 HH 0
119 185 subadult m 360 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2007 HH 0
120 186 adult m 993 europaeus negativ negativ 4 Frihling 2007 | ORG 155
121 187 adult w 465 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2007 HH 3
122 188 adult w 665 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 10
123 189 adult m 796 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 0
124 191 adult w 498 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 3
125 192 adult w 660 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 34
126 194 adult m 1.153 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2007 IG 0
127 195 adult m 1.104 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 IG 0
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128 340 juvenil m 229 europaeus negativ negativ 12 Winter 2006 FR 0
129 341 subadult w 698 europaeus negativ negativ 12 Winter 2006 FR 0
130 342 subadult m 253 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2007 FR 0
131 343 adult m 592 europaeus negativ negativ 1 Winter 2007 IG 0
132 344 juvenil m 415 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2007 FR 0
133 345 adult w 522 europaeus positiv negativ 5 Frihling [2008| ORG 0
134 346 adult w 1.075 europaeus negativ positiv 6 Sommer | 2008 MU 17
135 347 adult w 835 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2008 MU 0
136 350 adult m 1.005 europaeus positiv negativ 6 Sommer | 2008 ORG 0
137 351 adult w 710 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2008 MU 50
138 352 adult m 732 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2008 MU 41
139 353 adult w 480 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 HH 0
140 354 adult w 780 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2008 IG 0
141 355 adult m 525 europaeus negativ negativ 3 Frahling | 2008 HH 0
142 356 adult m 595 europaeus negativ positiv 10 Herbst 2007 HH 0
143 357 adult w 770 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2007 HH 0
144 358 adult w 530 europaeus positiv negativ 3 Frohling | 2008 IG 61
145 359 adult w 530 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 IG 0
146 360 adult w 705 europaeus negativ negativ 5 Frihling | 2008 IG 10
147 361 adult w 585 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 2
148 362 adult w 835 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 106
149 363 adult m 665 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 IG 226
150 364 adult w 520 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 IG 31
151 365 adult m 670 europaeus negativ negativ 3 Frahling | 2008 HH 0
152 366 adult w 720 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 IG 32
153 368 juvenil m 615 europaeus positiv negativ 11 Herbst 2006 FR 0
154 369 adult w 700 europaeus negativ positiv 11 Herbst 2006 FR 0
155 370 adult w 500 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 IG 6
156 371 adult w 635 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 19
157 372 adult w 495 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 79
158 373 adult m 875 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 0
159 374 adult m 725 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 23
160 375 adult m 640 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 31
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161 376 adult m 580 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 MU 486
162 378 subadult w n.a. europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 | ORG 0
163 377 adult m 880 europaeus positiv negativ 9 Herbst 2008 MU 15
164 420 adult w 705 europaeus positiv negativ 9 Herbst 2008 MU 44
165 421 adult m 710 europaeus positiv negativ 9 Herbst 2008 MU 14
166 422 adult w 610 europaeus positiv negativ 9 Herbst 2008 MU 502
167 423 adult m 1.000 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 21
168 424 adult w 600 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 33
169 425 subadult w 425 europaeus negativ positiv 5 Frihling |2008 ORG 26
170 426 adult m 800 europaeus negativ positiv 7 Sommer | 2008 ORG 251
171 427 adult w 620 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 | ORG 0
172 428 juvenil w 125 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 | ORG 0
173 429 juvenil w 70 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 | ORG 0
174 430 juvenil m 275 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2008 MU 2
175 431 juvenil w 240 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2008 MU 3
176 432 juvenil m 200 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2008 MU 0
177 433 adult w 880 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2008 MU 2
178 434 adult m 589 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 3
179 435 adult w 635 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 1
180 436 juvenil m 456 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2008 MU 15
181 437 adult m 709 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 MU 0
182 438 adult w 705 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 MU 415
183 439 adult m 836 europaeus positiv negativ 10 Herbst 2008 IG 2
184 440 adult w 694 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2008 IG 5
185 441 adult m 1.110 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 IG 28
186 442 subadult w 595 europaeus negativ negativ 2 Frohling | 2008 HH 0
187 443 juvenil m 124 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2007 HH 0
188 444 juvenil m 435 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2008 HH 0
189 445 adult m 856 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2008 IG 0
190 446 adult m 1.360 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2008 HH 0
191 447 adult m 723 europaeus positiv positiv 8 Sommer | 2008 HH 0
192 448 adult w 434 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 IG 10
193 449 adult w 756 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 IG 0
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194 450 adult m 688 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2008 IG 0
195 451 adult m 675 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2008 IG 0
196 452 adult m 779 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2008 IG 1
197 453 adult w 516 europaeus negativ negativ 3 Frihling | 2008 HH 0
198 454 adult m 1.290 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 HH 0
199 455 adult w 479 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 FR 128
200 456 adult w 632 europaeus positiv negativ 9 Herbst 2007 FR 0
201 457 adult w 558 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 HH 0
202 458 adult m 981 europaeus negativ negativ 7 Sommer | 2007 HH 0
203 459 adult m 655 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2008 FR 0
204 460 adult w 492 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 HH 0
205 461 adult w 511 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 HH 0
206 462 juvenil m 161 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2007 FR 0
207 463 juvenil w 90 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2007 FR 0
208 464 juvenil w 88 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 0
209 465 adult m 1.005 europaeus negativ negativ 6 Sommer | 2008 HH 16
210 466 adult m 551 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 87
211 467 adult w 548 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 13
212 468 juvenil w 197 europaeus positiv negativ 9 Herbst 2007 FR 3
213 469 adult w 553 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 13
214 470 juvenil w 176 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2007 FR 0
215 471 juvenil w 142 europaeus positiv negativ 9 Herbst 2007 FR 4
216 472 juvenil m 62 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 HH 0
217 473 adult w 610 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2007 FR 0
218 474 juvenil w 276 europaeus negativ negativ 12 Winter 2006 UK 0
219 475 juvenil m 204 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2006 UK 0
220 476 adult w 691 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2007 FR 0
221 477 adult w 1.158 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2007 FR 0
222 478 adult w 539 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2007 FR 6
223 479 adult m 701 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2007 FR 145
224 480 adult m 542 europaeus positiv positiv 8 Sommer | 2007 FR 15
225 481 adult m 604 europaeus negativ positiv 8 Sommer | 2007 FR 24
226 484 adult w 709 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2007 FR 0
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227 485 subadult w 360 europaeus negativ positiv 7 Sommer | 2006 LOT 2
228 486 subadult m 430 europaeus negativ negativ 3 Frihling | 2006 LOT 0
229 487 subadult m 394 europaeus negativ negativ 3 Frihling | 2006 LOT 0
230 488 juvenil m 475 europaeus negativ positiv 11 Herbst 2006 LOT 2
231 489 juvenil m 255 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2006 LOT 0
232 490 adult w 777 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2006 LOT 0
233 491 adult w 957 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 | ORG 1
234 492 juvenil m 250 europaeus negativ positiv 11 Herbst 2006 FR 2
235 493 juvenil w 544 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 FR 0
236 494 adult w 622 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2006 FR 13
237 495 juvenil m 304 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 FR 0
238 496 juvenil m 236 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2006 FR 0
239 497 juvenil w 300 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 FR 0
240 498 juvenil m 396 europaeus positiv positiv 11 Herbst 2006 FR 0
241 499 juvenil m 273 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2006 FR 0
242 500 juvenil m 424 europaeus positiv positiv 10 Herbst 2006 FR 7
243 501 juvenil w 258 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 FR 0
244 502 juvenil w 245 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2006 FR 3
245 504 juvenil w 475 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2008 HH 0
246 505 adult m 1.055 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2008 HH 0
247 506 adult w 1.480 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 HH 0
248 507 adult m 1.070 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 HH 1
249 510 adult m 715 europaeus negativ positiv 4 Fraohling | 2008 IG 0
250 CZ1 adult m 795 roumanicus negativ negativ 8 Sommer | 2008 CcZ 32
251 Cz2 subadult m 260 europaeus positiv negativ 4 Frihling | 2008 CZ 0
252 Cz2 juvenil m 175 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 Cz 0
253 Cz4 juvenil w 120 roumanicus negativ negativ 6 Sommer | 2008 Cz 4
254 CZ5 subadult w 265 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 (674 0
255 CZ6 subadult w 350 europaeus negativ negativ 4 Frahling | 2008 cZ 0
256 cz7 juvenil w 260 roumanicus negativ negativ 9 Herbst 2008 cZ 0
257 CZ8 adult m 1.035 europaeus negativ negativ 8 Sommer | 2008 cZ 7
258 CZ9 juvenil m 385 europaeus positiv negativ 11 Herbst 2008 Cz 1
259| CZ10 juvenil w 385 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2008 CcZ 3
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260 CZ11 juvenil m 225 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 cZ 0
261 Cz12 juvenil m 285 roumanicus negativ negativ 10 Herbst 2008 cZ 0
262| CZ13 juvenil m 130 roumanicus negativ negativ 6 Sommer | 2008 cZ 0
263| CZ14 juvenil w 285 europaeus negativ negativ 11 Herbst 2008 CZ 3
264| CZ15 juvenil w 130 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 CZ 0
265| CZ16 juvenil m 245 europaeus negativ negativ 10 Herbst 2008 CcZ 0
266| Cz17 juvenil w 205 europaeus negativ positiv 8 Sommer | 2008 Cz 0
267| CZ18 juvenil m 110 europaeus negativ negativ 9 Herbst 2008 (674 0
268| CZ19 juvenil m 220 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 CZ 0
269| CZ20 juvenil m 240 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 CZ 5
270 CZ21 juvenil m 230 europaeus negativ positiv 9 Herbst 2008 cZ 1
271 Cz22 juvenil w 140 roumanicus negativ negativ 10 Herbst 2008 CcZ 0
272 UK1 juvenil m 435 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
273 UK2 juvenil m 364 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
274 UK3 adult m 509 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
275 UK4 adult w 478 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
276 UK5 juvenil m 316 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
277 UK6 juvenil m 265 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
278 UK7 adult m 637 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
279 UK8 adult m 1.161 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
280 UK9 adult m 669 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
281 UK10 adult w 525 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
282 UKI11 juvenil w 251 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
283| UK12 adult m 873 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
284 | UK13 adult m 598 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
285| UK14 juvenil m 405 europaeus negativ negativ n.a n.a. 2008 UK 0
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Tabelle 30: Ubersicht der mit Borrelien infizierten Tiere. W=weiblich, m=minnlich, afz=Borrelia afzelii, bav=Borrelia bavariensis, spiel=Borrelia spielmanii, n.a.=not

available, nicht verfiigbar., unklar=Genospezies nicht zu identifizieren.

Borrelia Anaplasma
LfSekt Organpool Organpool
ID Alter | Geschlecht | Gewicht (g) (5S23S) (OspA) Mischinfektion | Niere | Herz | Blase | Organpool
1 subadult w 604 positiv afzspiel doppelt spiel afz negativ positiv
12 adult m 952 positiv unklar einfach unklar | negativ | negativ n.a.
24 subadult w 540 positiv spiel einfach spiel | negativ | negativ negativ
32 adult w 570 positiv unklar einfach negativ | negativ | negativ positiv
34 subadult m 379 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
35 subadult w 311 positiv afzbav doppelt negativ| bav afz negativ
36 adult w 481 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
37 adult m 493 positiv afz einfach afz | negativ | negativ negativ
41 subadult m 465 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
49 subadult w 590 positiv afzbav doppelt afz bav afz negativ
69 juvenil w 159 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
70 juvenil m 293 positiv bav einfach negativ| bav | negativ negativ
171 juvenil m 453 positiv bavspiel doppelt spiel bav spiel negativ
346 adult w 1075 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
356 adult m 595 positiv bavspiel doppelt negativ | negativ | bavspiel | negativ
369 adult w 700 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
376 adult m 580 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
378 subadult w n.a. positiv afzbav doppelt bav afz afz negativ
425 subadult w 425 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
426 adult m 800 positiv spiel einfach spiel | negativ | negativ negativ
437 adult m 709 positiv afz einfach negativ | negativ | negativ negativ
447 adult m 723 positiv spiel einfach negativ | negativ| spiel positiv
455 adult w 479 positiv afzbav doppelt bav bav | afzbav negativ
480 adult m 542 positiv afzbavspiel dreifach afz afz | afzspiel positiv
481 adult m 604 positiv afzspiel doppelt spiel spiel spiel negativ
485 subadult w 360 positiv bav einfach negativ | negativ | negativ negativ
488 juvenil m 475 positiv afz einfach afz afz afz negativ
492 juvenil m 250 positiv afz einfach afz afz negativ negativ
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Borrelia Anaplasma
LfSekt Organpool Organpool
ID Alter | Geschlecht | Gewicht (g) (56S23S) (OspA) Mischinfektion | Niere | Herz | Blase | Organpool
498 juvenil m 396 positiv afzbav doppelt afzbav | afz afzbav positiv
500 juvenil m 424 positiv afz einfach negativ | negativ afz positiv
510 adult m 715 positiv bav einfach negativ | negativ | negativ negativ
Cz2 juvenil m 175 positiv afz einfach afz afz afz negativ
CZ15 juvenil w 130 positiv afz einfach afz afz afz negativ
Ccz17 juvenil w 205 positiv afzbav doppelt afz afz bav negativ
CZ19 juvenil m 220 positiv afzbav doppelt afz | negativ| bav negativ
CZ20 juvenil m 240 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
Cz21 juvenil m 230 positiv afz einfach negativ | negativ afz negativ
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