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I. EINLEITUNG 

Zecken verschiedener Spezies dienen als Vektoren für diverse Pathogene, welche bei 

Menschen und Tieren Erkrankungen verursachen können. Zu den relevanten, von Zecken 

übertragenen Pathogenen gehören in Europa unter anderem Anaplasma phagocytophilum, 

Anaplasma platys, Ehrlichia canis, Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia gibsoni, 

Rickettsia helvetica, Rickettsia conorii und die Mitglieder der Borrelia-burgdorferi-sensu-

lato-Gruppe. Als Erreger der Lyme-Borreliose (LB) sind dabei Borrelia afzelii, Borrelia 

garinii und Borrelia burgdorferi sensu stricto von Bedeutung. Die Pathogene zeigen ein 

unterschiedliches Verhalten hinsichtlich ihrer Reservoirwirte und ihrer regionalen 

Verbreitung. Vor allem aufgrund von Reiseaktivitäten und dem Import von Hunden 

müssen Pathogene, die für eine Region eigentlich als nicht endemisch bekannt sind, als 

verursachendes Agens einer entsprechenden Erkrankung berücksichtigt werden. Diese 

Pathogene können sich ebenso in einem Gebiet etablieren und endemisch werden, wenn 

lokal bereits ein kompetenter Vektor vorhanden ist (HAMEL et al., 2011; OTRANTO et 

al., 2010). In diesem Fall können solche Erreger einen unvorhersehbaren Risikofaktor für 

Mensch und Tier darstellen, welche sich noch nicht mit dem Erreger auseinandergesetzt 

haben und bei Auftreten einer klinischen Erkrankung keine spezifische Diagnostik erfolgt. 

Koinfektionen von Zecken, aber auch die gleichzeitigen Übertragung mehrerer Pathogene 

auf einen Wirt sind möglich (BOWMAN et al., 2009; HILDEBRANDT et al., 2011a; 

KORDICK et al., 1999; RYMASZEWSKA et al., 2011). Dabei kann eine simultane 

Infektion mit mehreren von Zecken übertragenen Erregern zu einer Verstärkung und 

Persistenz klinischer Symptome führen, wie es beispielsweise bei Mehrfachinfektionen mit 

Borrelia spp., Anaplasma spp., Babesia spp. oder Ehrlichia canis beschrieben wurde 

(BEALL et al., 2008; DUMLER et al., 2005; GAUNT et al., 2010; KORDICK et al., 1999; 

KRAUSE et al., 1996; KRAUSE et al., 2002). Jedoch ist der gegenseitige Einfluss 

multipler Infektionen auf den Verlauf einer Erkrankung häufig noch unklar und wenig 

charakterisiert. Diese Situation beruht unter anderem auf der Verfügbarkeit von 

Nachweismethoden, die lediglich einzelne Erreger detektieren, und den dadurch 

entstehenden hohen Kosten bei der Diagnostik multipler Pathogene. Zusätzlich vorhandene 

Erreger werden deshalb häufig nicht diagnostiziert. Außerdem lassen sich viele 

Erkrankungen mit dem gleichen antibiotischen Wirkstoff therapieren, wie zum Beispiel 

mit Doxycyclin bei klinischen Veränderungen verursacht durch Borrelia spp., Anaplasma 

phagocytophilum und Ehrlichia canis (EDDLESTONE et al., 2007a; KRUPKA et al., 
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2010). Bei Ansprechen der Therapie und Besserung des Allgemeinbefindens des Patienten 

wird deshalb häufig keine zusätzliche Diagnostik auf weitere Infektionserreger betrieben. 

Aufgrund der oben beschriebenen Problematik war das Ziel dieser Arbeit, ein 

Analyseverfahren zum gleichzeitigen Nachweis multipler, von Zecken übertragener 

Pathogene zu entwickeln. Dabei wurde auf einen DNA-Mikroarray (ArrayTube
TM

, Alere 

Technologies GmbH) zurückgegriffen. Dieser stellt ein hochspezifisches und –sensitives 

Nachweisverfahren dar, das bereits für die Detektion und Charakterisierung von 

Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA), Chlamydia spp. und Escherichia 

coli entwickelt wurde (ANJUM et al., 2007; BOREL et al., 2008; EHRICHT et al., 2006; 

MONECKE et al., 2005). 

Der in dieser Arbeit entwickelte DNA-Mikroarray ermöglicht den spezifischen und 

sensitiven Nachweis multipler Pathogene und Koinfektionen und ist daher für den 

künftigen Einsatz in der Forschung und für die klinische Diagnostik konzipiert. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1 Auswahl relevanter, zu detektierender Pathogene  

Durch Vektoren übertragene Pathogene spielen nicht nur wegen ihres Einflusses auf die 

Gesundheit von Hunden eine große Rolle, sondern auch wegen der Möglichkeit, diese als 

Reservoirwirte zu nutzen und so ein Risiko für Infektionen des Menschen darzustellen 

(DAY, 2011). Häufig ist noch nicht genauer bekannt, wie sich mehrere Erreger bei einer 

Infektion gegenseitig beeinflussen. In der Literatur wird oft ein synergistischer Einfluss bei 

Koinfektionen beschrieben (CARRADE et al., 2009). Studien zufolge ist bei der 

Pathogenese der übertragenen Erreger zudem der Einfluss der Vektorzecke auf die 

Entwicklung der Infektion und die Immunabwehr des Wirtes relevant, da nicht nur eine 

Erregertransmission stattfindet, sondern auch Speichelproteine injiziert werden, welche die 

Immunantwort modulieren (Abbildung 1). Dabei wird insbesondere die über 

T-Helferzellen 1 (Th1) regulierte zelluläre Immunantwort gehemmt, während die über 

T-Helferzellen 2 (Th2) regulierte humorale Abwehr stimuliert wird. Das fördert zum einen 

initial das Überleben und die Vermehrung der Pathogene im Wirt. Zum anderen wird auch, 

bedingt durch die gesteigerte humorale Abwehr, eine sekundäre Immunpathologie 

angeregt, die mit Hypergammaglobulinämie, der Bildung von Immunkomplexen und 

Autoantikörpern einhergeht und eine Verschlimmerung der Symptomatik hervorrufen kann 

(DAY, 2011; SHAW et al., 2001).  
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Abbildung 1: Modell der Immunpathogenese von durch Zecken  

übertragenen Erregern in Hunden 

 

modifiziert nach Shaw et al. (SHAW et al., 2001) 

 

Zecken zählen zu den Vektoren, die einige der wichtigsten krankheitserregenden 

Pathogene auf Menschen und Tiere übertragen können. Für drei der wichtigsten 

Zeckenarten in Europa, Ixodes (I.) ricinus, Dermacentor (D.) reticulatus und 

Rhipicephalus (R.) sanguineus, konnte in früheren Studien eine Ausbreitung in bisher nicht 

endemische Regionen und damit eine Verbreitung der von ihnen übertragenen Erreger 

beobachtet werden. R.-sanguineus-Zecken, die in Europa hauptsächlich in der 

Mittelmeerregion gefunden wurde, konnte sich bereits weiter nach Westeuropa und nach 

Belgien, Frankreich, Deutschland und in die Niederlande ausbreiten (BEUGNET et al., 

2009; BEUGNET et al., 2011; CACCIO et al., 2002). In diesen Gebieten ist die 

Überwinterung außerhalb von Häusern und Räumen allerdings nur bei milden 

Temperaturen möglich (DANTAS-TORRES et al., 2011a; DONGUS et al., 1996). Zecken 

wie D. reticulatus werden in Zentral- und Nordeuropa gefunden, während I. ricinus in ganz 

Europa mit Ausnahme der Mittelmeerregionen nachgewiesen werden kann und in manchen 

Regionen eine höhere Dichte zu entwickeln scheint (BEUGNET et al., 2009). Als 

Ursachen für die Ausbreitung der Zecken werden Vögel und andere Tierbewegungen, bei 
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Hunden vor allem Importe oder Reiseaktivitäten, aber auch Veränderungen der 

klimatischen Bedingungen diskutiert, die es den Zecken ermöglichen sich in bisher nicht 

endemischen Gebieten zu etablieren (BEUGNET et al., 2009; BEUGNET et al., 2011; 

HARTELT et al., 2007). 

Hinzu kommt, dass Zecken gleichzeitig mit mehreren Pathogenen, auch des gleichen 

Genus, infiziert sein und diese übertragen können (BOWMAN et al., 2009; 

HILDEBRANDT et al., 2011a; KORDICK et al., 1999; RYMASZEWSKA et al., 2011). 

Der jeweils gegenseitige Einfluss der Erreger auf die Pathogenese, Entwicklung und 

Verlauf von Erkrankungen im Wirt ist allerdings häufig nicht bekannt.  

Im Folgenden sind die Pathogene, eingeteilt nach deren Vektoren aufgeführt, die aufgrund 

ihres Krankheit auslösenden und zoonotischen Potenzials, aber auch aufgrund ihrer hohen 

Prävalenz in Zecken und damit erhöhten Wahrscheinlichkeit für simultane Übertragungen 

und Koinfektionen im Wirt in die Doktorarbeit einbezogen wurden (REYE et al., 2010; 

RYMASZEWSKA et al., 2011; SHAW et al., 2001). 

 

1.1 Wichtige Pathogene mit Ixodes ricinus als Vektor 

Anaplasma phagocytophilum (Ap), der Erreger der humanen granulozytären Anaplasmose 

des Menschen bzw. der kaninen granulozytären Anaplasmose des Hundes, ist ein zur 

Ordnung der Rickettsiales gehörendes, obligat intrazelluläres Bakterium, das sich 

hauptsächlich in neutrophilen Granulozyten vermehrt (CARRADE et al., 2009). Im Jahr 

2001 wurden die Pathogene Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi und das Agens der 

humanen granulozytären Ehrlichiose unter dem Namen Ap zusammengefasst (DUMLER et 

al., 2001). Isolate von Ap weisen signifikante serologische Kreuzreaktivitäten, aber auch 

Variationen in den Nukleotidsequenzen der 16S rRNA (> 99,5 % Identität) und des 

groESL-Gens (≥ 99,0 % Identität) auf (DUMLER et al., 2001). 

Nach Carrade et al. können die Bakterien nach Infektion des Wirtes zwei unterschiedliche 

Formen ausbilden: schmale dichte Formen, die an die Wirtszellen binden, und retikuläre 

Formen, die sich intrazellulär vermehren und sich zu der erstgenannten Form umwandeln, 

bevor sie durch Ruptur der Wirtszelle freigesetzt werden. Nach der Zerstörung der 

Wirtszelle heften sich die Erreger an den P-Selektin-Glykoprotein-Liganden 1 (PSGL 1) 

und den Faktor Sialyl-Lewis X von neutrophilen Granulozyten an. Anschließend werden 

sie über Endozytose aufgenommen, womit gleichzeitig die Bildung des Phagolysosoms 

umgangen wird. Das intrazelluläre Überleben wird zudem durch die Hemmung der 

Superoxidproduktion und die Hemmung der Apoptose der Wirtszellen ermöglicht 
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(CARRADE et al., 2009). In infizierten neutrophilen Granulozyten wird außerdem die 

Bildung der PSGL-1 und L-Selektin-Liganden vermindert, wodurch die Zellen nicht mehr 

an das Endothel anheften können und deren Auswanderung in Zielgewebe und folglich die 

Immunabwehr gehemmt wird. Dieser Mechanismus der Immunsuppression erhöht das 

Risiko für sekundäre opportunistische Infektionen und hat bei Koinfektionen einen 

unterstützenden Einfluss auf die Etablierung der Erreger (CARRADE et al., 2009; 

THOMAS et al., 2001).  

Die klinischen Veränderungen einer Ap-Infektion sind beim Hund vor allem Fieber und 

Lethargie, welche ein bis zwei Wochen nach der initialen Infektion auftreten können. 

Ebenso werden Anorexie, Bewegungsunlust und Lahmheiten beschrieben. Aufgrund der 

unspezifischen und in Europa häufig milden bis subklinischen und selbstlimitierend 

Verlaufsform können Infektionen bei Hunden übersehen werden (CARRADE et al., 2009). 

Neben dem intrazellulären Überleben der Bakterien wird die Umgehung des 

Immunsystems durch die Expression variabler Oberflächenproteinen, wie dem MSP2/P44, 

ermöglicht, wodurch hochspezifische Antikörper nicht mehr an die Erreger binden können 

(BROWN, 2008). Dies wirkt unterstützend auf die Entstehung persistenter Infektionen 

(BROWN, 2008), die bei Hunden, Pferden und Wiederkäuern trotz Therapie beschrieben 

wurden (BROWN, 2012; CARRADE et al., 2009; FRANZEN et al., 2009; SCORPIO et 

al., 2011). Es wird vermutet, dass sich die Bakterien in verschiedene Gewebe zurückziehen 

können, um den Kontakt mit Immunzellen und Antikörpern zu umgehen (CHANG et al., 

1998). Zudem werden periphere Granulozyten als mögliches Reservoir diskutiert 

(FRANZEN et al., 2009). In persistent infizierten Lämmern konnten die Bakterien post 

mortem in Nieren, Knochenmark und Lymphknoten detektiert werden (STUEN et al., 

2006). Durch Stress oder induzierte Immunosuppression, z. B. durch die Gabe von 

Dexamethason, konnten die Bakterien wieder mittels PCR und mikroskopischer 

Untersuchungen im Blut detektiert werden (EGENVALL et al., 2000; FRANZEN et al., 

2009).  

 

Borrelien sind schraubenförmig gewundene Bakterien der Familie Spirochaetaceae 

(Ordnung Spirochaetales) und werden in zwei Gruppen eingeteilt, die Gruppe der 

Rückfallfieber-Borrelien (wie z. B. Borrelia recurrentis und Borrelia miyamotoi sensu 

lato) und den Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Komplex. Dieser Komplex umfasst derzeit 

18 Spezies, von denen aber nur ein Teil als Auslöser der LB gilt (MARGOS et al., 2011). 

Zu diesen zählen Borrelia (B.) afzelii, B. garinii und Borrelia burgdorferi sensu stricto 
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(Bbss). Studien der Nager-assoziierten Stämme des OspA Serotyps 4 von B. garinii 

ergaben, dass diese sich genetisch so deutlich von den an Vögel adaptierten Stämmen 

unterscheiden, dass sie als eigene Spezies anzusehen sind und als Borrelia bavariensis sp. 

nov. (Bbav) bezeichnet wurden (MARGOS et al., 2009). B. afzelii wurde beim Menschen 

häufig in kutanen Geweben nachgewiesen, bei B. garinii (Borrelia bavariensis sp. nov., 

Bbav) wurden neurologische Manifestationen und bei Bbss Arthitiden beobachtet 

(EIFFERT et al., 1998; MARGOS et al., 2011; VAN DAM et al., 1993). Ein reiner 

Gewebetropismus der verschiedenen Borrelienarten wurde allerdings nicht bewiesen, da 

auch eine Verbreitung in andere Organe gezeigt werden konnte (HOVIUS et al., 1999). 

Die übertragenden Zecken können mit mehr als einer Genospezies infiziert sein (RAUTER 

et al., 2002; RAUTER et al., 2005). Mehrfachinfektionen mit unterschiedlichen 

Genospezies wurden bei humanen LB-Fällen bereits beschrieben, allerdings ohne Aussage 

hinsichtlich der klinischen Symptomatik (DEMAERSCHALCK et al., 1995; RAUTER et 

al., 2005). Die Isolierung der Borrelienspezies B. valaisiana, B. lusitaniae, B. bissetti und 

B. spielmanii aus menschlichen Geweben führte dazu, diese als weitere pathogene und LB-

verursachende Spezies zu diskutieren (ESCUDERO et al., 2000; FINGERLE et al., 2008; 

MARGOS et al., 2011).  

Bei Hunde gilt Bbss als erwiesen pathogene Spezies (APPEL et al., 1993). Für B. afzelii 

und B. garinii (Bbav) fehlen dagegen noch die Beweise für das Auftreten natürlicher 

Infektionen (KRUPKA et al., 2010). Die klinischen Veränderungen einer Infektion bei 

Hunden, die auch erst nach bis zu 5 Monaten auftreten können, umfassen vor allem durch 

Arthritiden bedingte Lahmheiten, welche nach der klinischen Genesung im Abstand von 2-

4 Wochen an jeweils unterschiedlichen Extremitäten wiederkehren können, sowie leichtes 

Fieber (APPEL et al., 1993; BOWMAN et al., 2009). Da eine akute Infektion bei Hunden 

aufgrund der unspezifischen Symptome häufig nicht bemerkt und behandelt wird, können 

sich die Spirochäten in vom Immunsystem schwer erreichbare Nischen zurückziehen und 

chronische Erkrankungen verursachen (HOVIUS et al., 1999). Eine Beteiligung der Nieren 

mit Entwicklung von Glomerulonephritis in chronisch infizierten Hunden wurde 

beschrieben (LITTLE et al., 2010). Das Krankheitsbild der LB soll insbesondere durch die 

sekundären Reaktionen des Immunsystems auf die Erreger, unter anderem durch die 

Bildung kreuzreaktiver Antikörper, aber auch durch eine direkte durch T-Zellen vermittelte 

Immunantwort, entstehen (KNAUER et al., 2007; SEILER et al., 1996). Ein Anzeichen für 

die initial geschwächte Immunabwehr ist die geringe Anzahl neutrophiler Granulozyten, 

die im Erythema migrans beim Menschen gefunden wurden (HARTIALA et al., 2008). 



Literaturübersicht  

 

8 

Hierbei spielen vermutlich Oberflächenproteine der Borrelien wie OspB eine Rolle bei der 

Inhibition von Phagozytose und Komplementaktivierung oder wie OspA bei der oxidativen 

Zerstörung neutrophiler Granulozyten, aber auch lösliche Faktoren bei der Hemmung der 

Chemotaxis neutrophiler Granulozyten (HARTIALA et al., 2008). Das Oberflächenprotein 

OspC, das während der Blutmahlzeit der Vektorzecke vermehrt exprimiert wird, wirkt sich 

ebenso begünstigend auf die Etablierung einer Infektion aus. Es verbindet sich mit dem 

Speichelprotein Salp 15 der übertragenden Zecke, welches die Aktivierung der 

T-Zellantwort im Wirt hemmt (EMBERS et al., 2008; RAMAMOORTHI et al., 2005). 

Nach der Übertragung von der Zecke und Etablierung in der Haut des Wirtes, können sich 

die Borrelien über das Gewebe fortbewegen und in Gelenkkapseln, kollagenhaltiges 

Gewebe, Haut, Herz und zentrales und peripheres Nervensystem ausbreiten (HARTIALA 

et al., 2008; STRAUBINGER et al., 1997; STRAUBINGER et al., 2000a). Die Umgehung 

des Immunsystems geschieht zudem über die Variation von Oberflächenproteinen wie des 

VlsEs, welches vom auf dem linearen Plasmid lp28-1 liegenden vlsE-Lokus exprimiert 

wird (EMBERS et al., 2008; PALMER et al., 2009). Die zahlreichen Variationen der 

Proteinstruktur können von den gebildeten Antikörpern nicht erkannt werden, wodurch der 

Erreger nicht eliminiert werden kann (EMBERS et al., 2008). Zusätzlich zur 

Antigenvariation können sich die Spirochäten zu kugelförmigen Lebensformen umbilden, 

wenn sie ungünstige Bedingungen vorfinden (STRAUBINGER et al., 2000a). In diesen 

Formen können sie für mehrere Tage ohne metabolische Aktivität überleben und sich 

wieder in Spiralformen zurück wandeln, wenn die umgebenden Bedingungen günstiger 

sind. Unter diesen Bedingungen und der Tatsache, dass Borrelien in vom Immunsystem 

schwer erreichbaren Geweben persistieren, führt auch eine antibiotische Behandlung nicht 

zur völligen Eliminierung der Erreger (EMBERS et al., 2012; STRAUBINGER et al., 

2000a). 

 

Rickettsien sind obligat intrazelluläre Erreger und taxonomisch in die Ordnung der 

Rickettsiales eingegliedert. Aufgrund ihrer Pathogenität und phänotypischer Eigenschaften 

wurden einzelne Spezies in den Gruppen der epidemischen Typhus Group (TG) 

Rickettsien (z. B. Rickettsia prowazekii, Rickettsia typhi) und der Spotted Fever Group 

(SFG) Rickettsien zusammengefasst (FOURNIER et al., 2009). SFG-Rickettsien werden 

hauptsächlich von Zecken übertragen, mit Ausnahme von Rickettsia felis und Rickettsia 

akari, welche Flöhe und Milben als Vektoren nutzen (FOURNIER et al., 2009). Von 

Zecken übertragene Rickettsiosen gehören zu den Zoonosen, die am längsten als von 
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Vektoren übertragene Erkrankungen bekannt sind (PAROLA et al., 2005a). Parola et al. 

beschrieb für SFG-Rickettsien, dass Zecken, die mit einer dieser Spezies infiziert sind, 

unempfänglich für andere Rickettsienspezies sind. Die verschiedenen Erreger scheinen 

sich innerhalb der Zecke zu hemmen, so dass sich nur eine Spezies im Vektor etablieren 

kann, was wiederum Auswirkungen auf die Verbreitung der verschiedenen 

Rickettsienarten hat (PAROLA et al., 2005a). Die Pathogenität der Erreger hängt von der 

jeweiligen Rickettsienspezies ab. Nach der Übertragung von der Zecke auf den Wirt 

replizieren die Pathogene in den endothelialen Zellen von Blutgefäßen. Die entstehende 

Vaskulitis löst die klinische Symptomatik und hämatologischen Veränderungen aus 

(RAOULT et al., 1997). Die SFG-Rickettsien können durch die Ausbildung von 

Aktinfilamenten innerhalb der Wirtszelle und von Zelle zu Zelle wandern (GOUIN et al., 

2004; RAOULT et al., 1997). 

Für Rickettsia helvetica (Rh), einer Spezies der SFG-Rickettsien, wurde sowohl die 

transstadiale als auch die transovarielle Übertragung in I. ricinus nachgewiesen (BORETTI 

et al., 2009). Die Zeckenspezies gilt daher nicht nur als Vektor, sondern auch als 

Erregerreservoir (PAROLA et al., 2005a). Infektionen mit Rh können beim Menschen 

grippeähnliche Symptome auslösen, die in der Regel selbstlimitierend verlaufen 

(NILSSON, 2009). Es wurden allerdings auch schwere Verlaufsformen mit 

Muskelschmerzen und Hautausschlag an den Extremitäten beschrieben (FOURNIER et al., 

2004; NILSSON, 2009). Für Hunde ist nicht bekannt, ob eine Infektion mit Rh klinische 

Veränderungen hervorrufen kann. Eine Beziehung von Fieber unbekannter Herkunft (fever 

of unknown origin, FUO) mit einer zugrunde liegenden Infektion mit Rh wird für Hunde 

allerdings diskutiert (BORETTI et al., 2009). Zudem werden größere Säugetiere als 

Reservoirwirte für Rh vermutet, da von diesen Tieren gesammelte Zecken hohe 

Prävalenzraten aufwiesen und in Hirschen der Nachweis der Rh-DNA gelang (BORETTI 

et al., 2009; INOKUMA et al., 2008). Im Zusammenhang mit den hohen Prävalenzraten in 

I. ricinus, welche in der Vegetation gesammelt wurden (BORETTI et al., 2009; 

SEVERINSSON et al., 2010), sollte die Pathogenität dieser Rickettsienspezies, 

insbesondere hinsichtlich ihres Einflusses auf die Pathogenese bei Koinfektionen, weiter 

abgeklärt werden. Als weiterer Vektor für Rh dient möglicherweise auch D. reticulatus 

(DOBEC et al., 2009). 
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1.2 Wichtige Pathogene mit Dermacentor reticulatus als Vektor 

Babesien gehören zum Stamm der Apikomplexa (Eukaryota) und werden nach ihrer 

Morphologie in große (3,0-5,0 μm) und kleine (1,5-2,5 μm) Babesien eingeteilt (CACCIO 

et al., 2002). Babesia (B.) canis und B. vogeli (Vektor R. sanguineus), die aufgrund ihrer 

Unterschiede hinsichtlich Klinik, Vektor und genetischer Eigenschaften als separate 

Spezies angesehen werden (SOLANO-GALLEGO et al., 2011), werden den großen, 

B. gibsoni den kleinen Babesien zugeordnet.  

Im Darm der Zecke formen sich die über das Blut aufgenommenen Piroplasmen zu 

Gameten um, die sich wiederum zu motilen Zygoten umbilden. Diese vermehren sich und 

wandern in verschiedene Gewebe der Zecke, einschließlich der Ovarien, aus, wodurch die 

transovarielle Übertragung zustande kommt. In die Speicheldrüsen der Zecken 

ausgewanderte Zygoten reifen nach Anheften der Zecke an einen Wirt zu Sporozoiten 

(UILENBERG, 2006). Die Erreger infizieren nach Übertragung auf den Wirt die 

Erythrozyten und vermehren sich dort. Je nach Erregerspezies, Alter des Tieres, 

Immunstatus und gleichzeitig bestehender Infektion oder Erkrankung verläuft die 

Babesiose unterschiedlich schwer (IRWIN, 2009). Das Leitsymptom, welches von Solano-

Gallego et al. beschrieben wurde, ist Anämie. Diese ist multifaktoriell bedingt und 

induziert selbst eine Reihe von Immunantworten, welche den Verlauf der Erkrankung stark 

beeinflussen können. Zu diesen Reaktionen des Immunsystems, die zusätzlich zur 

Zerstörung von Erythrozyten führen, gehören unter anderem die Bindung von Antikörpern 

auf die Zelloberfläche, Komplementaktivierung, die Bildung hämolytischer Faktoren im 

Serum und die oxidative Schädigung von Erythrozyten (SOLANO-GALLEGO et al., 

2011). 

B. canis kann bei Infektion von Hunden akute Erkrankungen mit Fieber, Apathie, 

Hämolyse, Anämie und Thrombozytopenie auslösen (SOLANO-GALLEGO et al., 2008; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Zusätzlich werden atypische klinische Veränderungen 

mit zerebraler, gastrointestinaler und okulärer Beteiligung beschrieben, welche die 

Diagnosestellung erschweren (BOURDOISEAU, 2006). Eine Parasitämie ist nur bei 1-2 % 

der Fälle zu beobachten und korreliert nicht notwendigerweise mit der Schwere der 

klinischen Veränderungen (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Auch nach Ansprechen auf 

eine antibiotische Therapie mit Normalisierung der Leber- und Nierenfunktionen und der 

Blutparameter, konnte im Blut klinisch gesunder Hunde Erreger-DNA nachgewiesen 

werden (WELC-FALECIAK et al., 2009). Bei diesen chronisch subklinisch infizierten 

Hunden besteht neben dem Risiko eines Ausbruchs der Babesiose z. B. durch 
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Immunsuppression bei Stress oder andere (infektiöse) Erkrankungen, auch das Risiko einer 

sekundären Beteiligung von Organen wie Nieren und Leber (WELC-FALECIAK et al., 

2009). Daher ist eine frühzeitige Therapie mit Überprüfung des Therapieerfolgs notwendig 

(WELC-FALECIAK et al., 2009), da die beschriebene chronisch persistente Parasitämie 

auch ein Risiko für die weitere Verbreitung des Erregers, insbesondere über importierte 

oder auf Reisen mitgenommene Hunde, darstellt (HAMEL et al., 2011; OTRANTO et al., 

2010). In Europa wurde bisher ein Fall einer humanen Babesiose mit Babesia canis sp. 

dokumentiert (KJEMTRUP et al., 2000). 

 

1.3 Wichtige Pathogene mit Rhipicephalus sanguineus als Vektor 

Anaplasma platys (Apl) ist ein obligat intrazelluläres Bakterium, das Thrombozyten 

infiziert (GAUNT et al., 2010). Das Bakterium ist ein Mitglied der Familie der 

Anaplasmataceae (Ordnung Rickettsiales) und löst bei Hunden die zyklische 

Thrombozytopenie aus. Es wurde angenommen, dass der Erreger durch R. sanguineus 

übertragen wird, was allerdings noch nicht sicher nachgewiesen werden konnte (GAUNT 

et al., 2010; SIMPSON et al., 1991). In neueren Studien wird dagegen Rhipicephalus 

turanicus als potentieller Vektor angegeben (HARRUS et al., 2011a). Eine Übertragung 

der Bakterien auf den Menschen konnte bisher nicht nachgewiesen werden (GAUNT et al., 

2010). 

Eine Infektion mit dem Pathogen kann in Hunden subklinische bis schwere 

Verlaufsformen auslösen. Abhängig vom jeweiligen Erregerstamm, dem Immunstatus des 

Tieres, zusätzlichen Stressfaktoren und der Rasse, treten unterschiedliche Schweregrade 

von Fieber, Lethargie und Blutungen mit Petechien und Ekchymosen auf (AGUIRRE et 

al., 2006; DE LA FUENTE et al., 2006; GAUNT et al., 2010). Die Zerstörung der 

Thrombozyten soll einerseits als direkte Konsequenz der Infektion durch sich replizierende 

Erreger, andererseits durch immunmediierte Mechanismen besonders in den folgenden 

Phasen der Parasitämien zustande kommen (HARVEY et al., 1978). Koinfektionen mit 

anderen von R. sanguineus übertragenen Erregern wie z. B. Ehrlichia canis (Ec) oder 

B. vogeli können den Erkrankungsverlauf und die klinischen Veränderungen zusätzlich 

verschlimmern (DE CAPRARIIS et al., 2011; EDDLESTONE et al., 2007b; GAUNT et 

al., 2010). Bei gleichzeitiger Infektion mit Ec und Apl wurden in experimentellen Studien 

eine stärkere Ausprägung der Anämie und Thrombozytopenie festgestellt, als bei 

Infektionen mit den einzelnen Erregern (GAUNT et al., 2010). Zudem war der Verlauf der 

Apl-Infektion persistenter als bei einer Einzelinfektion.  
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Ehrlichia canis (Ec) ist der Erreger der kaninen monozytäre Ehrlichiose und wird der 

Familie der Anaplasmataceae (Ordnung Rickettsiales) zugeordnet. Die Bakterien 

vermehren sich obligat intrazellulär, infizieren bei Hunden mononukleäre Zellen wie 

Monozyten und Makrophagen und lösen Erkrankungen mit subklinischen bis hin zu 

schweren Verlaufsformen aus (HARRUS et al., 2011b; SHAW et al., 2001). Dabei können 

klinische Veränderungen wie Lethargie, Anorexie, Fieber und Gerinnungsstörungen 

ebenso wie okuläre oder zentrale Manifestationen beobachtet werden (HARRUS et al., 

2011b). Die Sequestrierung von Thrombozyten in der Milz oder Zerstörung durch 

immunmediierte Mechanismen sollen zu einer Thrombozytopenie führen, welche als 

Ursache der beschriebenen Gerinnungsstörungen gilt (GAUNT et al., 2010; HARRUS et 

al., 2011b; SHAW et al., 2001). Infektionen von Menschen mit Ec wurden dokumentiert 

(DAY, 2011). 

Während der asymptomatischen Verlaufsform, die sich nach der akuten Phase entwickeln 

und über Jahre hinziehen kann, wurde der Erreger bei Hunden vor allem in der Milz 

nachgewiesen (HARRUS et al., 1998). Zudem scheint auch das Knochenmark ein 

präferierter Rückzugsort bei chronischen Infektionen mit Ec zu sein (MYLONAKIS et al., 

2004). Andere Manifestationsorte sind Leber, Nieren und Lymphknoten, aber auch im 

peripheren Blut konnten die Erreger detektiert werden (GAL et al., 2008; HARRUS et al., 

1998). In der chronischen Phase treten Veränderungen im Blutbild, wie Thrombo- und 

Panzytopenie, aber auch Knochenmarkshypoplasie auf, die durch zusätzliche 

Erkrankungen oder schwere Blutungen zum Tod des Tieres führen können (MYLONAKIS 

et al., 2004).  

 

Eine Infektion mit Babesia vogeli verursacht in Hunden milde klinische bis subklinische 

Veränderungen und wird häufig im Zusammenhang mit zusätzlichen Erkrankungen 

detektiert (CACCIO et al., 2002; SOLANO-GALLEGO et al., 2008). Die klinischen 

Veränderungen scheinen kein homogenes klinisches Muster aufzuweisen und hängen vom 

Alter des Tieres, bereits durchgeführten Eingriffen, insbesondere einer Splenektomie, und 

anderen prädisponierenden Faktoren, wie gleichzeitig bestehenden Infektionskrankheiten 

oder Immunsuppression, ab (SOLANO-GALLEGO et al., 2008). Hunde mit subklinisch 

akuter oder chronischer Infektion mit B. vogeli können eine schwere Erkrankungen 

entwickeln, wenn zusätzliche Infektionen, wie mit Leishmaniose oder anderen durch die 

gleiche Zecke übertragenen Erregern z. B. Ec oder Apl auftreten (CARDOSO et al., 2010a; 

CARDOSO et al., 2010b; GAL et al., 2007). Ebenso können Organerkrankungen wie 
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chronische Niereninsuffizienzen den Verlauf verschlechtert. Akute schwere Erkrankungen 

mit Fieber, Lethargie, hämolytischer Anämie, Anorexie und Ikterus wurden insbesondere 

bei jungen Hunden und Welpen beschrieben (SOLANO-GALLEGO et al., 2008). 

 

Infektionen mit Babesia gibsoni können bei Hunden schwere Erkrankungen mit 

hämolytischer Anämie, Multiorganversagen und Tod, aber auch milde bis inapparent 

chronische klinische Veränderungen verursachen (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; 

TROTTA et al., 2009). Der Erreger wurde in Europa im Blut von Hunden aus Spanien, 

Italien und Deutschland nachgewiesen (CRIADO-FORNELIO et al., 2003; HARTELT et 

al., 2007; TROTTA et al., 2009). Babesiose-Fälle aus den USA und Australien lassen eine 

erhöhte Anfälligkeit von American Pit Bull Terriern und American Staffordshire Terriern 

vermuten (BIRKENHEUER et al., 2005; JEFFERIES et al., 2007). Neben rassebedingter 

Anfälligkeiten werden als Ursachen dafür auch Bissverletzungen z. B. aus Hundekämpfen 

diskutiert, bei denen die Erreger durch infiziertes Blut übertragen werden 

(BIRKENHEUER et al., 2005). Bluttransfusionen stellen ein weiteres Risiko für 

B.-gibsoni-Infektionen dar, ebenso wie die transplazentare Übertragung (FUKUMOTO et 

al., 2005; STEGEMAN et al., 2003). Trotz antibiotischer Therapie kann eine Infektion in 

einem chronischen, phasenweise asymptomatischen Verlauf resultieren, der zu 

immunmediierten Komplikationen wie Glomerulonephritis und Polyarthritis führen kann 

(STEGEMAN et al., 2003). Auch nach erfolgreicher Therapie mit Besserung der 

klinischen Veränderungen konnte zeitweise Erreger-DNA im Blut nachgewiesen werden. 

Die lässt auf eine fluktuierende Parasitämie in den Hunden schließen (IRWIN, 2009). Der 

zeitweise mögliche Nachweis im Blut ist auch bei humanen Babesiose-Fällen mit anderen 

Erregerspezies, wie Babesia microti, beschrieben. 

 

Rickettsia conorii (Rc) gehört zu den SFG-Rickettsien und kann wie Rh in der Zecke 

sowohl transstadial als auch transovariell übertragen werden (SOCOLOVSCHI et al., 

2009). Der Erreger verursacht beim Menschen das Mittelmeerfleckfieber (Mediterranean 

spotted fever) (SOLANO-GALLEGO et al., 2006). Die Erkrankung ist in der 

Mittelmeerregion bzw. Südeuropa und Nordafrika endemisch (PAROLA et al., 2005a). 

Beim Menschen verursachen Infektionen mit Rc eine akute fieberhafte Erkrankung mit 

Hautausschlag, der sich von der Stelle des Zeckenbisses bis über die Extremitäten 

ausbreiten kann (PAROLA et al., 2005a). In etwa 6 % der Fälle verläuft die Erkrankung 

mit schwerwiegenden Symptomen mit neurologischer Manifestation und Organbeteiligung 
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(AMARO et al., 2003; RAOULT et al., 1983). Zu den Risikofaktoren, die zur Entwicklung 

der schweren Form beitragen, zählen Immunsuppression und ein später Beginn der 

Behandlung (PAROLA et al., 2005b).  

Serologische Studien über Rc zeigten hohe Prävalenzraten von bis zu 60 % in Hunden aus 

endemischen Gebieten (HARRUS et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2006). Es 

wurde angenommen, dass Hunde zumindest zeitweilig als Reservoir der Bakterien dienen 

können (HARRUS et al., 2007; LEVIN et al., 2011). Eine Korrelation zwischen der 

Erkrankung von Menschen und dem Nachweis von Antikörpern bei Hunden wurde 

diskutiert (HARRUS et al., 2007; MUMCUOGLU et al., 1993) und die Exposition von 

Menschen zu seropositiven Hunden als Risikofaktor einer Infektion vermutet (SOLANO-

GALLEGO et al., 2006). Die Übertragung der Erreger von infizierten Hunden auf die 

Vektorzecke konnte experimentell nachgewiesen werden (LEVIN et al., 2011). Damit 

scheinen Hunde vor allem eine Rolle für den Eintrag der Überträgerzecke und des Erregers 

in nicht endemische Gebiete zu spielen und damit das Risiko einer Infektion des Menschen 

zu erhöhen (LEVIN et al., 2011; SENNEVILLE et al., 1991). 

Die klinischen Veränderungen bei Hunden mit Rc-Infektion hingen bei experimentellen 

Versuchen vom verwendeten Stamm, aber auch von der Injektionsmethode (Zeckenbiss, 

Nadelinokulation) ab (LEVIN et al., 2011). Die Klinik umfasste bei experimentell und 

natürlich infizierten Hunden mildes Fieber, Anorexie und Lethargie (LEVIN et al., 2011; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2006). Im Allgemeinen verläuft die klinische Erkrankung 

beim Hund aber so mild, dass eine Diagnostik von Rc in Hunden eher als Risikoeinstufung 

für den Menschen angesehen wird (HARRUS et al., 2007; LEVIN et al., 2011). 

 

2 Koinfektionen und Persistenz 

Häufig sind Zecken gleichzeitig mit mehreren Erregern infiziert (BELONGIA, 2002; 

HILDEBRANDT et al., 2011a; REYE et al., 2010). Infektionen mit multiplen Erregern im 

Wirt können einerseits durch simultane Übertragung der Erreger, aber auch durch eine 

unabhängige Übertragung durch verschiedene Zecken und zu verschiedenen Zeitpunkten 

entstehen (CARDOSO et al., 2010b; GAUNT et al., 2010; KORDICK et al., 1999). Damit 

steigt das Risiko von Mehrfachinfektionen bei einer Exposition zu mehreren Zecken an. 

Häufig sind die Folgen einer solchen simultanen oder auch sequentiellen Infektion mit 

verschiedenen Pathogenen für den Verlauf der Infektion bzw. der Erkrankung noch nicht 

genauer bekannt. Vorhandene Studien fokussieren vor allem auf Koinfektionen mit Ap und 
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Borrelia spp., da diese Bakterien als zunehmend wichtige Infektionserreger angesehen 

werden (CHOMEL, 2011; NICHOLSON et al., 2010). 

 

In einer eigenen, dieser Arbeit vorangestellten Studie wurde die Thematik der Koinfektion 

von Hunden mit Borrelia spp. und Ap aufgegriffen. Dabei wurden Untersuchungen auf 

Infektionen mit den beiden Erregern bei Hunden durchgeführt und die Ergebnisse in Bezug 

zum Vorbericht und zum klinischen Status der Tiere ausgewertet. Im Rahmen von 

Routineuntersuchungen in den Kleintierkliniken, Abteilungen Innere Medizin und 

Chirurgie, der Veterinärmedizinischen Universitäten von Berlin, Gießen, Leipzig, 

Hannover und München wurden dabei Hunde mit dem 4Dx SNAP
®
 Test (IDEXX 

Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) serologisch auf Antikörper gegen Ap und 

Borrelia spp. untersucht. In jeder Klinik wurden SNAP Test-positive und –negative Blut- 

und Serumproben gesammelt. Insgesamt wurden 627 dieser vorselektierten Proben im 

Rahmen der Studie weiter bearbeitet. Alle Serumproben wurden mittels des 

Zweistufentests (ELISA und Western Blot) auf das Vorhandensein von Antikörpern gegen 

Borrelia spp. getestet. Außerdem wurden alle 627 Blutproben auf Ap-spezifische DNA 

mittels einer msp2 real-time PCR (COURTNEY et al., 2004) untersucht und positive 

Ergebnisse durch Klonierung und Sequenzierung des groESL-Gens (CHAE et al., 2000) 

zusätzlich bestätigt.  

Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen deckten sich mit früheren Studien aus 

Deutschland. Auch hier reagierte der Großteil der vorselektierten Proben positiv auf Ap-

Antikörper und ein geringerer Teil auf Borrelia-spp.-Antikörper (KRUPKA et al., 2007). 

Der Vergleich der PCR-Ergebnisse mit der serologischen Diagnostik von Ap ließ 

Rückschlüsse auf die jeweilige Phase der Infektion zu. Zum Beispiel wurde angenommen, 

dass Hunde, die in beiden Tests für Ap positiv waren, zum Zeitpunkt einer akuten Infektion 

beprobt wurden. Für diese Tiere waren vermehrt Thrombozytopenien und Fieber im 

Vorbericht angegeben. Tiere, die nur positiv für den Nachweis Ap-spezifischer DNA 

waren, wurden dagegen in eine frühere Infektionsphase eingestuft (noch keine 

Antikörperbildung) und zeigten keine klinischen Auffälligkeiten. Diese Ergebnisse 

korrelierten mit den Beschreibungen möglicher klinischer Veränderungen bei akuten und 

subklinischen Ap-Infektion (CARRADE et al., 2009; KOHN et al., 2010; PUSTERLA et 

al., 1997; RAVNIK et al., 2011). Hunde, in denen gleichzeitig Antikörper gegen Ap und 

Borrelia spp. nachgewiesen werden konnten, zeigten im Vergleich zu Hunden mit 

Antikörpern gegen nur einen der beiden Erreger oder ohne spezifische Antikörper keine 
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signifikanten klinischen Auffälligkeiten. Bei diesen Ergebnissen sind allerdings 

insbesondere die geringe Anzahl an positiven Proben (n = 33), der Nutzen der Serologie 

für akute Ap-Infektionen, sowie die Erstellung eines umfassenden Vorberichts mit 

klinischen Veränderungen zu diskutieren und der Einfluss auf die Ergebnisse abzuwägen. 

Die Ergebnisse zeigten, dass Infektionen mit einzelnen oder beiden Erregern häufig 

vorkommen und dass der Einfluss auf die klinischen Veränderungen weiter untersucht 

werden muss. 

 

Auch in der Humanmedizin wurde bisher ein Schwerpunkt auf die Diagnostik von Borrelia 

spp. und Ap Koinfektionen gelegt, da Borrelia spp. in Zecken hohe Prävalenzraten 

aufweist (NIETO et al., 2009; RICHTER et al., 2012) und daher ein hohes Infektionsrisiko 

darstellt. In den USA zeigen detektierte Ap-Stämme im Vergleich zu europäischen 

Stämmen zudem eine höhere Virulenz mit höherer Mortalitätsrate (ALBERTI et al., 2005). 

Die Immunpathogenese von Ap-Infektionen lässt außerdem auf einen synergistischen 

Einfluss hinsichtlich der Etablierung und Pathogenese weiterer Erreger schließen. Ap 

infiziert hauptsächlich neutrophile Granulozyten und hindert diese daran, unter anderem 

durch eine geringere Expression der P-Selektin-Glykoprotein-Liganden 1 und des 

L-Selektins, an endotheliale Zellen zu adhärieren und durch die endotheliale Barriere zu 

migrieren (CHOI et al., 2003; DUMLER et al., 2005). Zusätzlich scheinen die Bakterien 

über Eingriffe in die Genexpression der Wirtszelle mit Effektorproteinen wie dem AnkA 

die Funktion der neutrophilen Granulozyten zu modifizieren (DUMLER et al., 2005; 

GARCIA-GARCIA et al., 2009). Die entstehende Immunsuppression begünstigt 

gleichzeitig vorhandene Infektionen (BEALL et al., 2008; CHOI et al., 2003; DUMLER et 

al., 2005). In experimentellen Studien konnte bei Koinfektionen mit den Erregern Ap und 

Borrelia spp. zudem eine synergistische Hemmung des Immunsystems beobachtet werden 

(THOMAS et al., 2001; ZEIDNER et al., 2000). Die Experimente ergaben eine geringere 

Produktion Th1 assoziierter Zytokine (u.a. IL-2, IFNγ) (ZEIDNER et al., 2000). 

Insbesondere die verminderte IFNγ-Produktion wirkte unterstützend auf das initiale 

Überleben intrazellulärer Bakterien und wurde auch bei der Koinfektion mit Ap und Bb 

beobachtet (ZEIDNER et al., 2000). Durch die Steigerung der durch Th2-Zellen 

regulierten Immunantwort wurde vermehrt IL-4 produziert, das wiederum die IL-2 

vermittelte Differenzierung der CD4
+
 Zellen und die Bildung von IFNγ inhibierte 

(ZEIDNER et al., 2000). 
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Die Etablierung mehrerer Infektionen wirkt sich auch auf die entstehende Symptomatik 

und Therapiemöglichkeiten aus. Beispielsweise wurden bei Koinfektionen von Menschen 

mit Erregern der LB und Ap persistente und atypische klinische Symptome beobachtet 

(KRAUSE et al., 2002). Im Gegensatz zu Einzelinfektionen wurden bei Koinfektionen mit 

Babesia spp. und Erregern der LB schwerere und länger dauernde Verläufe beschrieben 

(KRAUSE et al., 1996). Im Weiteren zeigten Studien über Koinfektionen von Babesia spp. 

mit Ec bzw. von Ec mit Apl eine Veränderung des klinischen Bildes und Verstärkung der 

Symptomatik (GAUNT et al., 2010; KORDICK et al., 1999). 

 

Häufig ist der Einfluss einer zusätzlichen Infektion bei bestehender persistenter Infektion 

nicht genauer bekannt. Insbesondere bei Erregern, die aufgrund von milden und 

subklinischen Symptomatiken nicht therapiert werden und in chronisch persistierenden 

Erkrankungen resultieren, können im Zusammenhang mit einer akuten Infektion eines 

zusätzlichen Erregers schwere Erkrankungsverläufe durch die wieder aktivierte, eigentlich 

latente Infektion auftreten (CARDOSO et al., 2010a; GAL et al., 2007). In der 

Humanmedizin wurde dabei vor allem der Einfluss einer Infektion mit Anaplasma spp. 

bzw. Ehrlichia spp. auf Erkrankungen des Immunsystems, wie Leukämie und Lupus 

erythematodes, untersucht (KALLICK, 2011).  

Neben dem gegenseitigen Einfluss verschiedener Erreger auf chronische Infektionen, 

müssen persistent infizierten Tiere mit Parasitämiephasen zudem als Infektionsreservoir 

angesehen werden (SCORPIO et al., 2011). Dies spielt bei der Ausbreitung der Erreger 

und dem Eintrag von Pathogenen in nicht endemische Gebiete eine Rolle (HAMEL et al., 

2011; OTRANTO et al., 2010). 

 

3 Bisherige diagnostische Möglichkeiten 

Die Auswahl der Diagnostikmethode ist durch die Pathogenese des jeweiligen Erregers, 

den Erkrankungsverlauf und den Zeitpunkt der Diagnostik bestimmt (Abbildung 2). In den 

folgenden Kapiteln wird eine Übersicht über die gängigen Nachweismethoden in der 

Routinediagnostik gegeben. 
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Abbildung 2: Allgemeines Diagnostikschema für rickettsiale Erreger 

 

modifiziert nach Nicholson et al. und Egenvall et al. (EGENVALL et al., 1998; 

NICHOLSON et al., 2010) 

 

3.1 Serologie 

Ein wichtiger Teil der Diagnostik der durch Zecken übertragenen Erreger ist die Serologie. 

Diese ist allerdings für die Diagnose einer akuten Infektion nicht geeignet, ebenso wie die 

Aussage eines positiven Testergebnisses in endemischen Gebieten limitiert ist (IRWIN, 

2009; SHAW et al., 2001). 

Der positive Antikörper-Nachweis stellt, insbesondere bei LB, im Zusammenhang mit dem 

Vorhandensein klinischer Veränderungen und dem Vorbericht der Zeckenexposition einen 

wichtigen Hinweis für die Diagnose dar. Für die LB-Diagnostik gilt momentan ein ELISA, 

z. B. basierend auf Borrelien-Ganzzellysat oder rekombinanten Proteingemischen, mit 

genauerer Spezifizierung mittels Western Blot bzw. Line-Immuno-Assay als Methode der 

Wahl (KRUPKA et al., 2010). Dieser Zweistufentest weist einerseits eine hohe 

Sensitivität, durch die Verwendung von Ganzzellysat der Borrelien auf, andererseits wird 

eine Unterscheidung von Infektion und Impfung ermöglicht.  

Kommerziell werden auch serologische Schnelltests wie der 4Dx SNAP
®
 Test angeboten. 

Dieser detektiert unter anderem Antikörper gegen Borrelia spp., Ap und Ec. Bei der 

Detektion von Ap können allerdings Kreuzreaktionen mit Apl auftreten, die auf Grundlage 
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des (epidemiologischen) Vorberichts und weiterer Diagnostik ausgeschlossen werden 

müssen (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA). Für Ap, Ec und Apl, wird in 

der Routinediagnostik der indirekte Immunfluoreszenztest (IFA, immunofluorescence 

assay) verwendet, der jedoch durch Kreuzreaktionen mit jeweils anderen Spezies der 

Genera Ehrlichia oder Anaplasma falschpositive Ergebnisse liefern kann (GREENE, 2012; 

M'GHIRBI et al., 2009). Bei akuten Infektionen wird ein vierfacher Titeranstieg für eine 

Diagnosestellung vorausgesetzt, da Antikörper auch noch Jahre nach einer akuten 

Infektion nachweisbar sein können (CARRADE et al., 2009; HARRUS et al., 2011b). 

Zum Nachweis einer, eventuell auch latenten Babesia spp. Infektion wird in der Regel der 

IFA eingesetzt (GREENE, 2012). Dabei muss vor allem das Auftreten von 

Kreuzreaktionen mit anderen Spezies aber auch anderen Apikomplexa berücksichtigt 

werden (IRWIN, 2009). Die Unterscheidung zwischen akuter und chronischer Infektion ist 

bei der Diagnostik der Babesien genauso problematisch wie ein positiver Antikörpertiter in 

endemischen Gebieten. In diesen Fällen sollte die Serologie im Zusammenhang mit einer 

PCR interpretiert werden (IRWIN, 2009).  

Nach dem früher angewandten Proteus OX-19 Agglutinationstest (Weil-Felix-Reaktion), 

der neben einer geringen Sensitivität auch viele Kreuzreaktionen aufweist, wurde der IFA 

für die Rickettsiendiagnostik entwickelt. Dieser ermöglicht allerdings keine 

Differenzierung einzelner Rickettsienspezies und ist für die Entscheidung eines frühen 

Therapiebeginns nicht geeignet (WÖLFEL et al., 2008). 

 

3.2 Mikroskopie 

Bei Verdacht auf eine Infektion mit Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp. oder 

Babesia spp. kann die Mikroskopie einen ersten Hinweis liefern. Negative Befunde sollten 

allerdings weiter verifiziert werden, da die mikroskopische Untersuchung in der Regel nur 

eine geringe Sensitivität aufweist. Beispielsweise konnten bei einer Infektion mit Ap nur in 

3-34 % der neutrophilen Granulozyten spezifische Einschlüsse gefunden werden 

(EGENVALL et al., 1998; POITOUT et al., 2005). Diese Einschlüsse waren in 

experimentellen Studien nur für 4 bis 8 Tage mikroskopierbar (CHANG et al., 1998; 

EGENVALL et al., 1998). Bei Babesia spp. traten Parasitämien sogar nur in 1-2 % der 

Fälle auf und waren oft intermittierend, so dass eine Diagnosestellung insbesondere bei 

chronischen Infektionen erschwert ist (IRWIN, 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). 

Apl Einschlüsse in Thrombozyten können ebenso nur zyklisch beobachtet werden bzw. 

reduziert sich in folgenden Parasitämien die Anzahl zirkulierender Bakterien 
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(EDDLESTONE et al., 2007b; HARVEY et al., 1978). Zudem ist eine Differenzierung 

verschiedener Erregerspezies anhand der Mikroskopie alleine nicht möglich, wie z. B. die 

Unterscheidung von B. gibsoni von B. microti (CACCIO et al., 2002; TABAR et al., 2009) 

bzw. Ap von Ehrlichia ewingii (GREENE, 2012). 

 

3.3 Kultur 

Bei durch Zecken übertragenen Erregern ist die Kultur, insbesondere bei akuten, schweren 

Krankheitsverläufen, aufgrund langer Kultivierungsdauer nicht für die Routinediagnostik 

geeignet. Borrelia spp. haben beispielsweise Generationszeiten von 8-24 h (BARBOUR, 

1988) und die Kultur von Rickettsia spp. kann bis zu 1-2 Wochen (WÖLFEL et al., 2008), 

von Ec bis 1-4 Wochen dauern (MCBRIDE et al., 1996). Trotz der hohen Spezifität kann, 

insbesondere für Borrelia spp., die Sensitivität zu gering sein, wenn im 

Untersuchungsmaterial nur wenige Erreger vorhanden sind. Zudem besteht die Gefahr von 

Kontaminationen des Mediums (KRUPKA et al., 2010). Die Kultur findet daher eher in 

der Forschung Anwendung. 

 

3.4 Konventionelle und real-time-quantitative PCR 

Abhängig von der Erregerspezies ist eine frühe und sensitive Diagnostik zur Festlegung 

einer initialen Therapie in der akuten Erkrankungsphase nötig, z. B. bei Infektionen mit 

Rickettsia spp. (PAROLA et al., 2005a) oder Ec (MCBRIDE et al., 1996). Die PCR bietet 

die Möglichkeit die Pathogene hochspezifisch und –sensitiv zu detektieren. Dabei ist es 

von Vorteil bei der Entwicklung der PCR möglichst zu amplifizierende Gene auszuwählen, 

die mehrfach im Genom des Erregers vorkommen (multi copy Gene) wie beispielsweise 

das p30-Gen von Ec oder das msp2-Gen von Ap, da damit eine hohe Nachweissensitivität 

gewährleistet wird (COURTNEY et al., 2004; HARRUS et al., 2011b). Aufgrund einer 

geringen Erregerlast im Untersuchungsmaterial kann die PCR allerdings auch eine zu 

niedrige Sensitivität aufweisen um eine sichere Diagnostik zu ermöglichen. Insbesondere 

bei chronischen Infektionen bei denen sich Erreger wie Ap, Borrelia spp. oder Babesia 

spp., nach Parasitämiephasen in Organe oder durch das Immunsystem schwer erreichbare 

Nischen zurückziehen, kann der Nachweis erschwert sein (IRWIN, 2009). Neben der 

eigentlichen Detektion eignet sich die PCR auch zur weiteren Speziesdifferenzierung durch 

den Nachweis speziesspezifischer Gene oder Sequenzierung des erhaltenen PCR-Produkts. 
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Gegenüber der konventionellen PCR bietet die real-time PCR die Vorteile einer höheren 

Sensitivität, Spezifität und eines schnelleren Nachweises (HARRUS et al., 2011b; PAHL 

et al., 1999). Setzt man das Ergebnis der PCR mit Standardkurven/-verdünnungen ins 

Verhältnis, kann eine Quantifizierung der Pathogene in der Probe vorgenommen werden. 

Diese Quantifizierung wird beispielsweise in Studien zur Überprüfung der Immunantwort, 

der Effizienz einer Impfung oder einer Therapie eingesetzt (IRWIN, 2009). 

Sowohl mit konventioneller, als auch mit real-time PCR können durch die Verwendung 

mehrerer Primerpaare in einer Reaktion diverse Erreger gleichzeitig, mit Kosten- und 

Zeitersparnis, nachgewiesen werden (COURTNEY et al., 2004; PELEG et al., 2010). Die 

beschriebenen Multiplex-PCRs, für den Nachweis mehrerer durch Zecken übertragener 

Pathogene, waren allerdings mehrstufig aufgebaut. Zum Beispiel wurden verschiedene 

Genera in einem ersten Schritt detektiert, und danach durch einzelne PCRs die weitere 

Differenzierung der Spezies vorgenommen (TOKARZ et al., 2009). In einer anderen 

Studie mussten, aufgrund der begrenzten Anzahl zu detektierender TaqMan-Sonden im 

PCR-Cycler, die verschiedenen Genera auf zwei Analysen aufgeteilt werden 

(SIRIGIREDDY et al., 2005). 

 

3.5 Next Generation Sequencing (NGS) 

In den letzten Jahren wurden neue Nachweismethoden, basierend auf der Sequenzierung 

entwickelt, die einen massiven parallelen Ansatz von DNA-Sequenzierungen ermöglichen 

(NGS). Oft beruhen diese auf dem „sequencing-by-synthesis“ Prinzip. Dabei wird der 

Einbau der einzelnen Nukleotide in den neusynthetisierten DNA-Strang über 

unterschiedliche Verfahren gemessen und die Signale zu einer Sequenzabfolge 

zusammengestellt (MARDIS, 2008). Die Leselängen der resultierenden Sequenzen liegen 

in Abhängigkeit von der Methode bei 35-250 Basen. Mit Optimierungen konnten 

vereinzelt auch 347 bp lange Fragmente ausgelesen werden (YANG et al., 2010). Durch 

die Weiterentwicklung der Methode konnte der Probendurchsatz erhöht und damit der 

Nachweis von einzelnen Nukleotidaustauschen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) 

und small RNAs verbessert werden (NOVAIS et al., 2011). Oft wird beim NGS die 16S 

rRNA erfasst (AHMADIAN et al., 2006; DUGAT-BONY et al., 2011; NOVAIS et al., 

2011). Bei der Auswertung der Ergebnisse muss auf vorhandene Sequenzen in 

Datenbanken zurückgegriffen werden, mit denen die Ergebnisse abgeglichen werden 

können. Daraus entsteht die Notwendigkeit, eine korrekte, qualitativ hochwertige 

Referenzsequenz zur Verfügung zu haben, mit der die Probensequenz verglichen werden 
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kann (DE LEENEER et al., 2011). Zusätzlich kann die Auswertung der Ergebnisse bei 

Depletionen oder Insertionen von Nukleotiden und bei Homopolymeren in der 

Probensequenz problematisch sein (DE LEENEER et al., 2011; MARDIS, 2008). Ebenso 

ist bei einigen Taq-Polymerasen eine bestimmte Fehlerrate bekannt (DE LEENEER et al., 

2011). Die Auswirkungen dieser Fehlerrate müssen im Zusammenhang mit der 

resultierenden Sequenzierungslänge der NGS-Methode und der möglichen 

Sequenzierungsfehler bei der Spezieszuordnung jeweils bewertet werden (ROH et al., 

2010).  

 

4 DNA-Mikroarray/Gene-Chip 

4.1 Allgemeiner Aufbau und Sondendesign des DNA-Mikroarrays 

Mikroarrays finden vor allem für Gen-Expressionsanalysen Einsatz, jedoch werden sie 

zunehmend auch für die Diagnostik von Pathogenen verwendet (ZHOU, 2003). Die 

Vorteile von Mikroarrays sind dabei ein kostengünstiger Nachweis ausgewählter Erreger, 

mit hoher Sensitivität und Spezifität (EHRICHT et al., 2006; ROH et al., 2010).  

Bei DNA-Mikroarrays sind einzelsträngige DNA-Sequenzen, welche komplementär zu 

den gesuchten Erreger-Genen ausgewählt werden, auf der Oberfläche des Arrays 

immobilisiert (Abbildung 3 A). Die Länge der DNA-Sonden ist dabei abhängig vom 

Design des Arrays. Die Sensitivität kann durch die Verwendung längerer Sonden erhöht 

werden, gleichzeitig sinkt dabei aber die Spezifität. Kurze Sonden (15-25 bp) sind dagegen 

spezifischer als lange Sonden und erlauben unter optimalen Bedingungen auch die 

Unterscheidung einzelner Nukleotidpolymorphismen (CALL, 2005; DUGAT-BONY et al., 

2011). Durch eine vor der Analyse laufenden PCR wird eine hohe Sensitivität erreicht und 

in Kombination mit kurzen Sonden auf dem Array gleichzeitig eine hohe Spezifität 

gewährleistet (ROH et al., 2010). 

Ein weiterer kritischer Parameter beim Design der Sonden ist die Uniformität der Sonden 

hinsichtlich des Hybridisierungsverhaltens, da für die unterschiedlichen Sondensequenzen 

die gleichen Hybridisierungsbedingungen während der Reaktionen bestehen (DUGAT-

BONY et al., 2011). Das kann hauptsächlich mit einheitlichen Struktureigenschaften, wie 

Länge der Sonden, GC-Gehalt, Schmelztemperatur und Bindungskapazität erreicht 

werden. Zusätzlich sollte die Bildung von Sekundärstrukturen wie Hairpins oder Dimeren 

vermieden werden. Die nötige Spezifität kann durch BLAST-Analysen überprüft werden 

(DUGAT-BONY et al., 2011). Dabei sollten die Sonden mindestens 85-90 % 
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Übereinstimmung zu den gesuchten Sequenzen aufweisen, damit eine Hybridisierung 

stattfinden kann (CALL, 2005). Zur Steigerung der Sensitivität und Spezifität des 

Mikroarrays ist es praktikabel pro Erreger und Erregerspezies mehr als eine spezifische 

Sonde zu entwickeln. Die Analyse der hybridisierten Zielsequenzen kann, je nach Aufbau 

des Mikroarrays, über Fluoreszenz oder enzymatische Reaktionen, z. B. mittels 

Meerrettich-Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase), durchgeführt werden (CALL, 

2005; MONECKE et al., 2005). 
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Abbildung 3: Schema von Mikroarrayaufbau und Hybridisierungsreaktion 

 

A: Hybridisierung , B: Bindung von HRP-Streptavidin, C: Färbung 
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4.2 DNA-Mikroarray ArrayTube
TM

 (Alere Technologies GmbH) 

Beim ArrayTube
TM

 Format ist der DNA-Mikroarray in den Boden eines Tubes integriert 

(Abbildung 4). Dadurch besteht der Vorteil, dass alle Hybridisierungs- und Waschschritte 

in einem Gefäß durchgeführt werden können, wodurch die Gefahr von Kontaminationen 

vermindert wird. Beim DNA-Mikroarray werden die einzelsträngigen Oligonukleotid-

Sonden während der Array-Synthese auf der Mikroarrayoberfläche fixiert. Durch eine 3’-

Aminomodifikation der Sonden werden diese dabei kovalent auf der Array-Oberfläche, 

welche z. B. eine Epoxid- oder Aldehydmodifikation aufweist, immobilisiert. Zur 

Erhöhung der Nachweissicherheit wird jede Sonde dreifach gespottet. Zusätzlich werden 

Negativ- (Leerwert, Spotting-Puffer) und Positivkontrollen (Biotinmarker) zwischen die 

Sonden aufgebracht (Abbildung A 1 im Anhang). 

Für das ausgewählte Format wird der Hybridisierungsreaktion eine Multiplex-PCR 

vorgeschaltet, bei der am 5’-Ende biotinylierte Primer die PCR-Produkte markieren. Nach 

der Hybridisierung der biotinylierten PCR-Produkte an jeweils komplementäre Sonden 

wird in einem weiteren Schritt mit HRP konjugiertes Streptavidin auf den Array gegeben. 

Die Anfärbung der hybridisierten PCR-Produkte erfolgt dann über die Umsetzung eines 

Substrates, in der Regel TMB, durch die HRP (Abbildung 3). 

 

 
 

Abbildung 4: ArrayTube
TM

 

 

Foto der Tubes © by Alexander Freiesleben 

 



Literaturübersicht  

 

26 

Die Auswertung der Hybridisierungsergebnisse erfolgt in einem Mikroarray Reader 

(ArrayMate Reader, Alere Technologies GmbH), in dem eine Transmissionsmessung der 

gefärbten Sonden/Spots durchgeführt wird. Dabei wird anhand der vier Markierungsfelder 

auf jedem Array ein Leseraster über die gefärbten Spots gelegt (Abbildung 5). Mit diesem 

werden die einzelnen Spots erfasst und Messungen der mittleren Färbung und des lokalen 

Hintergrundes ausgeführt. Gleichzeitig werden zur Vermeidung falschpositiver Messungen 

Artefakte wie Schlierenbildungen oder Verunreinigungen im Puffer bestimmt und von der 

Messung ausgeschlossen. 
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Abbildung 5: Mikroarray-Analyse 

 

A und B: ArrayMate Reader für die Analyse der ArrayTubes
TM

 

C und D: Auswertung eines Mikroarrays mit Leseraster 

Fotos 5 A und B © by Alexander Freiesleben 
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Die Ergebnisse der Messungen werden in Signalintensitäten der Sonden nach folgender 

Formel berechnet: 
BG

mean
SI 1 , SI = Signalintensität, mean = Mittelwert der 

Spotintensität, BG = lokaler Hintergrund. Daraus ergeben sich Signalintensitäten zwischen 

0 (kein Signal) und 1 (stärkstes Signal). 

Zusätzlich muss die Qualität des jeweiligen Arrays, beurteilt anhand der Signalintensitäten 

der Biotinmarker (Positivkontrolle) und des Leerwertes (Negativkontrolle, Spotting-

Puffer), in die Auswertung miteinbezogen werden (Abbildung 6). Bei zu hohen Werten 

(> 0,15) des Leerwertes muss das Experiment wiederholt werden. Der Wert des 

Biotinmarkers sollte bei jedem Array > 0,5 liegen, damit das Ergebnis ausgewertet werden 

kann. 
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Abbildung 6: Auswertung des Mikroarrays und Analyse mittels Diagramm 

 

A: Auswertung des Mikroarrays mit Leseraster, 

 Leerwert (Negativkontrolle),  Biotinmarker (Positivkontrolle) 

B: Darstellung der Signalintensitäten desselben Mikroarrays mittels Diagramm 
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III. MATERIAL UND METHODEN 

1 Material 

1.1 Reagenzien und weitere Materialien 

Eine Auflistung der für diese Arbeit verwendeten Reagenzien, weiterer Materialien und 

Programme findet sich in den Tabellen A 1 bis A 7 im Anhang. 

1.2 Probenmaterial 

1.2.1 Positivkontrollen für den Mikroarray 

Als Positivkontrollen für alle durchgeführten Experimente wurden 11 verschiedene 

Erregerspezies verwendet. Anaplasma phagocytophilum (Webster Stamm) wurde 

ursprünglich aus dem Blut eines Patienten aus den USA isoliert. DNA von Anaplasma 

platys wurde aus einer klinischen Probe isoliert und freundlicherweise von Herrn Dr. 

Nikola Pantchev (Vet Med Labor GmbH, Division of IDEXX Laboratories, Ludwigsburg, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt. Ehrlichia canis wurde von einem Hund in Spanien 

isoliert und anschließend in der Zellkultur weiter vermehrt. Die Ehrlichia-canis-Probe 

wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Erich Zweygarth (Institut für vergleichende 

Tropenmedizin und Parasitologie der LMU München, Deutschland) zur Verfügung 

gestellt. Rickettsia helvetica wurde aus I. ricinus isoliert. Rickettsia conorii (Brumpt 

Maroccan strain, VR-141TM ATCC
®
, LGC, Deutschland) und Rickettsia helvetica wurden 

in Vero E6 Zellen kultiviert. Sämtliche in dieser Arbeit verwendeten Rickettsien wurden 

als formalinisiertes Kulturmaterial freundlicherweise von Herrn Dr. Gerhard Dobler und 

Frau Dr. Stephanie Speck (Institut für Mikrobiologie der Bundeswehr, München, 

Deutschland) bereitgestellt. Die Spezies Borrelia garinii Pbi (Bbav) (MARGOS et al., 

2009) und Borrelia afzelii Pko sind Humanisolate (WILSKE et al., 1993) und wurden 

ursprünglich von Frau Dr. Bettina Wilske (Max von Pettenkofer-Institut, München, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt. Der in der Arbeit verwendete Stamm von Borrelia 

burgdorferi sensu stricto N40 ist ein Isolat aus einem Hund, der experimentell durch 

Zecken infiziert wurde (APPEL et al., 1993). Die Positivkontrollen von Babesia canis, 

Babesia vogeli und Babesia gibsoni waren in Form von Plasmiden verfügbar, wobei die 

spezifische 18S rRNA in einen pGEM
®
-T Easy Vektor kloniert war. Die Plasmide wurden 

freundlicherweise von Herrn Prof. Edward Breitschwerdt und Herrn Prof. Adam 
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Birkenheuer (Department of Clinical Sciences, North Carolina State University, North 

Carolina, USA) zur Verfügung gestellt. 

 

1.2.2 Proben zum Test der Spezifität 

Um die entwickelte Multiplex-PCR und den Mikroarray auf Kreuzreaktionen zu testen, 

wurde die DNA von Anaplasma (A.) marginale, Rickettsia (R.) honei, R. monacensis, 

Borrelia (B.) spielmanii und Plasmid-DNA von Babesia (B.) microti-like in der Multiplex-

PCR eingesetzt und die biotinylierten PCR-Produkte anschließend auf dem Mikroarray 

analysiert. Die DNA der A.-marginale-Probe wurde freundlicherweise von Herrn Prof. 

Hans Lutz und Frau Dr. Marina Meli (Veterinärmedizinisches Labor, Universität Zürich, 

Schweiz) zur Verfügung gestellt. B. spielmanii (Stamm A14 S) wurde ursprünglich von 

Herrn Dr. Christian Epe (Institut für Parasitologie, Tierärztliche Hochschule, Hannover, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt. B. microti-like wurde in Form von Plasmid-DNA 

freundlicherweise von Herrn Prof. Edward Breitschwerdt und Herrn Prof. Adam 

Birkenheuer (Department of Clinical Sciences, North Carolina State University, North 

Carolina, USA) bereitgestellt.  

Um den Miroarray zusätzlich validieren zu können, wurde die DNA von 10 spezifisch 

Borrelia-spp.-freien I. ricinus extrahiert und mit Multiplex-PCR und Mikroarray getestet. 

Die Zecken wurden freundlicherweise von Frau Dr. Dania Richter (Institut für 

Parasitologie, Charité Universitätsmedizin, Berlin, Deutschland) bereitgestellt. 

 

1.2.3 Feldproben 

Als Feldproben wurden Schildzecken (Familie der Ixodidae) eingesetzt, welche in 

Deutschland gesammelt wurden. Insgesamt wurde die DNA von 150 I.-ricinus- und von 

175 D.-reticulatus-Zecken mittels Muliplex-PCR und Mikroarray untersucht. Alle 

I.-ricinus-Zecken wurden im Englischen Garten in München bzw. in der Region Grafrath, 

Fürstenfeldbruck bei München gesammelt und freundlicherweise von Herrn Dr. Volker 

Fingerle (Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 

Oberschleißheim, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Die D.-reticulatus-Zecken 

stammen aus verschiedenen Regionen Deutschlands (Großraum Leipzig, Berlin, Stuttgart, 

Cottbus und Wiesbaden) und wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Torsten Naucke 

(Institut für Zoologie, Abteilung Parasitologie, Universität Hohenheim, Deutschland) zur 

Verfügung gestellt. 
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2 Methoden 

2.1 DNA-Extraktion 

Für die Herstellung von Positivkontrollen wurde die DNA aus Zellkulturen mit dem 

Qiagen Dneasy Blood and Tissue Kit nach Angaben des Herstellers extrahiert.  

Die Zecken wurden zum besseren Aufschluss vor der Lyse mit Proteinase K versetzt und 

mit sterilen Metallbeads in einem Homogenisator zerkleinert. Nach Zugabe von 180 μl 

ATL-Puffer wurden die Proben über Nacht bei 56 °C und 550 rpm in einem Thermomixer 

inkubiert und anschließend die DNA aus den Zecken mit dem Qiagen DNeasy Blood and 

Tissue Kit nach Herstellerangaben extrahiert. Bei der DNA-Extraktion wurde nach jeder 

10. Probe eine Negativkontrolle mit Aqua dest. eingesetzt, welche anschließend in der 

Multiplex-PCR getestet wurde. 

 

2.2 Auswahl der Zielgene und Primerdesign für die Multiplex-PCR 

Für das Design des Mikroarrays wurden für jeden Erreger Gene ausgewählt, die eine 

spezifische Detektion und Differenzierung der Pathogene sowohl auf Genus- als auch auf 

Speziesebene ermöglichen (Abbildung 7). Dabei eignen sich besonders die Gene, die 

sowohl eine variable Region, und gleichzeitig möglichst hoch konservierte Genabschnitte 

aufweisen. In den variablen Genregionen können speziesspezifische Sonden festgelegt 

werden. Die konservierten Abschnitte bieten sich für das Design der genusspezifischen 

Sonden und der Primer an.  

Insgesamt konnten unter den genannten Kriterien 5 Zielgene festgelegt werden (Tabelle 1). 

Von diesen Genen wurden alle, in öffentlichen Datenbanken (PubMed NCBI, GenBank) 

verfügbare Sequenzen herausgesucht (Tabelle A 8 im Anhang) und jeweils in multiplen 

Alignments zusammengestellt. Dabei wurden nicht nur die Sequenzen der spezifisch zu 

detektierenden Pathogene in die Alignments aufgenommen, sondern auch die verwandter 

Erregerspezies des gleichen Genus bzw. weiterer Pathogene, die auch von Zecken 

übertragen werden können. Mit der Erweiterung der Alignments um diese zusätzlichen 

Erreger wurde die Spezifität der Sonden erhöht und somit die Generierung falschpositiver 

Ergebnisse vermieden. Basierend auf diesen Alignments konnten durch Modifikationen 

aus in der Literatur beschriebenen Primern (Tabelle 1), unter Zuhilfenahme der 

Primer3Plus-Software, spezifische Primerpaare entwickelt werden, welche die 

ausgewählten Genregionen umfassen. Dabei wurden die Primer so gelegt, dass möglichst 
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alle in den Alignments vorhandenen Sequenzen amplifiziert werden. Für die Entwicklung 

der Multiplex-PCR wurde zusätzlich beachtet, dass die entstehenden PCR-Produkte der 

jeweiligen Erreger in der Größe um mindestens 30 bp von einander abweichen, damit diese 

auf dem Agarosegel klar aufgetrennt und unterschieden werden konnten. Die Primer 

wurden unter Beachtung einer einheitlichen Schmelztemperatur von 66 °C ± 3 °C 

(Konzentration monovalenter Kationen 50 mM, Konzentration divalenter Kationen 3 mM) 

und unter Vermeidung von Primerdimer-Formationen entwickelt. Durch die BLAST-

Analyse (PubMed NCBI BLAST
®
) wurden theoretische Fehlhybridisierungen mit nicht in 

den Alignments verwendeten Erregern ausgeschlossen. 

Bei der Validierung der Multiplex-PCR wurden alle Primer ohne Modifikationen 

eingesetzt. Für die Analyse mittels DNA-Mikroarray wurden dagegen biotinylierte Primer 

in der Multiplex-PCR verwendet. Die Primer wurden mit einer Biotin-Modifikation am 5‘-

Ende synthetisiert (Metabion GmbH, Martinsried, Deutschland). Eine Auflistung der 

verwendeten Primer findet sich in Tabelle 1. 

 

 
 

Abbildung 7: Schema des Sonden- und Primerdesigns 

 

als Beispiel das Alignment der 18S rRNA von Babesia spp., konservierte 

Abschnitten (grau) innerhalb des gleichen Genus, variable Abschnitte spezifisch für 

die jeweilige Spezies (bunt)  

 



Material und Methoden 

 

 33 

Tabelle 1: Primer für die Multiplex-PCR 
 

a
ohne Modifikation übernommen 

 

Primer Sequenz (5’ → 3’) Gen 
Größe (bp) 

Produkt 
Detektion modifiziert nach 

Anaplasma/Ehrlichia-for Bio-T/CTA ACA CAT GCA AGT CGA AC 
16S rRNA ~ 405 Genus/Spezies 

(BEALL et al., 2008) 

(EDDLESTONE et al., 2007a) Anaplasma/Ehrlichia-rev Bio-GGT ACC GTC ATT ATC TTC C 

Babesia-for Bio-G/CTC TTG TAA TTG GAA TGA TGG 
18S rRNA ~ 375 Genus/Spezies 

(BIRKENHEUER et al., 2003) 

(GEORGES et al., 2001) Babesia-rev Bio-CTA AGA ATT TCA CCT CTG ACA GT
a
 

Borrelia-for Bio-CCT TAA TAG CAT GT/CA AGC A 
ospA ~ 290 Genus/Spezies (RAUTER et al., 2002) 

Borrelia-rev Bio-CTA A/GTG TTT/G TGC CAT CTT CT 

Rickettsia_ompB-for Bio-ACT GTT ACT ACA GGC GGT ATA G 
ompB ~ 160 Spezies 

(DOBEC et al., 2009) 

(ROUX et al., 2000) Rickettsia_ompB-rev Bio-TGC AC/TT ACC TAA ATA AGT TAC AG 

Rickettsia_gltA-for Bio-GCA ATG TCT TAT AAA TAT TCT ATA GG 
gltA ~ 240 Genus (WÖLFEL et al., 2008) 

Rickettsia_gltA-rev Bio-AAG CAA AAG GGT TAG CTC 
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2.3 Design der DNA-Sonden für den Mikroarray 

Innerhalb der Genabschnitte, die von den Primern amplifiziert wurden, wurden spezifische 

Sequenzabschnitte als Sonden festgelegt. Unter Verwendung der Array Design Software 

(Alere Technologies GmbH, Deutschland) wurden dafür die erstellten Alignments mit 

einem sogenannten „most variable window“ analysiert. Dabei wurden schrittweise alle 

Nukleotide der in die Alignments einbezogenen Sequenzen auf einen Abschnitt mit 

optimaler Sondeneigenschaft geprüft. Mit dem Programm konnten einerseits Sonden 

erstellt werden, die spezifisch das Genus nachwiesen (Genus-Sonden = consensus Sonden), 

andererseits konnten Sequenzabschnitte festgelegt werden, mit denen ein spezifischer 

Nachweis der jeweiligen Spezies möglich war (Spezies-Sonden). Außer für die Sequenzen 

der Borrelien, für die im gewählten Genabschnitt keine genusspezifischen Sonden 

festgelegt werden konnten, wurden für alle anderen ausgewählten Erreger beide 

Sondenarten erstellt. Für jedes Genus und jede Spezies wurden dabei jeweils mehrere 

verschiedene Sonden entwickelt um die Spezifität und Sensitivität des Nachweises zu 

erhöhen.  

Insgesamt wurden 45 Sonden erstellt und auf den Mikroarray gespottet (Tabelle 2, 

Abbildung A 1 im Anhang). Die Fixierung der Sonden mit der Epoxid-modifizierten 

Oberfläche des Mikroarrays erfolgte dabei über die Aminomodifikation (NH2) am 3‘-Ende 

der Sonden bei deren Synthese (Metabion GmbH, Martinsried, Deutschland). Zur 

Erhöhung der Nachweissicherheit wurde jede Sonde dreifach auf einen Array gespottet. 

Zusätzlich wurden Triplikate einer Positivkontrolle (Biotinmarker) und einer 

Negativkontrolle (Leerwert, Spotting-Puffer) auf jeden Array gespottet um die Qualität 

und Funktion jedes einzelnen Arrays zu garantieren. 
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Tabelle 2: Sondensequenzen des entwickelten DNA-Mikroarrays 
 

Nummer Target Sondenname Sequenz 5’ → 3’ Länge (bp) Detektion 

01 Anaplasma/Ehrlichia consensus ACG GTC CAG ACT CCT ACG GGA GGC 24 Genus 

02 Anaplasma phagocytophilum, platys GGC AGA CGG GTG AGT AAT GCA TAG GAA TCT 30 Spezies 

03 Anaplasma spp. ATT AGC TAG TTG GTA GGG TAA AGG CCT ACC AA 32 Spezies 

04 Ehrlichia canis, ovina ATT AGC TAG TTG GTG AGG TAA TGG CTT ACC AA 32 Spezies 

05 Anaplasma phagocytophilum, spp. ATA AAG AAT AGT TAG TGG CAG ACG GGT GAG TA 32 Spezies 

06 Anaplasma platys ATG ATA AAA ATT AGT GGC AGA CGG GTG AGT AA 32 Spezies 

07 Anaplasma/Ehrlichia phagocytophilum, spp. ATG AAG AAT AGT TAG TGG CAG ACG GGT GAG TA 32 Spezies 

08 Ehrlichia canis, ovina ACG TTA GAT TAG CTA GTT GGT GAG GTA ATG GC 32 Spezies 

09 Anaplasma platys, spp. TGT TAG ATT AGC TAG TTG GTA GGG TAA AGG CC 32 Spezies 

10 Babesia consensus GGA GGG CAA GTC TGG TGC CAG CAG 24 Genus 

11 Babesia consensus CGC GGT AAT TCC AGC TCC AAT AGC GTA TAT T 31 Genus 

12 Babesia canis, vogeli GTG ACC CAA ACC CTC ACC AGA GTA GC 26 Spezies 

13 Babesia vogeli GTG ACC CAC ACC CTC ACC AGA GTA GC 26 Spezies 

14 Babesia gibsoni GGT GAC GTA AAA TCT CAC CAG AGT AAC AAT TGG 33 Spezies 

15 Babesia canis, vogeli GAC CCA AAC CCT CAC CAG AGT AGC AAT TG 29 Spezies 

16 Babesia canis GTT GAC GGT TTG ACC ATT TGG TTG GTT ATT TC 32 Spezies 

17 Babesia vogeli TGT TCG AGT TTG CCA TTC GTT TGG CTT TTT C 31 Spezies 

18 Babesia gibsoni CCC GAC TCG GCT ACT TGC CTT GTC TG 26 Spezies 

19 Babesia canis GAC GGT TTG ACC ATT TGG TTG GTT ATT TCG T 31 Spezies 

20 Babesia gibsoni AGC AGA CTT GTG TCT TGA ATA CTT CAG CAT GG 32 Spezies 
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Tabelle 2 (Fortsetzung): Sondensequenzen des entwickelten DNA-Mikroarrays 
 

Nummer Target Sondenname Sequenz 5’ → 3’ Länge (bp) Detektion 

21 Rickettsia helvetica GTA ATT TTT GTT GAC GGT ACA AAC TCT ACT GC 32 Spezies 

22 Rickettsia helvetica TTT TGT TGA CGG TAC AAA CTC TAC TGC TAC AA 32 Spezies 

23 Rickettsia conorii TTG TTG ACG GTA TAT TGT CTC ATT CTA CAA GT 32 Spezies 

24 Rickettsia conorii, spp. GGT AAC GGT AAT GTA AGA TTT GTT GAC GGT AT 32 Spezies 

25 Rickettsia conorii, spp. TAC TTC AAC AGT CCG AAT TGC TGG C 25 Spezies 

26 Rickettsia spp. ACC GAA AAT TTT CTG CAT ATG ATG TTT GCA AC 32 Genus 

27 Rickettsia spp. GAA AAT TTT CTG CAT ATG ATG TTT GCA ACG CC 32 Genus 

28 Rickettsia conorii, spp. CCT ACA TGC CGA TCA TGA GCA GAA TGC TTT TA 32 Spezies 

29 Borrelia garinii, bss, spp. ACA GTA GAC AAG CTT GAG CTT AAA GGA ACT 30 Spezies 

30 Borrelia garinii, bss, spp. ACG ATC TAA TTG CAA CAG TAG ACA AGC TTG 30 Spezies 

31 Borrelia garinii, bss, valasiana, spp. AGA CAA GCT TGA GCT TAA AGG AAC TTC TGA 30 Spezies 

32 Borrelia garinii, bss, spp. ACG ATC TAG GTC AAA CCA CAC TTG AAG TTT TC 32 Spezies 

33 Borrelia garinii, spp. CAA CGG TTC TGG AAC ACT TGA AGG TGA 27 Spezies 

34 Borrelia garinii, spp. ATA CAG TCT AGA GGC AAC AGT AGA CAA GCT T 31 Spezies 

35 Borrelia garinii, spp. ATA CAG TCT AAT GGC AAC AGT AGA CAA GCT AG 32 Spezies 

36 Borrelia garinii, bss, spp. CAA GTA CGA TCT AAT TGC AAC AGT AGA CAA GC 32 Spezies 

37 Borrelia garinii, bss, spp. GGC AAG TAC GAT CTA ATT GCA ACA GTA GAC 30 Spezies 

38 Borrelia garinii, bss, spp. GAT CTA ATT GCA ACA GTA GAC AAG CTT GAG C 31 Spezies 

39 Borrelia afzelii, spp. AGT ACA GTC TAA AGG CAA CAG TAG ACA AGA TT 32 Spezies 

40 Borrelia afzelii CTG ACG ATC TAA GTA AAA CCA CAT TCG AAC TT 32 Spezies 
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Tabelle 2 (Fortsetzung): Sondensequenzen des entwickelten DNA-Mikroarrays 
 

Nummer Target Sondenname Sequenz 5’ → 3’ Länge (bp) Detektion 

41 Borrelia afzelii, spp. GGG TGC TTG AAG GTA CAA AAG ATG ACA AAA GT 32 Spezies 

42 Borrelia afzelii GAC AAT GGT TCT GGG GTG CTT GAA GGT AC 29 Spezies 

43 Borrelia garinii, valaisiana, spp. GTT CTT GTA AGC AAA GAA AAA GAC AAA GAC GG 32 Spezies 

44 Borrelia spielmanii AAA ATG ATG GTT CTG GTG TAC TGG AAG GC 29 Spezies 

45 Borrelia spielmanii TGA TGG TTC TGG TGT ACT GGA AGG CG 26 Spezies 

      

46 Leerwert (Negativkontrolle, Spotting-Puffer)   

47 Biotinmarker (Positivkontrolle)     
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2.4 Klonierung und Sequenzierung 

2.4.1 Herstellung kompetenter Zellen 

Zur Herstellung kompetenter Zellen für die nachfolgenden Klonierungen wurde eine 

Einzelkolonie von Escherichia coli (XL1-Blue MRF’ superkompetente Zellen) in 50 ml 

LB-Medium bei 250 rpm und 37 °C über Nacht bebrütet. Am nächsten Tag wurden 4 ml 

der Kultur in einen 1 Liter Glasflakon mit 400 ml LB-Medium überführt und unter 

Schütteln (250 rpm) bei 37 °C bis zur frühen Log-Phase (OD590 = 0,375) angezüchtet. Die 

Kultur wurde auf acht vorgekühlte 50-ml Falkons aufgeteilt und für 10 min auf Eis 

abgekühlt. Anschließend wurden die Kulturen bei 1600 x g und 4 °C für 7 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in jeweils 10 ml eiskalter 

CaCl2-Lösung resuspendiert. Die Ansätze wurden bei 1100 x g und 4 °C für 5 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellpellets jeweils wieder in 10 ml 

eiskalter CaCl2-Lösung resuspendiert. Die Suspension wurde für 30 min auf Eis gestellt 

und dann erneut bei 1100 x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des 

Überstandes wurden die Zellen in 2 ml eiskalter CaCl2-Lösung resuspendiert und 

anschließend 24 h auf Eis gestellt. Die Zellen wurden jeweils zu 250 μl aliquotiert und bei 

-80 °C eingefroren. 

 

2.4.2 Herstellung des pBSK-Vektors 

Für die nachfolgenden Klonierungen wurde ein Klonierungsvektor hergestellt, in den die 

ausgewählten Genabschnitte der Positivkontrollen inseriert wurden. Zur Herstellung und 

Vermehrung des Klonierungsvektors wurde der vorhandene pBlueskript
®
 II SK Phagemid 

Vektor in die XL1-Blue MRF’ superkompetenten Zellen, modifiziert nach 

Herstellerangaben, transformiert. Dazu wurden 50 μl kompetente Zellen mit 0,8 μl 

ß-Mercaptoethanol vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 5 μl pBSK-

Vektor wurde der Transformationsansatz für 30 min auf Eis gestellt. Anschließend wurde 

der Ansatz für 45 sek bei 42 °C inkubiert und danach sofort wieder auf Eis gestellt und für 

2 min abgekühlt. Nach Zugabe von 900 μl SOC-Medium, welches auf 42 °C vorgewärmt 

war, wurde der Transformationsansatz für 1 h bei 37 °C im Schüttelinkubator inkubiert, 

auf einer LB-Amp-Platte ausplattiert und über Nacht bei 37 °C bebrütet. Die Anzucht der 

Kolonien erfolgte ohne Blau-Weiß Selektion. Am folgenden Tag wurden einzelne 

Kolonien gepickt und jeweils in 8 ml LB-Amp-Medium über Nacht bei 37 °C und unter 
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Schütteln bei 140 rpm angezüchtet. Je 3 ml dieser Übernachtkulturen wurden bei 

10000 x g für 2 min abzentrifugiert und das Plasmid durch alkalische Lyse des Pellets 

extrahiert. Hierfür wurde das Pellet in 100 μl Lösung I resuspendiert. Anschließend 

wurden 200 μl Lösung II zur Lyse der Bakterienzellen zugegeben und der Ansatz 

vorsichtig gemischt. Das in der Lösung vorhandene NaOH denaturierte dabei die 

chromosomale und Plasmid-DNA. Durch Zugabe der kaliumacetathaltigen Lösung III, 

wurde die ringförmige Plasmid-DNA wieder renaturiert, während die chromosomale DNA 

aus den Bakterienzellen ausfiel. Nach Zentrifugation bei 15000 x g für 20 min wurde der 

Überstand, in dem die Plasmid-DNA gelöst war, abgenommen und mit 300 μl Isopropanol 

gemischt. Die ausgefallene Plasmid-DNA wurde dann bei 15000 x g für 5 min zentrifugiert 

und das Pellet 2-mal mit jeweils 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen, um Salz- und 

Isopropanolreste zu entfernen, und anschließend luftgetrocknet. Das gereinigte Pellet 

wurde in TE-Puffer aufgelöst und mit 2 μl RNAse A versetzt. Der Ansatz wurde auf einem 

1 %igen Agarosegel aufgetrennt (Abbildung 8). 

 

 
 

Abbildung 8: 1 %iges Agarosegel des aufgereinigten pBSK-Vektors 

 

1: genomische DNA 

2: Plasmid-DNA: offenkettige Form 

3: Plasmid-DNA: lineare Form 

4: Plasmid-DNA: supercoil Form 
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Die restlichen 5 ml der Übernachtkultur wurden in 50 ml LB-Amp-Medium überführt und 

5 Stunden bei 37 °C unter Schütteln bebrütet, bis eine optische Dichte von OD600 = 0,8 

erreicht war. Die Kultur wurde anschließend mit dem QIAfilter Plasmid Midi Kit nach 

Herstellerangaben aufgereinigt.  

Der aufgereinigte Vektor wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRV linearisiert. Dabei 

wurden pro 1 μg Plasmid-DNA 5 Units des Restriktionsenzyms eingesetzt. Der Ansatz 

wurde bei 37 °C für 4 h inkubiert und das Enzym anschließend durch 20-minütiges 

Erhitzen des Ansatzes auf 80 °C inaktiviert. Die linearisierte Plasmid-DNA wurde auf 

einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Nach dem Ausschneiden aus dem Gel wurde die 

Vektor-DNA mit dem peqGold Gel Extraction Kit aufgereinigt und in einer PCR 

eingesetzt, mit der Thymin-Überhänge an den Vektor angehängt wurden (MARCHUK et 

al., 1991). Folgender Ansatz wurde in einem Volumen von 100 μl durchgeführt: 1 Unit 

Taq DNA Polymerase (Fermentas) pro 1 μg Plasmid-DNA, 2mM dTTP, 1x Puffer (ohne 

MgCl2, Fermentas), 1,5 mM MgCl2 und 4,7 μg pBSK-Vektor. Die PCR-Reaktion lief für 

2 h bei 70 °C. Nach Auftrennung des PCR-Produkts über ein 1 %iges Agarosegel und 

Extraktion aus dem Gel (peqGold Gel Extraction Kit) wurde der fertige Vektor bei -20 °C 

gelagert. 

 

2.4.3 Herstellung der Positivkontrollen 

Die Positivkontrollen für die verschiedenen Babesia-Erreger waren bereits als Plasmide 

verfügbar. Dabei war die 18S rRNA jeweils in einen pGEM
®

-T Easy Vektor ligiert.  

Für die Herstellung aller anderen Positivkontrollen wurden die ausgewählten Gene mit den 

jeweiligen Primern in einer Einzel-PCR amplifiziert. In einem Reaktionsvolumen von 

25 μl wurden 0,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP, 1x Puffer (mit MgCl2, Fermentas), 0,5 Units 

Taq DNA Polymerase (Fermentas), je 300 nM Primer und 20-100 ng genomische 

Template-DNA eingesetzt. Folgende Reaktionsbedingungen ermöglichten eine 

Amplifikation der jeweiligen Zielsequenzen: Initiale Denaturierung bei 95 °C für 2 min; 35 

Zyklen Denaturierung für 30 sek bei 95 °C, Annealing der Primer für 45 sek bei 60 °C und 

Elongation für 30 sek bei 72 °C; finale Elongation für 5 min bei 72 °C. Zur Prüfung der 

korrekten Amplifikation wurden die PCR-Produkte auf einem 2 %igen Agarosegel 

aufgetrennt und durch Anfärben im GelRed
TM

-Färbebad sichtbar gemacht. Die PCR-

Produkte wurden aus dem Gel aufgereinigt (peqGold Gel Extraction Kit) und mit der T4 

DNA Ligase in einen pBSK-Vektor ligiert. Dafür wurden jeweils die molaren Massen der 

PCR-Produkte über eine Software (Praktische Molekularbiologie) berechnet und im 
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Verhältnis 5:1 zum Vektor angesetzt. Der Ansatz erfolgte mit 2 μl des 10x T4 DNA Ligase 

Puffers, 1 μl T4 DNA Ligase und Aqua dest. ad 20 μl und wurde bei 4 °C über Nacht 

inkubiert. 

Die Plasmide wurden anschließend in XL-1 Blue MRF‘ kompetente Zellen nach 

Herstellerangaben transformiert. Nach dem Anwachsen auf LB-Amp-Platten mit IPTG und 

X-Gal wurden einzelne Kolonien, die durch α-Komplementation (Blau-Weiß Selektion) 

bereits vorselektiert waren, in einer Kolonien-PCR überprüft. Dafür wurden die einzelnen 

Kolonien in 100 μl LB-Bouillon für 1 h bei 37 °C und 550 rpm angezüchtet. Von der 

bebrüteten Bouillon wurden 5 μl mit 1x Puffer (mit MgCl2, Fermentas), 0,5 mM MgCl2, 

0,2 mM dNTP, 0,5 Units Taq DNA Polymerase (Fermentas) und je 300 nM der Standard-

Primer T3 (5’-ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA-3’) und T7 (5’-TAA TAC GAC TCA 

CTA TAG GG-3’) in einer PCR angesetzt. Folgendes Temperaturprotokoll wurde 

verwendet: initiale Denaturierung für 2 min bei 95 °C; 30 Zyklen Denaturierung für 30 sek 

bei 95 °C, Annealing für 30 sek bei 58 °C und Elongation für 30 sek bei 72 °C; finale 

Elongation für 5 min bei 72 °C. Die PCR-Produkte wurden über ein 3 %iges Gel 

aufgetrennt. Klone, die das Insert richtiger Größe enthielten, wurden in 5 ml frischem LB-

Medium angezüchtet. Die Plasmide wurden aus den Flüssigkulturen mit dem peqGOLD 

Plasmid Miniprep Kit I extrahiert und durch Sequenzierung mit den Standard-Primern T3 

und T7 auf die richtige Sequenz geprüft (Eurofins MWG Operon, Deutschland).  

Für die weitere Verwendung als Positivkontrollen wurden die Plasmide mit den blunt-end-

Restriktionsenzymen ScaI bzw. HincII linearisiert, wobei für 1 μg Plasmid jeweils 

10 Units des Enzyms aktiviert wurden. Die Reaktionen wurden nach Herstellerangaben 

durchgeführt und inkubierten bei 37 °C für 120 min mit abschließender Inaktivierung des 

Enzyms bei 80 °C bzw. 60 °C für 20 min. Die Restriktionsenzyme wurden so ausgewählt, 

dass das Enzym nicht in der multiple cloning site des Vektors schnitt und das Insert im 

linearisierten Vektor möglichst mittig zu liegen kam. Für das Plasmid mit dem ospA-Gen 

von Bbss wurde dafür das Enzym HincII eingesetzt, für alle anderen Plasmide das Enzym 

ScaI. Die linearisierten Plasmide wurden anschließend über ein 2 %iges Agarosegel 

aufgetrennt, aus dem Gel extrahiert (peqGold Gel Extraction Kit) und bei -20 °C gelagert. 
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3 Etablierung der Multiplex-PCR-Methode 

Die Multiplex-PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 25 μl durchgeführt (Tabelle 3). 

Der Primer-Mix wurde so konzipiert, dass alle Primer in equimolaren Mengen vorlagen.  

 

Tabelle 3: Multiplex-PCR, Reaktionsansatz 
 

Reagenz Konzentration 

genomische Template-DNA 20-100 ng 

Taq Standard Puffer (mit MgCl2, NEB) 2 x 

dNTPs 0,2 mM 

Taq DNA Polymerase (NEB) 0,5 Units 

10x Primer-Mix 200 nM 

Aqua dest.   

 

In der Entwicklungs- und Optimierungsphase der PCR liefen alle Ansätze mit einem 

Temperaturgradienten der Annealingtemperatur von 54-62 °C in 2 °C-Schritten, um 

einerseits eine möglichst hohe Spezifität der PCR durch einen hohe Annealingtemperatur 

zu erreichen und gleichzeitig die Amplifikation aller eingesetzten Template-DNAs zu 

gewährleisten. Das in Tabelle 4 dargestellte PCR-Protokoll ermöglichte die Amplifikation 

der jeweils eingesetzten DNA mit der höchsten Spezifität. 

 

Tabelle 4: PCR-Protokoll Multiplex-PCR 
 

Zyklenanzahl PCR-Phase Temperatur Zeit 

1 initiale Denaturierung 95 °C 2 min 

35 

Denaturierung 95 °C 30 sek 

Annealing 58 °C 60 sek 

Elongation 72 °C 60 sek 

1 finale Elongation 72 °C 5 min 

 

In jeder Reaktion diente DNA-freies Aqua dest als Negativkontrolle. Zur Überprüfung der 

erfolgreichen Amplifikation wurden die PCR-Produkte auf einem 3 %igen Agarosegel 

aufgetrennt und mit GelRed
TM

 visualisiert. 

Für die Etablierung der Multiplex-PCR-Methode und zur Optimierung des PCR-Protokolls 

wurden zuerst Single-PCRs mit einer Positivkontrolle im PCR-Ansatz durchgeführt. Im 

Folgenden wurde die Anzahl der Erreger-DNA über Duplex- und Triplex- hin zur 

Multiplex-PCRs gesteigert. Dabei wurde die zu amplifizierende Erreger-DNA in den 

Kombinationen dem PCR-Ansatz zugegeben, die für die verschiedenen Zeckenarten 

beschrieben sind (Tabelle A 9 im Anhang). 
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4 Hybridisierungsprotokoll und Mikroarray-Analyse 

Um die biotinylierten PCR-Produkte auf den Mikroarray zu hybridisieren, wurde das 

Standardprotokoll für Hybridisierungsreagenzien der Firma Alere Technologies GmbH im 

Verlauf der Optimierung zu dem in Tabelle 5 beschriebenen Protokoll abgeändert. 

 

Tabelle 5: Hybridisierungsprotokoll Mikroarray 
 
a
 Molecular Biology Reagent 

b
1:100 verdünnt 

 

Vorbereitung   Temperatur Zeit 

Denaturierung: 10 μl PCR-Produkt + 90 μl C1-Puffer 95 °C 5 min 

Mikroarray Reagenz Volumen   

Waschen Aqua dest.
a
 500 μl    

Waschen C1-Puffer 200 μl  55 °C 4 min 

Hybridisierung denaturierter PCR-Produkte 57 °C 60 min 

Waschen C2-Puffer 500 μl  47 °C 10 min 

Waschen C2-Puffer 500 μl    

Bindung der HRP C3-/C4-Puffer
b
 100 μl  30 °C 10 min 

Waschen C5-Puffer 2 x 500 μl    

Färben Lösung D1 90 μl  30 °C 5 min 

 

Das doppelsträngige PCR-Produkt wurde zunächst denaturiert. Die Trennung der 

Doppelstränge ermöglichte eine bessere Hybridisierung mit der passenden Sonde. Nach 

der Denaturierung wurde die Probe auf Eis gestellt und abgekühlt. Das Waschen des 

Mikroarrays vor der Hybridisierung wurde durchgeführt, um eventuell vorhandenen 

Schwebstoffen zu entfernen. Die Inkubation mit C1-Puffer blockierte unspezifische 

Bindungsstellen. Während der Hybridisierung binden die hauptsächlich vorhandenen 

einzelsträngigen PCR-Produkte an die jeweils komplementäre Sonde auf dem Array. Der 

C3-Puffer enthält die Streptavidin-konjugierte HRP, während der Konjugationspuffer C4 

blockierende Substanzen beinhaltet, die unspezifische Bindungen vermeiden sollen. 

Lösung D1 enthält ein Substrat für die HRP enthält, wodurch eine Anfärbung der spezifisch 

gebundenen PCR-Produkte erreicht werden kann. Der Mikroarray wurde innerhalb von 

5 min mit dem ArrayMate Reader analysiert und ausgelesen (Abbildung 5, Seite 26). 

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte anhand sogenannter Match-Tabellen (Tabellen A 

10 im Anhang). Diese Tabellen sind eine Gegenüberstellung aller Sonden zu den für die 

Alignments verwendeten Sequenzen. Aus der Gegenüberstellung konnte für jede Spezies 

ein Muster derjenigen Sonden zusammengestellt werden, welche die geringste Anzahl an 

Mismatches (Diskrepanzen der überprüften Sequenzen) für die speziesspezifischen 

Sequenzen aufwiesen. Bei der Analyse der Proben konnten die Sonden, die mit der 
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Signalintensität über dem Cut-off lagen, mit den spezifischen Sonden-Mustern verglichen 

und die Erregergenera und –spezies abgelesen werden.  

 

5 Sensitivitätsmessung und Festlegung des Cut-offs für die Sonden 

Um die Sensitivität des Mikroarrays zu prüfen, wurden die Konzentrationen der klonierten 

und linearisierten Positivkontrollen mittels Photometer bestimmt. Anschließend wurde 

diese mittels einer Software (Praktische Molekularbiologie) auf die jeweilige Anzahl der 

Plasmidkopien umgerechnet (Tabelle 6). Auf Grundlage dieser Berechnungen wurden alle 

Positivkontrollen auf eine Kopienzahl von 1x10
9
 eingestellt und Verdünnungsreihen 

angesetzt, wobei jeweils eine 1:10 Verdünnung mit Aqua dest. (Molecular Biology 

Reagent) erfolgte. Jeweils 1 μl der verdünnten Positivkontrollen wurde in der Multiplex-

PCR eingesetzt, die Produkte auf einem 3 %igen Agarosegel überprüft und ausgewählte 

Verdünnungsstufen mittels Mikroarray analysiert. Dabei wurden insbesondere die 

Verdünnungsstufen für die Mikroarray-Analysen ausgewählt, welche auf dem Gel gerade 

noch oder nicht mehr sichtbar waren, um den Vergleich von Agarosegel und Mikroarray 

hinsichtlich der Sensitivität herauszustellen. 

Durch die Analysen der Sensitivität und weiterführende Experimente konnte ein 

empirischer Wert festgelegt werden, ab dem die Sondensignale als positiv gewertet wurden 

(Cut-off). 
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Tabelle 6: Berechnung der Kopienanzahl der Positivkontrollen 
 

Genus Spezies 
kloniertes 

Gen 

Konzentration 

ng/μl 

Größe des 

Inserts (bp) 

Größe von 

Insert  

und Vektor 

Vektor 
Anzahl 

Moleküle 

Anaplasma phagocytophilum 16S rRNA 23,74 405 3,405 pBSK 6,5 x10
9
 

 platys 16S rRNA 14,39 403 3,403 pBSK 3,9 x10
9
 

Ehrlichia canis 16S rRNA 10,95 408 3,408 pBSK 2,7 x10
9
 

Babesia gibsoni 18S rRNA 7,29 371 3,386 pGEM®-T Easy 2,0 x10
9
 

 canis 18S rRNA 14,34 373 3,388 pGEM®-T Easy 3,9 x10
9
 

 vogeli 18S rRNA 21,09 374 3,389 pGEM®-T Easy 5,8 x10
9
 

Borrelia afzelii ospA 17,40 291 3,291 pBSK 4,9 x10
9
 

 garinii ospA 37,65 291 3,291 pBSK 10,4 x10
9
 

 burgdorferi sensu stricto ospA 22,37 291 3,291 pBSK 6,3 x10
9
 

Rickettsia helvetica gltA 10,71 235 3,235 pBSK 3,1 x10
9
 

  ompB 10,49 171 3,171 pBSK 3,1 x10
9
 

 conorii gltA 14,17 235 3,235 pBSK 4,1 x10
9
 

  ompB 16,52 171 3,171 pBSK 4,8 x10
9
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6 Analyse der Spezifität des Mikroarrys 

Um falschpositive Hybridisierungsreaktionen auf dem Mikroarray durch verwandte, von 

Zecken übertragene Erreger auszuschließen, wurde die DNA der folgenden Pathogene mit 

der Multiplex-PCR amplifiziert und die biotinylierten PCR-Produkte auf dem Array 

analysiert: A. marginale, R. honei, R. monacensis, B. spielmanii und B. microti-like. 

Zusätzlich wurde die DNA von 10 spezifisch Borrelia-spp.-freien I. ricinus mit Multiplex-

PCR und Mikroarray getestet. 

 

7 Analyse der Feldproben 

Insgesamt wurden 150 I.-ricinus- und 175 D.-reticulatus-Zecken mittels Multiplex-PCR 

und DNA-Mikroarray analysiert.  

Zur Bestätigung der Mikroarray-Ergebnisse wurden die I.-ricinus-Proben, welche positiv 

für Borrelia spp. waren, mit einer bereits beschriebenen ospA real-time PCR überprüft 

(KRUPKA et al., 2009; STRAUBINGER, 2000b). Die veröffentlichten Oligonukleotide 

waren für B. afzelii die Primer BaPKo-OspA-F 5’-AAA ATG TTA GCA GCC TTG ATG 

AA-3’ und BaPKo-OspA-R 5’-GAC TGT ACT TAC CGT CTT TGT CTT-3’, für 

B. garinii BgPBi-OspA-F 5’-AAA TGT TAG CAG CCT TGA TGA AA-3’ und BgPBi-

OspA-R 5’-GAC TGT AAT TAC CAT CTT TGT CTT T-3’, für Bbss BBssN40-OspA-F 

5’-AAT GTT AGC AGC CTT GAC GAG AA-3’ und BBssN40-OspA-R 5’-GAT CGT 

ACT TGC CGT CTT TGT TT-3’, und die Sonde 5’-FAM-AAC AGC GTT TCA GTA 

GAT TTG CCT GGT GA-TAMRA-3’. Die Oligonukleotide wurden bei Eurofins MWG 

Operon, Deutschland synthetisiert. 

Als Positivkontrollen wurde die DNA von B. afzelii Pko, B. garinii Pbi (Bbav) und Bbss 

N40 eingesetzt, die aus jeweils 10
5
 Spirochäten extrahiert wurde. Jede Zecken-Probe 

wurde in Triplikaten getestet. 

 

8 Analyse unspezifischer Signale in den Feldproben 

Bei der Untersuchung der DNA von I. ricinus und D. reticulatus mittels Multiplex-PCR 

war bei 70,3 % der Proben von D. reticulatus und bei 64,7 % von I. ricinus eine 

unspezifische Bande von etwa 400 bp Größe auf dem Agarosegel sichtbar. Um die Bande 
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weiter zu charakterisieren, wurden die im Folgenden beschriebenen zusätzlichen 

Untersuchungen angewandt. 

 

8.1 Real-time PCR 

Zur Differenzierung zu Ap wurde eine bereits beschriebene real-time PCR zur Detektion 

des msp2-Gens durchgeführt (COURTNEY et al., 2004). Die forward Primer ApMSP2f 5’-

ATG GAA GGT AGT GTT GGT TAT GGT ATT-3’ und der reverse Primer ApMSP2r 5’-

TTG GTC TTG AAG CGC TCG TA-3’ amplifizierten dabei ein etwa 77 bp großes 

Zielfragment. Durch die Sonde ApMSP2p 5’-FAM-TGG TGC CAG GGT TGA GCT 

TGA GAT TG-TAMRA-3’ wurde die spezifische Detektion des msp2-Gens von Ap 

ermöglicht. Die beschriebenen Oligonukleotide wurden bei Eurofins MWG Operon, 

Deutschland synthetisiert. Folgende Reagenzien wurden in einem 25 μl Ansatz eingesetzt: 

5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP, 1x GeneAmp PCR Gold Buffer, 0,75 Units AmpliTaq
®
 Gold 

DNA Polymerase, 0,3x ROX, je 300 nM Primer und 200 nM Sonde. Für die Reaktionen 

wurde jeweils 15-50 ng DNA von vier verschiedenen D.-reticulatus-Zecken als Template 

verwendet. Die real-time PCR lief mit folgendem Temperaturprotokoll: 10 min bei 95 °C; 

40 Zyklen bei 95 °C für 15 sek und 60 °C für 60 sek (COURTNEY et al., 2004). 

Die DNA von Ap, angezüchtet in einer HL60-Zellkultur (human myeloid leukemia cells), 

wurde in einer Verdünnung von 1:1000 in DNA von HL60-Zellen als Positivkontrolle 

eingesetzt und ergab einen durchschnittlichen Ct-Wert von 25,92 (25,81-25,99). Jede der 

vier Zecken-Proben wurde in Triplikaten getestet. 

 

8.2 Untersuchung mittels Mikroarray 

Die biotinylierten PCR-Produkte von D. reticulatus und I. ricinus, bei deren Analyse auf 

dem Agarosegel die etwa 400 bp große Bande sichtbar war, wurden mittels Mikroarray 

getestet.  

 

8.3 Multiplex-PCR und Sequenzierung 

Zur weiteren Untersuchung der unspezifischen, etwa 400 bp großen Bande der Zecken-

DNA wurde eine D.-reticulatus-Probe in einem 4fachen Ansatz (4 x 25 μl) mit der unter 

Kapitel 3 beschriebenen Multiplex-PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf einem 

3 %igen Agarosegel aufgetrennt und für die Sequenzierung aus dem Gel aufgereinigt 
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(peqGold Gel Extraction Kit). Die Sequenzierung (Eurofins MWG Operon, Deutschland) 

erfolgte mit den entwickelten 16S rRNA-Primern der Multiplex-PCR. 

 

8.4 PCR der 16S rRNA und Sequenzierung 

Um die Ergebnisse der Sequenzierung aus 8.3 verifizieren zu können, wurde die gleiche 

DNA-Probe von D. reticulatus in einer PCR eingesetzt, mit der ein Abschnitt von etwa 

1444 bp der 16S rRNA amplifiziert werden kann. Forward (5’-AGA GTT TGA TCC TGG 

CTC AG-3’) und reverse Primer (5’-CGG CTA CCT TGT TAC GAC TT-3’) (ZHOU et 

al., 2010), synthetisiert bei Eurofins MWG Operon, Deutschland, wurden in einer 50 μl 

Reaktion in einer Konzentration von je 300 nM mit 0,2 mM dNTP, 1x Pwo-

Reaktionspuffer mit 2,0 mM MgSO4, 1 Unit Pwo-Polymerase und 100 ng der Template-

DNA angesetzt. Die Pwo-Polymerase (aus Pyrococcus woesei) besitzt eine zusätzliche 

3’→5’- Exonuklease-Aktivität (proof reading). Mit dieser Aktivität ist die Fehlerquote bei 

der Amplifikation reduziert und ermöglicht eine genauere Aussage der 

Sequenzierergebnisse. Folgendes Temperaturprotokoll ermöglichte die Amplifikation der 

Template-DNA: initiale Denaturierung für 2 min bei 94 °C; 30 Zyklen mit 30 sek 

Denaturierung bei 94 °C, Annealing für 45 sek bei 64 °C und Elongation für 90 sek bei 

68 °C; finale Elongation für 5 min bei 68 °C. Das PCR-Produkt wurde anschließend auf 

einem 2 %igen Agarosegel aufgetrennt und nach Extraktion aus dem Gel (peqGold Gel 

Extraction Kit) mit den für die PCR verwendeten 16S rRNA-Primern sequenziert (Eurofins 

MWG Operon, Deutschland). 

 

8.5 Klonierung und Sequenzierung 

Zur Klonierung der unspezifischen Banden wurde ein 4facher Ansatz (4 x 25 μl) mit DNA 

von jeweils D. reticulatus bzw. I. ricinus in der in Kapitel 3 beschriebenen Multiplex-PCR 

angesetzt. Die PCR-Produkte wurden über ein 2 %iges Agarosegel aufgetrennt und aus 

dem Gel aufgereinigt (peqGold Gel Extraction Kit). Mit der unter Kapitel 2.4.3 

beschriebenen Klonierungsmethode wurden die etwa 400 bp großen Fragmente in einen 

pBSK-Vektor ligiert und anschließend in XL1-Blue MRF’ superkompetente Zellen 

transformiert. Die das Insert der richtigen Größe enthaltenden Klone wurden in LB-Amp-

Medium angezüchtet und nach Aufreinigung des Plasmids (peqGOLD Plasmid Miniprep 

Kit I) mit den Standard-Primern T3 und T7 sequenziert (Eurofins MWG Operon, 

Deutschland). 
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IV. ERGEBNISSE 

1 Multiplex-PCR 

Zunächst wurden in der PCR nur einzelne Spezies (genomische DNA) als Target 

eingesetzt. Dabei war eine Amplifikation der einzelnen Erreger mit Nachweis auf dem 

Agarosegel möglich. Durch das Hinzufügen der DNA anderer Pathogene wurde die PCR 

hin zur Multiplex-PCR erweitert. Die DNA der verschiedenen Erregerspezies wurde dabei 

so kombiniert, wie das Vorhandensein der Pathogene in den verschiedenen Zeckenarten 

beschrieben ist (Tabelle A 9 im Anhang). Zum Beispiel war für I. ricinus eine theoretische 

Mehrfachinfektion mit den Erregern Ap, Borrelia spp. und Rh auf dem Agarosegel 

nachweisbar.  

Durch die Optimierung des PCR-Protokolls war es sogar möglich, DNA der vier 

verschiedenen Genera von Pathogenen in einem Ansatz auf dem Agarosegel nachzuweisen 

(Abbildung 9). Dies stellt zwar nur eine theoretische Situation dar, da in einer einzelnen 

Zeckenspezies bisher nicht alle 4 verschiedenen Genera beschrieben wurden, zeigt aber das 

hohe Nachweispotential der Multiplex-PCR auf. 

 

  
 

Abbildung 9: 3 %iges Agarosegel mit Produkten aus der Multiplex-PCR 

 

Einsatz vier verschiedener Erreger in der Multiplex-PCR (genomische DNA) 
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Die Optimierung der Multiplex-PCR-Methode bewirkte eine Erhöhung der Spezifität, 

erkennbar durch die Reduktion der unspezifischen Banden auf dem Agarosegel, bei 

gleichbleibender Intensität der spezifischen Banden. Eine Annealingtemperatur von 58 °C 

ermöglichte die Amplifikation der jeweils eingesetzten DNA bei größtmöglicher Spezifität. 

Unterstützend wirkte dabei eine hohe KCl-Konzentration (2fache Konzentration des 

Puffers mit 100 mM KCl pro Reaktion), welche die Effizienz der Multiplex-Reaktion 

steigerte und die gleichzeitige Amplifikation mehrerer Loci ermöglichte (HENEGARIU et 

al., 1997). 

Bei allen Ansätzen zur Etablierung der Multiplex-PCR, zum Test auf Sensitivität und 

Spezifität und zur Beprobung der Zeckenproben waren die Negativkontrollen des 

Mastermixes und der DNA-Extraktion auf dem Agarosegel negativ. 

 

2 Mikroarray-Analyse 

Für die Hybridisierung auf dem Mikroarray wurde von der Firma Alere Technologies 

GmbH ein Standardprotokoll zur Verfügung gestellt. Um die Anzahl unspezifischer 

Signale auf dem Mikroarray zu verringern, wurden mehrere Parameter abgeändert und 

somit eine höhere Spezifität generiert. Die entscheidenden Veränderungen waren dabei, 

dass die PCR-Produkte vor der Hybridisierung denaturiert, die Hybridisierungstemperatur 

auf 57 °C erhöht und der erste Waschschritt nach der Hybridisierung auf 47 °C und 10 min 

verändert wurden. Durch die Veränderung dieser Parameter wurden deutlich spezifischere 

Signale auf dem Mikroarray erzeugt. Bei allen durchgeführten Experimenten lagen die 

Signalintensitäten der Biotinmarker (Positivkontrollen) bei 0,80 bis 0,87 und der Leerwerte 

(Negativkontrollen) bei -0,002 bis 0,13. Alle Analysen waren damit auswertbar. 

 

Bei der Analyse der Positivkontrollen auf dem Mikroarray waren mit der Analyse nur einer 

Erregerspezies, für die jeweils genus-, aber auch speziesspezifischen Sonden ein deutlich 

positives Signal von > 0,6 messbar. Für alle Positivkontrollen war somit die spezifische 

Detektion bzw. Differenzierung mittels des entwickelten Mikroarrays möglich.  

Bei der Analyse der Positivkontrollen für Borrelia spp. wurde allerdings, insbesondere bei 

B. garinii (Bbav) und B. afzelii, ein zusätzliches Signal der Sonden 1 und 2 (spezifisch für 

das Genus Anaplasma/Ehrlichia) gemessen. Außerdem gaben einzelne Sonden anderer 

Borrelienspezies ein Signal über dem Cut-off, z. B. die Sonde 39 (spezifisch für B. afzelii) 

bei der Analyse von B. garinii (Bbav) auf dem Mikroarray (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Mikroarray des PCR-Produkts von B. garinii (Bbav) 

 

mit speziesspezifischen Sondensignalen (Sonden 33-35) und zusätzlichen Signalen 

der Sonden 1 und 2 (Genus Anaplasma/Ehrlichia), 29 und 31 (Bbss), 39 (B. afzelii) 

und 43 (Borrelia spp.) 

 

Da für die Auswertung des Mikroarrays und die Festlegung auf eine Spezies immer ein 

Muster mehrerer spezifischer Sondensignalen bewertet wurde, konnten diese einzelnen 

Sonden als nicht relevant angesehen werden.  

Die spezifischen Signalmuster, die bei der Analyse der Positivkontrollen gemessen wurden 

und aus den Match-Tabellen ersichtlich waren, waren für B. afzelii die Sonden 39-42, für 
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Bbss die Sonden 29-32 und 36-38, für B. garinii (Bbav) die Sonden 33-35. Signale 

zusätzlicher Sonden konnten für den entwickelten Array je nach speziesspezifischer 

Sequenz auftreten und mussten über die Match-Tabellen ausgewertet werden. 

 

Die spezifischen 16S rRNA-Sonden ergaben bei der Detektion der einzelnen Spezies von 

Anaplasma und Ehrlichia nicht immer eindeutige Signale. Bei der Analyse von Ec waren 

besonders für die Sonden 5-7 (eigentlich spezifisch für Anaplasma spp.) Werte oberhalb 

des Cut-offs messbar. Die Differenzierung von Apl und Ap war nur durch zusätzliche 

Informationen über die untersuchte Zeckenspezies gewährleistet, da die Apl-spezifische 

Sonde 6 Kreuzreaktionen bei der Analyse von Ap zeigte. Die Match-Tabellen ergaben 

hierbei 0 bis 6 Mismatches zu den Sequenzen von Ap. Von den Sonden, die für den 

Genusnachweis entwickelt wurden, zeigten die Sonden 1 und 2 deutliche Signale über dem 

Cut-off. Wie bereits beschrieben konnte das Signal insbesondere der Sonde 1 auch 

aufgrund einer Kreuzreaktion mit anderen Erregern wie Borrelia spp. zustande kommen. 

Ebenso zeigte sich im Laufe der Untersuchungen von Feldproben, dass bei den spezifisch 

für Ec entwickelten Sonden 4 und 8 Kreuzreaktionen mit Umweltkeimen oder 

Endosymbionten der analysierten Zecken auftraten. 

Die Sondenmuster, die die jeweilige Spezies differenzierten, waren für Ap die Sonden 1-3, 

5, 7 und 9, für Apl 1-3, 5-7 und 9, sowie für Ec die Sonden 1, 2, 4 und 8.  

 

Bei der Analyse der verschiedenen Babesien-Positivkontrollen wurde jeweils für die Sonde 

20, eigentlich spezifisch für die Spezies B. gibsoni, ein positives Signal gemessen. Die 

Match-Tabelle ergab für diese Sonde nur einen Mismatch zu den Spezies B. canis und 

B. vogeli, wodurch die Kreuzreaktionen erklärt werden konnten. Unter Beachtung dieses 

zusätzlichen Signals war die Speziesdifferenzierung möglich. Die spezifischen 

Sondensignale, die mit den Positivkontrollen gemessen wurden, waren für B. canis die 

Sonden 10-12, 15, 16 und 19, für B. vogeli die Sonden 10-13, 15 und 17, für B. gibsoni die 

Sonden 10, 11, 14, 18 und 20. 

 

Die Analyse der Rickettsien-Positivkontrollen mittels Mikroarray ergab hochspezifische 

Ergebnisse und eindeutige Sondensignale für die jeweiligen Spezies. Eine Rh- Infektion 

wurde durch die Sonden 21 und 22 (ompB Gen) und 25-28 (Detektion des gltA Gens des 

Genus Rickettsia) nachgewiesen. Die Signale der gltA-Sonden 25-28 wurden ebenfalls bei 
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einer Rc-Infektion gemessen, sowie zusätzlich die Signale der speziesspezifischen ompB-

Sonden 23 und 24. 

 

Die Analyse der biotinylierten Produkte aus den Duplex- und Multiplex-PCRs ergab, unter 

Beachtung der oben genannten Kriterien, sowohl bei Verwendung von Plasmid- als auch 

genomischer DNA, eindeutig auswertbare Ergebnisse. Als Beispiel für eine duplex PCR 

wurde genomische DNA von Ap und B. afzelii in der PCR eingesetzt. B. afzelii wurde 

dabei durch positive Signale der Sonden 39-42 detektiert, Ap durch die Sonden 1-3, 5, 7, 9. 

Zusätzlich wurden ein positive Signale der Sonden 34, 35 und 43 (B. garinii und Borrelia 

spp.) und der Sonde 6 (Apl) gemessen (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Mikroarray des PCR-Produkts von B. afzelii und Ap 

 

Borrelia afzelii (Sonden 39-42), Anaplasma phagocytophilum (Sonden 1-3, 5, 7 und 

9), zusätzliche Signale der Sonden 34, 35 und 43 (B. garinii und Borrelia spp.) und 

der Sonde 6 (Apl), genomische DNA 

 

Zur Imitation einer Mehrfachinfektion von I. ricinus, wurde die Plasmid-DNA von 

B. afzelii, Bbss, Rh und Ap in einer Multiplex-PCR eingesetzt und die PCR-Produkte auf 

dem Mikroarray analysiert (Abbildung 12). Auch in diesem Ansatz war ein Nachweis der 

einzelnen Erreger möglich. B. afzelii wurde durch die Sonden 39-42 detektiert. Bbss war 
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davon durch die Sonden 29-32 und 36-38 differenzierbar. Zusätzliche Signale wurden für 

die Sonden 34, 35 und 43 gemessen. Trotz der Signale der Sonden 34 und 35 wurde eine 

Infektion mit B. garinii (Bbav) unterschieden, da sich insbesondere die Sonde 33 als 

hochspezifisch für das Vorhandensein von B. garinii (Bbav) herausstellte. Die Match-

Tabellen zeigten für diese Sonde jeweils 6 Mismatches zu den Sequenzen von B. afzelii 

und Bbss aus den Alignments. Die spezifischen Sonden für Rh, 21 und 22 für die Spezies 

und 25-28 für das Genus der Rickettsien, gaben deutliche Signale über dem Cut-off. Für 

Ap wurden positive Signale der Sonden 1-3, 5, 7, 9 und 6 (eigentlich spezifisch für Apl) 

gemessen. 
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Abbildung 12: Mikroarray des PCR-Produkts von B. afzelii, Bbss, Rh und Ap 

 

Borrelia afzelii (Sonden 39-42), Borrelia burgdorferi sensu stricto (Sonden 29-32 

und 36-38), Rickettsia helvetica (Sonden 21, 22, 25-28), Anaplasma 

phagocytophilum (Sonden 1-3, 5, 7 und 9), zusätzliche Signale der Sonden 34, 35, 

43 (B. garinii und Borrelia spp.) und der Sonde 6 (Apl)  

 

3 Sensitivität und Festlegung des Cut-offs der Sonden 

Verdünnungsreihen aller Positivkontrollen wurden in der Multiplex-PCR als Template 

eingesetzt, auf einem 3 %igen Agarosegel aufgetrennt und anschließend auf dem 
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Mikroarray getestet. Als Beispiel ist hier die Sensitivitätsbestimmung für die 

Positivkontrolle von Apl dargestellt. Auf dem Gel sieht man mit höherer 

Verdünnungsstufe, d.h. entsprechend geringerer Anzahl an Gen-Kopien, eine schwächer 

werdende Bande des PCR-Produkts (Abbildung 13). 

 

 
 

Abbildung 13: Agarosegel der Anaplasma-platys-Verdünnungsreihe  

 

10
6
 bis 10

-1
 Gen-Kopien in der Multiplex-PCR, 3 %iges Agarosegel 

 

Die PCR-Produkte der Verdünnungsstufen, die rechnerisch 10
1
 bzw. 10

0
 Gen-Kopien 

enthielten, wurden anschließend auf dem Mikroarray analysiert. Dabei verursachten die 

PCR-Produkte mit ursprünglich 10
1
 Kopien in der Ausgangsmenge deutliche Signale auf 

dem Mikroarray (Abbildung 14 A), während für eine Verdünnungsstufe von 10
0
 Gen-

Kopien keine positiven Signale mehr gemessen werden konnten (Abbildung 14 B). 
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14 A 
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14 B 
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Abbildung 14: Mikroarrays der Anaplasma-platys-Verdünnungsreihe 

 

14 A: PCR-Produkt aus 10
1
 Kopien auf dem Mikroarray (Sonden 1-3, 5-7 und 9) 

14 B: PCR-Produkt aus 10
0
 Kopien auf dem Mikroarray 
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Für die Bestimmung der Sensitivität des Mikroarrays wurden die Verdünnungsstufen 

ausgewählt, für die auf dem Agarosegel gerade noch eine schwache Bande bzw. keine 

Bande mehr sichtbar war. Diese Vorgehensweise sollte die höhere Sensitivität des 

Mikroarrays verdeutlichen. Bis auf die Positivkontrolle von B. canis zeigte der Mikroarray 

im Vergleich zur Detektion mittels konventioneller Multiplex-PCR mit Nachweis auf dem 

Agarosegel eine bis zu 1000fach höhere Sensitivität für die einzelnen Positivkontrollen 

(Tabelle 7).  

 

Tabelle 7: Vergleich der Sensitivität von Agarosegel und Mikroarray 
 

Analyse mit den hergestellten Positivkontrollen 
 

 

SI: Signalintensität der Sonden 

 

  Anzahl nachweisbarer Kopien 

Target Gen im Agarosegel auf Mikroarray 

Ap 16S rRNA 10
4
 10

3
 (SI ≥ 0,16 – 0,50) 

Apl 16S rRNA 10
3
 10

1
 (SI ≥ 0,23 – 0,83) 

Ec 16S rRNA 10
2
 10

1
 (SI ≥ 0,24 – 0,83) 

B. canis 18S rRNA 10
2
 10

2
 (SI ≥ 0,30 – 0,71) 

B. vogeli 18S rRNA 10
3
 10

2
 (SI ≥ 0,42 – 0,84) 

B. gibsoni 18S rRNA 10
3
 10

1
 (SI ≥ 0,18 – 0,53) 

B. afzelii ospA 10
6
 10

5
 (SI ≥ 0,16 – 0,86) 

B. garinii (Bbav) ospA 10
6
 10

4
 (SI ≥ 0,41 – 0,81) 

Bbss ospA 10
6
 10

3
 (SI ≥ 0,18 – 0,41) 

Rh gltA + ompB 10
3
 10

1
 (SI ≥ 0,83 – 0,87) 

Rc gltA + ompB 10
3
 10

1
 (SI ≥ 0,50 – 0,85) 

 

Auf Grundlage der Sensitivitätsanalysen und weiterer Versuche, z. B. mit genomischer 

DNA, wurde ein empirischer Cut-off von 0,3 festgelegt. Signalintensitäten der Sonden 

≥ 0,3 wurden für den DNA-Mikroarray als positiv angesehen. Bei Signalintensitäten 

zwischen 0,16 und 0,3 war keine eindeutige Aussage möglich und das Ergebnis wurde 

anhand des gesamten vorhandenen Musters an positiven Sonden beurteilt. 

Signalintensitäten < 0,16 wurden als negativ gewertet.  
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4 Analyse der Spezifität 

Alle 10 spezifisch Borrelia-spp.-freien I.-ricinus-Proben waren auf dem Mikroarray 

negativ für Borrelia spp. 

 

Die Untersuchung anderer Erregerspezies, zum Test auf die Spezifität des Mikroarrays, 

ergab für die Rickettsien jeweils positive Signale der Sonden, die das Genus Rickettsia 

nachweisen. Die Signalintensitäten lagen bei den Proben von R. honei und R. monacensis 

dabei um 0,8. Die für Rh und Rc spezifischen ompB-Sonden waren negativ (Abbildungen 

15 und 16). Die Detektion von Rickettsia spp. mit den gltA-Sonden und die 

Differenzierung von Rh und Rc war daher mit dem entwickelten Mikroarray möglich. Bei 

der Analyse der beiden Rickettsienspezies zeigte allerdings die für das Genus 

Anaplasma/Ehrlichia spezifische Sonde 1 ein deutlich positives Signal von etwa 0,65. 

 

Sonde 1
Sonde 2
Sonde 3
Sonde 4
Sonde 5
Sonde 6
Sonde 7
Sonde 8
Sonde 9

Sonde 10
Sonde 11
Sonde 12
Sonde 13
Sonde 14
Sonde 15
Sonde 16
Sonde 17
Sonde 18
Sonde 19
Sonde 20
Sonde 21
Sonde 22
Sonde 23
Sonde 24
Sonde 25
Sonde 26
Sonde 27
Sonde 28
Sonde 29
Sonde 30
Sonde 31
Sonde 32
Sonde 33
Sonde 34
Sonde 35
Sonde 36
Sonde 37
Sonde 38
Sonde 39
Sonde 40
Sonde 41
Sonde 42
Sonde 43
Sonde 44
Sonde 45

Leewert 46
Biotinmarker 47

-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

 S
o

n
d

e
n

Signalintensität

 

 

Abbildung 15: Mikroarray der PCR-Produkte von Rickettsia honei 

 

Sonden 25-28 (Genus Rickettsia), Sonde 1 (Genus Anaplasma/Ehrlichia) 
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Abbildung 16: Mikroarray der PCR-Produkte von Rickettsia monacensis 

 

Sonden 26-28 (Genus Rickettsia), Sonde 1 (Genus Anaplasma/Ehrlichia) 
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Bei der Analyse von Borrelia spielmanii (Abbildung 17) konnten für die Sonden 44 und 

45, die spezifisch diese Spezies differenzieren sollen, jeweils positive Signale mit einer 

Intensität von etwa 0,8 gemessen werden. Die zusätzlichen Signale der Sonden 35 

(Signalintensität 0,55) und 43 (Signalintensität 0,3) wurden Borrelia spp. zugeordnet. Das 

Signal der Sonde 1 mit einem Wert von etwa 0,2 wurde, wie bereits beschrieben, durch 

Kreuzreaktionen der Borrelien mit der Sonde verursacht und konnte daher als negativ 

gewertet werden. Mit dem entwickelten Mikroarray war folglich auch die Detektion und 

Differenzierung von B. spielmanii möglich. 
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Abbildung 17: Mikroarray der PCR-Produkte von Borrelia spielmanii 

 

Sonden 44 und 45 (Borrelia spielmanii), 35 und 43 (Borrelia spp.)  
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Bei der Prüfung der PCR-Produkte des Plasmids von Babesia microti-like wurden deutlich 

positive Signale der genusspezifischen 18S rRNA-Sonden gemessen (Signalintensitäten 

0,7 bis 0,85). Alle für B. canis, vogeli und gibsoni spezifischen Sonden blieben dagegen 

negativ. Das Design der 18S rRNA-Sonden des Mikroarrays erlaubte damit den Nachweis 

des Genus Babesia und die spezifische Differenzierung zu den ausgewählten Spezies 

(Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Mikroarray der PCR-Produkte von Babesia microti-like 

 

Sonden 10 und 11 (Genus Babesia) 
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Für Anaplasma marginale wurden für die genusspezifischen Sonden 1 bis 3 

Signalintensitäten oberhalb des Cut-offs (> 0,65) und zusätzliche Signale anderer 16S 

rRNA-Sonden gemessen. Ebenso waren die für Babesien spezifischen Sonden 10, 11 und 

13 mit Werten > 0,4 deutlich positiv (Abbildung 19).  
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Abbildung 19: Mikroarray der PCR-Produkte von Anaplasma marginale 

 

Sonden 1-3 (Genus Anaplasma/Ehrlichia) und zusätzliche Signale der Sonden 4-9 

(Anaplasma spp./Ehrlichia spp.), 10, 11 und 13 (Genus Babesia, Babesia vogeli) 
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5 Ergebnisse der Analysen der Feldproben 

5.1 Ergebnisse der Ixodes-ricinus-Feldproben 

Bei 29,3 % (n = 44) der I.-ricinus-Zecken waren Signale für Rickettsia spp. messbar. 

Davon waren 72,7 % (n = 32) positiv für Rh (ompB-Sonden 21, 22 und gltA-Sonden 25-28, 

oder einzelne Signale der ompB-Sonden 21, 22). Sechs Proben zeigten positive Signale für 

Borrelia spp. Die Ergebnisse der Speziesdifferenzierung wurden durch die ospA real-time 

PCR bestätigt (Tabelle 8).  

 

Tabelle 8: Vergleich DNA-Mikroarray zu ospA real-time PCR 
 

Borrelia-spp.-positive I.-ricinus-Zecken 
 

 

SI: Sondenintensität 

P: Positivkontrolle 

negativ: Ct-Werte über 40 
a
keine eindeutige Aussage möglich 

 

Zecke Mikroarray real-time PCR (Ct-Werte) 

Nr. Speziesnachweis SI B. afzelii B. garinii Bbss 

22 Bbss > 0,25 negativ negativ 37,59 

32 B. afzelii, B. garinii > 0,32 36,42 37,67 negativ 

96 Bbss > 0,25 negativ negativ 37,52 

113 B. afzelii > 0,23 35,46 38,91 negativ 

149 B. afzelii, B. garinii, Bbss
a
 > 0,64 34,97 35,71 39,99

a
 

150 Bbss > 0,25 negativ negativ 36,42 

   P: 27,91 P: 32,87 P: 28,65 

 

In einer I.-ricinus-Probe (0,7 %) konnte eine Doppelinfektion mit Ap und Rh detektiert 

werden (Tabelle 9). Die Ap-spezifischen Sonden zeigten dabei Werte > 0,64. Das Ergebnis 

für Ap wurde durch die msp2 real-time PCR bestätigt (durchschnittlicher Ct-Wert der 

Probe 31,42). Eine weitere Doppelinfektion konnte mit den Erregern Rh und Bbss in 

I. ricinus detektiert werden. Eine Infektion mit den 3 Pathogenen B. afzelii, B. garinii 

(Bbav) und Rh konnte in einer Probe mittels Mikroarray nachgewiesen werden. Eine 

weitere Dreifachinfektion mit den Pathogenen B. afzelii, B. garinii (Bbav) und Rickettsia 

spp. wurde mit zusätzlicher ospA real-time PCR detektiert. Die Infektion einer Zecke mit 

B. afzelii, B. garinii (Bbav) und Bbss konnte durch Mikroarray-Analyse und real-time PCR 

nicht eindeutig bestätigt werden. 
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Tabelle 9: Koinfektionen in I. ricinus detektiert mittels Mikroarray 
 
a
zusätzlich durch real-time PCR detektiert 

b
Dreifachinfektion zweifelhaft 

c
keine eindeutige Aussage möglich 

 

Anzahl Erreger Koinfektionen I. ricinus 

2 Rh Bbss  

2 Rh Ap  

3 Rh B. afzelii B. garinii (Bbav) 

3 Rickettsia spp. B. afzelii B. garinii (Bbav)
a
 

3
b
 B. afzelii B. garinii (Bbav) Bbss

c
 

 

Insgesamt zeigten 108 (72,0 %) der I.-ricinus-Proben positive Signale für die eigentlich Ec 

spezifischen Sonden 1, 4 und 8.  

 

5.2 Ergebnisse der Dermacentor-reticulatus-Feldproben 

Bei 66,9 % (n = 117) der D.-reticulatus-Zecken konnte ein Signal für Rickettsia spp. 

gemessen werden (gltA- und/oder ompB-Sonden). Interessanterweise zeigten drei Proben 

spezifisch positive Sondensignale für Rh (ompB-Sonden 21und 22 und gltA-Sonden). 

Es konnten keine Babesia spp. spezifischen Sondensignale über dem Cut-off detektiert 

werden.  

In 142 (81,1 %) D.-reticulatus-Zecken waren die Sonden 1, 4 und 8 (spezifisch für Ec) 

positiv. 

 

6 Analyse unspezifischer Signale in den Feldproben 

Bei 70,3 % der D.-reticulatus- und 64,7 % der I.-ricinus-Zecken war nach der 

Amplifikation durch die Multiplex-PCR eine zusätzliche, etwa 400 bp große Bande auf 

dem Agarosegel sichtbar. Um diese Bande weiter zu spezifizieren, wurde bei vier Proben 

von D. reticulatus eine msp2 real-time PCR durchgeführt. In dieser hochspezifischen PCR 

waren alle vier Proben negativ. 

Bei der Analyse der Feldproben auf dem Mikroarray waren bei 81,1 % der D.-reticulatus- 

und bei 72,0 % der I.-ricinus-Zecken positive Signale der Sonden 1, 4 und 8 messbar 

(Abbildung 20). Sonde 1 wurde entwickelt um spezifisch das Genus Anaplasma/Ehrlichia 

nachweisen zu können, während die Sonden 4 und 8 die Spezies Ec differenzieren. Das 

starke Signal der Sonden wies damit theoretisch auf das Vorhandensein von Ec in der 

Probe hin. Da allerdings als hauptsächlicher Vektor für Ec die Zecke R. sanguineus 
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beschrieben ist und die Übertragung durch Dermacentor nur für die Spezies D. variabilis 

bekannt ist (JOHNSON et al., 1998; MURPHY et al., 1998), wurde die unspezifische, etwa 

400 bp große Bande weiter aufgearbeitet, um Fehlhybridisierungen der Sonden zu 

untersuchen.  
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Abbildung 20: Mikroarray einer Probe von D. reticulatus  

 

mit unspezifischer, 400 bp großer Bande im Agarosegel 

Sonden 1, 2 (Genus Anaplasma/Ehrlichia), 4 und 8 (Ehrlichia canis) 

 

Die Sequenzierungen der PCR-Produkte sowohl aus der Multiplex-PCR als auch aus der 

zusätzlich durchgeführten PCR der 16S rRNA, lieferten keine eindeutigen Ergebnisse. Die 
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Elektropherogramme beider Sequenzierungen zeigten über große Abschnitte hinweg 

Doppel- und Mehrfachpeaks. 

Nach Klonierung und Sequenzierung der unspezifischen Bande einer Probe von 

D. reticulatus ergab die BLAST-Analyse eine 100 %ige Übereinstimmung mit der 16S 

rRNA von Umweltkeimen (Bacterium WM06i_A10G/Accession no. HM989886, 

Methylobacterium sp. ED325/Accession no. GQ342537, uncultured bacterium/Accession 

nos. HM313735, AM697235). Die Sonden, die ein deutliches Signal auf dem Mikroarray 

zeigten, wiesen 1-5 Mismatches zu der nicht erwarteten Sequenz auf (Abbildung A 2 im 

Anhang). 

Von der unspezifischen Bande von I. ricinus konnten insgesamt vier Klone sequenziert 

werden. Drei davon stimmten auf der gesamten Länge der Sequenz (402 bp) überein. Die 

vierte Sequenz hatte an der 370. Stelle einen Nuklotidaustausch von Adenin zu Guanin, 

was aber in der Aminosäuresequenz keine Veränderung verursachte. In den BLAST-

Analysen zeigte die unspezifische Sequenz eine 100 %ige Übereinstimmung mit 

Candidatus Midichloria mitochondrii (IricVA, complete genome/Accession no. CP002130 

bzw. partial 16S rRNA gene/Accession no. AJ566640) und mit Rickettsiales bacterium 

It62 (16S rRNA gene, partial sequence/Accession no. AF525481). Die positiven Sonden 

auf dem Mikroarray wiesen 0-4 Mismatches zu diesen Sequenzen auf (Abbildung A 3 im 

Anhang). 
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V. DISKUSSION 

1 Ergebnisse der Untersuchung von Feldproben 

Um den entwickelten Mikroarray mit vorgeschalteter Multiplex-PCR auf Funktionalität zu 

prüfen wurden mit dem Assay Feldproben untersucht. In den gesammelten Zecken wurde 

mit dem Mikroarray keine Babesien-spezifische DNA nachgewiesen. Lediglich eine D.-

reticulatus-Probe zeigte Hinweise auf eine Infektion mit Babesia spp., allerdings blieben 

die Werte der Sonden unter dem Cut-off. Zukünftig ist zu erwarten, dass weitere Spezies 

der Babesien in epidemiologischen Analysen und klinischer Diagnostik eine wichtige 

Rolle spielen werden, da sich verschiedene Babesienspezies durch Reiseaktivitäten, Import 

von Hunden und andere Tierbewegungen, in nicht endemische Gebiete ausbreiten können 

und damit ein Risiko für Menschen und Tiere darstellen (HAMEL et al., 2011; OTRANTO 

et al., 2010). Zunehmend wichtige Spezies sind insbesondere Babesia sp. EU1 (B. 

venatorum), B. divergens, B. microti und B. microti-like (Theileria annae) (CAMACHO et 

al., 2004; HILDEBRANDT et al., 2011a; SCHORN et al., 2011).  

Mittels Mikroarray konnten in sechs der I.-ricinus-Proben eine Infektion mit Borrelia spp. 

nachgewiesen werden. In Abhängigkeit der initial vorhandenen DNA-Konzentration in der 

Probe stimmten die Ergebnisse von Mikroarray und ospA real-time PCR überein. Alle 

untersuchten I.-ricinus-Zecken wurden in einer zusätzlichen Studie am Bayerischen 

Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Oberschleißheim, in der Kultur und 

einer p41 PCR getestet, welche ein Flagellinprotein der Borrelien detektierte. 

Sequenzierungen der Produkte der p41 PCR waren für die vorliegende Arbeit nicht 

verfügbar. Alle I.-ricinus-Proben, die in der Kultur positiv wurden, wurden auch auf dem 

Mikroarray positiv. In der p41 PCR waren 15 der insgesamt 150 I.-ricinus-Zecken positiv 

für Borrelia spp. Von diesen 15 zeigten allerdings nur vier Proben positive Sondensignale 

für Borrelia spp. auf dem Mikroarray. Andererseits konnten mittels Mikroarray zusätzlich 

zwei Borrelia-spp.-positive Proben bestimmt werden, die in der p41 PCR negativ waren. 

Die Proben, welche positiv in der p41 PCR waren, aber negativ auf dem Mikroarray, 

können einerseits durch das Vorhandensein von z. B. Borrelia miyamotoi sensu lato in den 

Proben erklärt werden. Diese Rückfallfieber-Borrelien werden in PCRs mit dem Nachweis 

des Flagellinproteins erfasst (WODECKA et al., 2010). Andererseits sollte, in Anbetracht 

der unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Nachweismethoden und der 

beschriebenen Prävalenzen von Borrelia spp. in Zecken (HILDEBRANDT et al., 2011a), 
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das entwickelte Sonden-Set des Mikroarrays für Borrelia spp. erweitert werden. Dabei ist 

die Verwendung zusätzlicher Gene für den spezifischen Genus-Nachweis, die Erhöhung 

der Sensitivität und eine klare Differenzierung einzelner Spezies für die Optimierung des 

Nachweisverfahrens sinnvoll. 

Die geringe Infektionsrate von I. ricinus mit Ap stimmt mit früheren Beschreibungen über 

die gebietsweise Ap-Prävalenz in I. ricinus überein (HARTELT et al., 2004; 

SEVERINSSON et al., 2010). Dennoch ist eine Optimierung des Sondensets zur 

Steigerung der Sensitivität und Spezifität sinnvoll. Auffällig bei der Untersuchung der 

Feldproben war das häufige Auftreten positiver Werte der Sonden 1, 4 und 8. Das lässt 

darauf schließen, dass die 16S rRNA in dem verwendeten Genabschnitt zu hoch 

konserviert ist, um eine Differenzierung zu anderen, in der Probe vorhandenen Erregern 

oder möglichen Endosymbionten zu gewährleisten. 

Für die I.-ricinus-Proben wurden vergleichbar hohe Infektionsraten mit Rickettsia spp. und 

Rh nachgewiesen, wie in früheren Studien gebietsweise für Deutschland beschrieben 

(SILAGHI et al., 2008; SILAGHI et al., 2011). Die hohe Infektionsrate von D. reticulatus 

stimmte für Rickettsia spp. mit 66,9 % mit der Literatur überein (SILAGHI et al., 2011). 

Bei der Untersuchung von D.-reticulatus-Feldproben konnten einzelne positive Signale für 

die Sonde 24 (ompB, spezifisch für Rc) zusätzlich zu den gltA-Sonden gemessen werden. 

Die Auswertung der Match-Tabellen für die Sonden des ompB-Gens ergab 0 bis 3 

mögliche Mismatches zu Rickettsia spp. Für eine Erweiterung des Mikroarray-Designs 

sollten zusätzliche Rickettsienarten für die Detektion einbezogen werden wie z. B. 

R. slovaca, R. monacensis, R. sibirica, R. massiliae und R. sp. RpA4 (R. raoultii) 

(DAUTEL et al., 2006; DOBLER et al., 2009; RIEG et al., 2011), welche durch die 

Anpassung des spezifischen Sondensets deutlich von Rh und Rc differenzierbar sein 

sollten. 

Mit Mikroarray-Analysen besteht aufgrund der hohen Sensitivität zudem die Möglichkeit 

epidemiologische Studien durchzuführen. Interessante Schwerpunkte wären hierbei das 

Expositionsrisiko in nicht endemischen Gebieten und der Nachweis noch unbekannter 

Rickettsienspezies, messbar über einzelne genus- oder speziesspezifische positive Sonden. 

Einzelne speziesspezifische Signale für Rh oder Rc in den untersuchten D.-reticulatus-

Proben könnten von solchen Fehlhybridisierungen zu Rickettsia spp. herstammen. 

Andererseits besteht auch ein Hinweis darauf, dass diese Zeckenspezies auch mit Rh 

infiziert sein kann (DOBEC et al., 2009). Für mögliche Studien auf Grundlage des 
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entwickelten Mikroarrays ist von Vorteil, dass jedes Probenmaterial (Blut, Gewebe, 

Tupfer) eingesetzt werden kann, aus dem pathogene DNA extrahierbar ist.  

Die Analysen der Feldproben mittels Multiplex-PCR und Mikroarray zeigten, dass das 

entwickelte Verfahren zum Nachweis multipler Pathogene eingesetzt werden kann. Die 

Ergebnisse waren dabei vergleichbar mit real-time PCRs zur Detektion von ospA und 

msp2, welche zur Bestätigung der Analysen eingesetzt wurden. Eine weitere Optimierung 

der entwickelten Sonden ermöglicht, auch für den gleichzeitigen Nachweis multipler 

Pathogene, eine Steigerung von Sensitivität und Spezifität. 

 

2 Analyse unspezifischer Signale in den Feldproben 

Zur Charakterisierung unspezifischer Signale in den untersuchten Feldproben wurden 

einerseits klonierte, andererseits aufgereinigte PCR-Produkte sequenziert. Die 

Sequenzierungen der aufgereinigten Produkte aus der PCR der 16S rRNA und der 

Multiplex-PCR ergaben keine eindeutigen Ergebnisse. Die Elektropherogramme zeigten 

selbst in den kurzen Abschnitten, die auswertbar waren, vereinzelt Doppel- und 

Mehrfachpeaks. Gerade bei Genen, die so hoch konserviert sind wie die 16S rRNA, ist 

eine korrekte Sequenz wichtig, um bei BLAST-Analysen spezifische Aussagen 

hinsichtlich Genus und Spezies treffen zu können, da, abhängig von der Datenbank und der 

Analysemethode, schon Sequenzunterschiede von 0,5-1 % für die Spezies- und 1-5 % für 

die Genusdifferenzierung definiert werden (CLARRIDGE, 2004). Die Ergebnisse der 

Elektropherogramme lassen darauf schließen, dass mehr als ein PCR-Produkt sequenziert 

wurde und damit mehrere Erreger in der ursprünglichen Probe vorhanden gewesen sein 

müssen. 

Der Sequenzabschnitt der 16S rRNA, der für das Design der Multiplex-PCR und des 

DNA-Mikroarrays gewählt wurde, scheint in diesem Bereich zu hoch konserviert zu sein, 

um die ausgewählten Erreger aus der Familie der Anaplasmataceae von anderen Erregern 

oder Endosymbionten differenzieren zu können. Bei den DNA-Proben von D. reticulatus 

gaben die eigentlich für Ec spezifischen Sonden deutliche Signale, und das obwohl eine 

Infektion dieser Zeckart mit Ec bei einer so hohen Infektionsrate ausgeschlossen werden 

kann (JOHNSON et al., 1998; MURPHY et al., 1998). Die Sequenz der unspezifischen 

Bande aus D. reticulatus ließ sich mit der von Umweltkeimen abgleichen. Diese haften 

vermutlich an den Zecken und hybridisierten aufgrund der hohen Konservierung des 16S 

rRNA-Abschnitts mit den beschriebenen Sonden. Der detektierte Umweltkeim 
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Methylobacterium sp. wurde bereits in I.-ricinus-Zecken beschrieben (CARPI et al., 2011). 

Andere Umweltkeime, die bereits in D. reticulatus nachgewiesen werden konnten, waren 

vor allem Bacillus sp., Paenibacillus sp., Staphylococcus sp. und Pseudomonas sp. 

(RUDOLF et al., 2009). Eine Analyse der 16S rRNA-Sequenzen des Francisella-like 

Endosymbionten, der in Portugal in bis zu 39 % der D.-reticulatus-Zecken nachgewiesen 

wurde (DE CARVALHO et al., 2011), ergab dass die entwickelten 16S rRNA-Primer mit 

dem 3’-Ende an die 16S rRNA der Endosymbionten binden könnten (Accession nos. 

HQ705173 und EU2345353). Die Ec-spezifischen Sonden zeigten nur 0-3 Mismatches mit 

den überprüften Sequenzen des Endosymbionten, wodurch Kreuzhybridisierungen nicht 

auszuschließen sind. Bei einer Optimierung des Mikroarrays sollten deswegen die 

genannten Erreger in die Alignments aufgenommen werden, damit eine spezifische 

Differenzierung der Erreger und verschiedener Spezies möglich ist. 

Die Sequenz der unspezifischen Bande aus der Multiplex-PCR von I. ricinus zeigte 

hingegen eine 100 %ige Übereinstimmung zu dem Erreger Candidatus (Cand.) 

Midichloria mitochondrii, dessen Vorkommen in I. ricinus bereits beschrieben wurde 

(SASSERA et al., 2006). Dieser zunächst als „IricES1“ benannte Endosymbiont wurde 

durch Elektronenmikroskopie, in situ Hybridisierung und Sequenzierung der 16S rRNA 

charakterisiert (BENINATI et al., 2004). Die Prävalenzraten betrugen einer Studie der 

gleichen Arbeitsgruppe zufolge 100 % für weibliche und 44 % für männliche Zecken (LO 

et al., 2006). Aufgrund weiterer Untersuchungen der Phylogenie des gyrB-Gens wurde der 

Erreger den Rickettsiales zugeordnet und in Cand. Midichloria mitochondrii umbenannt 

(SASSERA et al., 2006). Der Erreger ist im Elektronenmikroskop in verschiedenen 

Zelltypen der Zeckenovarien sichtbar und vermehrt sich dort innerhalb der Mitochondrien 

(Abbildung 21). Nach einer Blutmahlzeit der Zecke kommt es zur Vermehrung der 

Bakterien, messbar über den Anstieg der Kopienanzahl des gyrB-Gens (SASSERA et al., 

2008). Selbst bei Beschädigung der Mitochondrienmembranen durch die Endosymbionten, 

scheint die Vermehrung im periplasmatischen Raum der Organellen bzw. das eigentliche 

Vorhandensein der Bakterien keinen negativen Einfluss auf die Entwicklung der 

Zeckeneier zu haben (SACCHI et al., 2004; SASSERA et al., 2006; SASSERA et al., 

2008). Zusätzlich ist vermutlich die vertikale Übertragung des Endosymbionten möglich 

(SACCHI et al., 2004). 
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Abbildung 21: Elektronenmikroskopie von Cand. Midichloria mitochondrii 

 

Mitochondrien der Ovarienzellen von Ixodes ricinus (SASSERA et al., 2006)  

B: Cand. Midichloria mitochondrii 

MA: Matrix der Mitochondrien 

 

Die beschriebenen Prävalenzdaten weisen auf ein ubiquitäres Vorkommen des 

Endosymbionten in den weiblichen Zecken von I. ricinus hin und werfen die Frage auf, ob 

der Erreger direkte Auswirkungen auf die Zecke oder auch auf die Pathogene hat, die 

durch die Zecke übertragen werden (SASSERA et al., 2006). Inwieweit die Bakterien 

einen Einfluss haben ist allerdings noch ungeklärt. 

Hinsichtlich weiterer Endosymbionten sollten bei einer Optimierung des 

Mikroarraydesigns für I. ricinus auch Wolbachia sp. und Rickettsiella sp. bei der Auswahl 

des Zielgens und dem Primer- und Sondendesign berücksichtigt werden. Bei 

Sequenzanalysen zeigte sich, dass die in der vorliegenden Arbeit entwickelten 16S rRNA-

Primer am 3’-Ende mit der 16S rRNA-Sequenz von Wolbachia pipientis (Accession no. 

GU724968) hybridisieren könnten und dadurch ein etwa 400 bp großes Fragment 

amplifizieren würden. Zu den entwickelten Sonden 1, 4 und 8 ergäbe dieses Fragment von 

Wolbachia 0 bis 6 Mismatches, weswegen Kreuzhybridisierungen auftreten könnten. 

 

Das Vorhandensein einer großen Anzahl an verschiedenen Erregern in den Zecken kann 

neben Kreuzreaktionen auf dem Mikroarray auch Auswirkungen auf den Nachweis der 

ausgewählten Pathogene in der Multiplex-PCR zur Folge haben. Durch Kompetition in der 

PCR-Reaktion ist es möglich, dass die Amplifikation der DNA von Pathogenen, die 

eigentlich nachgewiesen werden sollten, gehemmt wird und dadurch ein schwaches oder 

negatives Signal auf dem Mikroarray resultiert. Für weitere Studien mit Zecken als 

Probenmaterial sollten z. B. Genabschnitte für das Array-Design verwendet werden, die 

2.4 

μm 

1.2 

μm 



Diskussion 

 

 

72 

hochspezifisch für die jeweiligen Spezies sind und keine Amplifikation anderer Erreger 

erlauben.  

 

3 Multiplex-PCR 

Die Effizienz der Multiplex-PCR hat einen entscheidenden Einfluss auf die Analyse einer 

Probe mittels DNA-Mikroarray. Wird eine Erreger-DNA in der PCR ungenügend oder gar 

nicht amplifiziert, ist ein Nachweis auf dem Mikroarray schwierig, wenn nicht gar 

unmöglich. Beispielsweise kann dies bei effektiver Amplifikation einer Erreger-DNA in 

der Probe auftreten, welche durch Verbrauch der PCR-Reagenzien die Amplifikation einer 

anderen Erreger-DNA hemmt (HENEGARIU et al., 1997). Dies muss einerseits bei 

Erregern verschiedener Genera, insbesondere aber auch bei Pathogenspezies desselben 

Genus, welche die gleichen Primer binden, beachtet werden. Die Auswirkung auf die 

Sensitivität müssen in diesem Fall berücksichtigt werden (HARRUS et al., 2011b). Schon 

bei dem durchgeführten Mehrfachansatz mit vier verschiedenen Positivkontrollen war für 

die Borrelien eine deutlich schwächere Bande auf dem Gel sichtbar und deutete damit auf 

eine geringere Amplifikation in der Multiplex-PCR hin (Abbildung 9). Durch eine 

Anpassung der Primer mittels einer Primer-Konzentrations-Matrix kann dieses Problem für 

weitere Optimierungsschritte umgangen werden. Hierbei werden Primer von schwach 

amplifizierten Loci in einer höheren, Primer von gut amplifizierten Loci dagegen in 

geringerer Konzentration eingesetzt (HENEGARIU et al., 1997).  

Noch stärker ist der Einfluss auf das Ergebnis bei Mehrfachinfektionen mit Erregern des 

gleichen Genus, da hauptsächlich die Spezies, deren DNA im Überschuss vorliegt, an die 

Primer hybridisiert. In geringerer Menge vorhandene, speziesspezifische DNA wird 

dadurch in geringeren Teilen amplifiziert. Der Nachweis einzelner Spezies, die in der 

gleichen Zeckenart als Koinfektionen vorkommen, kann somit beeinflusst werden und zu 

falschnegativen Ergebnissen für einzelne Speziesnachweise führen. Bei der vorliegenden 

Arbeit trat dies bei den DNA-Sequenzen der untersuchten Borrelienspezies auf (Tabelle 8, 

Zecke 113). Die Auswirkungen auf das Ergebnis müssen anhand der jeweiligen 

Erregerkombinationen mit unterschiedlichen Konzentrationen (zum Beispiel anhand von 

Primer-Konzentrations-Matrizes) weiter untersucht werden.  

Die möglicherweise geringere Amplifikation einer Erreger-DNA kann teilweise durch die 

spezifischen Sonden des Mikroarrays ausgeglichen werden. Durch Verwendung mehrerer 

Sonden pro Genus und Spezies und Spotten in Triplikaten besteht die Möglichkeit, nur in 
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geringer Menge vorhandenes PCR-Produkt zu binden und nachzuweisen. In den 

durchgeführten Experimenten traf dies z. B. auf Borrelia spp. zu. Bei der Analyse dieser 

Positivkontrollen war nach Multiplex-PCR nur eine undeutliche Bande sichtbar, allerdings 

konnten deutlich positive Signale auf dem Mikroarray gemessen werden (vgl. Abbildungen 

9 und 12). Im Allgemeinen kann die Sensitivität des Arrays durch den Einsatz längerer 

(> 25 bp) Sonden optimiert werden (CALL, 2005), was für weiterführende Experimente in 

das Design miteinbezogen werden sollte. 

 

4 Mikroarray 

Ebenso wie die PCR-Reaktion haben auch die Reaktionsbedingungen während der 

Hybridisierung einen Einfluss auf das Testergebniss. Die Optimierung des 

Hybiridisierungsprotokolls resultierte durch Veränderung kritischer Parameter 

(Denaturierung der PCR-Produkte, Hybridisierungstemperatur und Waschschritte) in einer 

Erhöhung der Spezifität. Dennoch traten bei der Analyse der Positivkontrollen einzelne 

unspezifische Signale auf. In der Firma Alere Technologies GmbH wurden an dem 

optimierten Protokoll, das in der vorliegenden Arbeit erstellt wurde, weitere 

Veränderungen erarbeitet. Im veränderten Protokoll erfolgte die Reaktion A mit 10 μl 

PCR-Produkt, 57 °C Hybridisierungstemperatur und Waschen bei 45 °C für 5 min, 

Reaktion B mit 2 μl PCR-Produkt, 50 °C Hybridisierungstemperatur und Waschen bei 

50 °C für 10 min. Mit den Reaktionsbedingungen A wurden unspezifische Signale erzeugt. 

Unter den Reaktionsbedingungen B war dagegen eine Unterscheidung von Ap, Apl und Ec 

möglich (Tabelle 10).  
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Tabelle 10: Ausschnitt aus den Analysen durchgeführt bei Alere Technologies 
 

A 10 μl PCR-Produkt, 57 °C Hybridisierungstemperatur,  

Waschen bei 45 °C für 5 min 

B 2 μl PCR-Produkt, 50 °C Hybridisierungstemperatur,  

Waschen bei 50 °C für 10 min 

        Sondensignale, die als positiv gewertet wurden  

 (angegebene Werte entsprechen den Signalintensitäten) 
 

 

 Ap Apl Ec 

 A B A B A B 

Sonde 1 0,85 0,59 0,84 0,83 0,86 0,80 

Sonde 2 0,80 0,33 0,75 0,61 0,74 0,47 

Sonde 3 0,81 0,20 0,86 0,60 -0,01 0,00 

Sonde 4 0,00 -0,01 0,27 0,00 0,87 0,79 

Sonde 5 0,76 0,34 0,31 0,16 0,45 0,31 

Sonde 6 0,64 0,08 0,66 0,56 0,36 0,21 

Sonde 7 0,69 0,27 0,29 0,14 0,46 0,28 

Sonde 8 0,04 0,01 0,45 0,06 0,86 0,78 

Sonde 9 0,78 0,42 0,85 0,67 0,06 0,03 

 

Unter den Reaktionsbedingungen B war allerdings die Sensitivität zu sehr reduziert. Für 

die untersuchten Borrelienspezies B. garinii (Bbav) und Bbss konnten unter den 

Reaktionsbedingungen B keinerlei Signale gemessen werden. Bei Ansätzen mit Ap, Rh und 

B. afzelii konnten sogar nur noch Signale für Rh erzeugt werden. Aufgrund dieser 

Resultate wurde für weitere Analysen das in der vorliegenden Arbeit optimierte 

Hybridisierungsprotokoll verwendet. Damit war die höchste Spezifität, bei gleichzeitig 

hoher Sensitivität, gewährleistet. Mit der Kenntnis der Zeckenart war außerdem mit dem 

verwendeten Protokoll die Bestimmung der Erregerspezies möglich.  

 

5 Sensitivität 

Für die ermittelten Nachweisgrenzen des Mikroarrays muss berücksichtigt werden, dass 

diese nur für die hier verwendeten Positivkontrollen gelten, welche aus reiner Plasmid-

DNA bestanden. Für genomische DNA, welche beispielsweise aus Zecken oder 

Blutproben extrahiert wurde, könnten andere Nachweisgrenzen gelten, da Hintergrund-

DNA (hier DNA von Zeckengewebe) eine Beeinflussung der PCR und deren Effizienz 

verursachen kann. 
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Ebenso kann das Vorhandensein mehrerer unterschiedlicher Erreger in der Probe einen 

Einfluss auf die PCR und damit auf die Sensitivität des Mikroarrays haben. Als Beispiel 

hierfür ist die folgende Mikroarray-Analyse dargestellt. Da für die Rickettsien für den 

Genus- und Speziesnachweis zwei unterschiedliche Gene festgelegt wurden, wurden in den 

Experimenten zur Bestimmung der Sensitivität einmal nur die gltA-Plasmide zum 

Nachweis des Genus Rickettsia in verschiedenen Verdünnungsstufen in der Multiplex-PCR 

eingesetzt (Abbildung 22 A). In einem anderen Ansatz wurden für die Spezies Rh sowohl 

die gltA- als auch die ompB-Positivkontrollen verdünnt und in einem Ansatz amplifiziert. 

Auf dem Mikroarray waren für den Ansatz, bei dem nur das gltA-Gen (Genusnachweis) 

amplifiziert wurde, Sensitivitäten bis 10
0
 Plasmid-Kopie messbar (Abbildung 22 A). Beim 

gleichzeitigen Ansatz mit dem ompB-Gen zum Speziesnachweis waren bei der 

Verdünnungsstufe 10
2
 noch beide Signale, bei der Verdünnung 10

0
 nur noch Signale für 

das ompB-Gen nachweisbar (Abbildungen 22 B und C). Die wahrscheinlich verminderte 

Amplifikation des gltA-Gens konnte auch durch die Sonden des Mikroarrays nicht 

ausgeglichen werden. Dieser Fall zeigt die Hemmung der Reaktion beim Vorhandensein 

mehrerer Erreger bzw. unterschiedlicher DNA in einer Probe. Der dargestellte Einfluss 

sollte daher für die Bewertung der Sensitivität berücksichtigt werden. 



Diskussion 

 

 

76 

22 A 

 

 

 

I 

 

II 

 

III 

 

IV 

 

gltA-Sonden (25-28) 
 

 

Sonde 1
Sonde 2
Sonde 3
Sonde 4
Sonde 5
Sonde 6
Sonde 7
Sonde 8
Sonde 9

Sonde 10
Sonde 11
Sonde 12
Sonde 13
Sonde 14
Sonde 15
Sonde 16
Sonde 17
Sonde 18
Sonde 19
Sonde 20
Sonde 21
Sonde 22
Sonde 23
Sonde 24
Sonde 25
Sonde 26
Sonde 27
Sonde 28
Sonde 29
Sonde 30
Sonde 31
Sonde 32
Sonde 33
Sonde 34
Sonde 35
Sonde 36
Sonde 37
Sonde 38
Sonde 39
Sonde 40
Sonde 41
Sonde 42
Sonde 43
Sonde 44
Sonde 45

Leewert 46
Biotinmarker 47

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

Signalintensitäten

S
o

n
d

e
n

 

 

 

 
 

III 
IV 

II 

I 



Diskussion 

 

 

77 

22 B 

 

 

 

I 

 

II 

 

III 

 

IV 

 

gltA-Sonden (25-28) 
 

 

V VI VII 

   

ompB-Sonden Rh (21, 22) 
 

 

 

Sonde 1
Sonde 2
Sonde 3
Sonde 4
Sonde 5
Sonde 6
Sonde 7
Sonde 8
Sonde 9

Sonde 10
Sonde 11
Sonde 12
Sonde 13
Sonde 14
Sonde 15
Sonde 16
Sonde 17
Sonde 18
Sonde 19
Sonde 20
Sonde 21
Sonde 22
Sonde 23
Sonde 24
Sonde 25
Sonde 26
Sonde 27
Sonde 28
Sonde 29
Sonde 30
Sonde 31
Sonde 32
Sonde 33
Sonde 34
Sonde 35
Sonde 36
Sonde 37
Sonde 38
Sonde 39
Sonde 40
Sonde 41
Sonde 42
Sonde 43
Sonde 44
Sonde 45

Leewert 46
Biotinmarker 47

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

 S
o

n
d

e
n

Signalintensitäten

 

 
 

  

  
 

I 

II 

III 
IV 

V 

VI 

VII 



Diskussion 

 

 

78 

22 C 

 
 

I II III 

   

ompB-Sonden Rh (21, 22) 

 

Sonde 1
Sonde 2
Sonde 3
Sonde 4
Sonde 5
Sonde 6
Sonde 7
Sonde 8
Sonde 9

Sonde 10
Sonde 11
Sonde 12
Sonde 13
Sonde 14
Sonde 15
Sonde 16
Sonde 17
Sonde 18
Sonde 19
Sonde 20
Sonde 21
Sonde 22
Sonde 23
Sonde 24
Sonde 25
Sonde 26
Sonde 27
Sonde 28
Sonde 29
Sonde 30
Sonde 31
Sonde 32
Sonde 33
Sonde 34
Sonde 35
Sonde 36
Sonde 37
Sonde 38
Sonde 39
Sonde 40
Sonde 41
Sonde 42
Sonde 43
Sonde 44
Sonde 45

Leewert 46
Biotinmarker 47

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

 S
o

n
d

e
n

Signalintensitäten

 
 

Abbildung 22: Mikroarray-Analysen mit den Rh-Positivkontrollen 

 

22 A: gltA-Gen (Verdünnungsstufe 10
0
 Kopie) 

22 B: gltA- und ompB-Gen (Verdünnungsstufe jeweils 10
2
 Kopien) 

22 C: gltA- und ompB-Gen (Verdünnungsstufe jeweils 10
0
 Kopien) 
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Da die Sensitivitäten mit Plasmid-Positivkontrollen ausgetestet wurden ist eine direkte 

Übertragung der Nachweisgrenzen auf genomische DNA bzw. auf die Zecken-DNA nicht 

möglich. Frühere Studien über den Nachweis von Chlamydia spp. und Chlamydophila spp. 

mit dem optimierten ArrayTube
TM

 Format zeigten allerdings auch aus klinischen Proben 

vergleichbare Sensitivitäten zu real-time PCRs und lassen daher auf eine Verwendung des 

Mikroarrays für die klinische Routinediagnostik schließen (BOREL et al., 2008; 

EHRICHT et al., 2006). 

 

6 Spezifität 

Bei der Analyse von Rickettsia honei, Rickettsia monacensis, Borrelia spielmanii und 

Babesia microti-like waren die genusspezifischen Sonden positiv. Im Gegensatz dazu 

waren keine Signale für die speziesspezifischen Sonden messbar. Die Differenzierung 

dieser Pathogene zu den ausgewählten Erregerspezies ist daher mittels des entwickelten 

Mikroarrays möglich. Die zusätzlichen positiven Signale der Sonde 01 (Genus Anaplasma 

spp./Ehrlichia spp.) bei der Analyse von Rickettsia honei und Rickettsia monacensis 

können durch Fehlhybridisierungen der Rickettsien oder Bestandteile der Zellkulturen, in 

denen die Rickettsien kultiviert wurden, erklärt werden. Die positiven Signale für Babesia 

spp., die bei der Analyse von Anaplasma marginale auftraten, könnten durch 

Kreuzhybridisierungen erklärt werden. Wahrscheinlicher ist aber eine Kontamination der 

Probe mit Babesien-DNA, da beide Prüfungen auf Spezifität in einem Ansatz durchgeführt 

wurden. 

 

7 Ausblick 

7.1 Optimierung des Mikroarrays 

Für eine Optimierung des entwickelten Mikroarrays ist die Anpassung der Sonden und 

Erhöhung der Sondenanzahl pro Genus und Spezies ausschlaggebend für eine Steigerung 

der Sensitivität und Spezifität. Dafür müssten entweder größere Abschnitte der bereits 

verwendeten Gen-Regionen oder zusätzliche Gene in den Aufbau miteinbezogen werden. 

Insbesondere für die 16S rRNA-basierenden Sonden zum Nachweis von Anaplasma spp. 

und Ehrlichia spp., die Fehlhybridisierungen mit Umweltbakterien, Endosymbionten und 

Pathogenen des gleichen Genus aufwiesen, müsste ein variablerer Teil der 16S rRNA, z. B. 

die V6-Region, als mögliches Zielgen untersucht werden. Diese V6-Region, die zwischen 
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den Nuklotiden 986-1043 der 16S rRNA (Escherichia coli 16S rRNA, komplettes Genom, 

Accession no. AJ605115) abgegrenzt wird, scheint eine genügend ausgeprägte Variabilität 

der Sequenzen zu besitzen um einzelne Bakterienspezies sicher voneinander unterscheiden 

zu können (CARPI et al., 2011; CHAKRAVORTY et al., 2007). Bei der Nutzung dieser 

spezifischen Gen-Region besteht der Vorteil, dass aufgrund der hohen Konservierung der 

Sequenz mit nur einem Primerpaar eine Vielzahl von Erregern amplifiziert werden kann. 

Außerdem sind zur 16S rRNA für viele Pathogene in der Regel genügend Daten und 

Sequenzmaterial verfügbar, welches für die Erstellung von Alignments eingesetzt werden 

kann. Der Nachteil des hohen Konservierungsgrades ist dagegen die geringere 

Differenzierungsmöglichkeit einzelner, besonders nahe verwandter Pathogene. Im 

Einzelfall müssten dabei die Sonden auf Fehlhybridisierungen überprüft werden.  

Für eine spezielle Ap-Differenzierung würden sich auch die Gene ankA oder groESL 

eignen, da sie weniger stark als die 16S rRNA konserviert sind (SCHARF et al., 2011; 

VON LOEWENICH et al., 2003) und genügend Sequenzmaterial zur Erstellung von 

Alignments zur Verfügung steht.  

Ebenso würde eine Erweiterung der ospA-Alignments für Borrelia spp. eine genauere 

Speziesdifferenzierung und eine Erhöhung der Sensitivität ermöglichen. Der zusätzliche 

Nachweis des Genus, der mit den in der Studie erstellten Alignments nicht möglich war, 

könnte beispielsweise anhand des 16S rRNA Gens oder des Flagellinprotein-Gens 

(WILHELMSSON et al., 2010; WODECKA et al., 2010) erreicht werden.  

Für den Nachweis von Babesia spp. ist die Anpassung des Sondensets sinnvoll, um eine 

Steigerung der Sensitivität zu gewährleisten. Dies kann unter anderem durch die 

Verwendung längerer Sondensequenzen erreicht werden (CALL, 2005). 

Für den entwickelten DNA-Mikroarray wurden unter anderem Gene ausgewählt, die 

jeweils nur einmal im Genom des Erregers vorkommen, wie zum Beispiel das gltA-Gen 

von Rc. Zur Steigerung der Sensitivität des Arrays wäre es sinnvoll, Gene für das Design 

zu verwenden, die mehrfach im Genom zu finden sind, wie beispielsweise das msp2-Gen, 

welches mit mehr als 100 Paralogen im Genom von Ap vorkommt, oder das p30-Gen von 

Ec (GRANQUIST et al., 2010; HARRUS et al., 2011b). 

 

7.2 Erweiterung des Mikroarray-Designs 

Für eine Weiterentwicklung des Arrays ist die Detektion zusätzlicher durch Zecken 

übertragener Pathogene, insbesondere mit zoonotischem Potential, von Interesse. Innerhalb 

der Familie der Anaplasmataceae ist dies insbesondere Candidatus Neoehrlichia 
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mikurensis. Candidatus Neoehrlichia bildet ein eigenes Genus innerhalb der Familie der 

Anaplasmataceae und wurde erstmals aus Nagetieren (Rattus norvegicus) und Ixodes 

ovatus aus Japan isoliert (RIKIHISA, 2006). Weiterhin konnte der Erreger in I.-ricinus-

Zecken aus Europa durch Sequenzierung der 16S rRNA mit Prävalenzraten von 

gebietsweise 3,3 % bis 20,0 % nachgewiesen werden (RICHTER et al., 2012; 

SPITALSKA et al., 2008; VAN OVERBEEK et al., 2008). Vorhandene Fallberichte aus 

Human- und Veterinärmedizin beschreiben bei einer Infektion klinische Veränderungen 

wie Apathie, Anämie, Thrombozytopenie, reduziertes Allgemeinbefinden und Fieber bis 

hin zu schwerer Septikämie (DINIZ et al., 2011; FEHR et al., 2010; VON LOEWENICH 

et al., 2010). Durch die Behandlung mit Doxycyclin wurde in der Regel eine Verbesserung 

der Symptomatik bis hin zur Rekonvaleszenz erreicht. Allerdings wurde auch vermutet, 

dass nach Schwächung der Immunabwehr wieder eine Verschlechterung der Symptomatik 

eintreten kann (DINIZ et al., 2011). 

Weitere durch Zecken übertragene Erreger mit klinischer Relevanz sind Coxiella burnetii, 

der Erreger des Q-Fiebers, und Francisella tularensis, der Erreger der Tularämie. Beide 

Pathogene können durch Zecken übertragen werden (DAUTEL et al., 2006; 

HILDEBRANDT et al., 2011b). Sie sind unter anderem in Europa verbreitet und stellen 

auch eine Gefahr für den Menschen dar (HILDEBRANDT et al., 2011b; MONTES et al., 

2006). Bislang wird die Übertragung von Bartonella spp. durch Zecken noch diskutiert 

(ANGELAKIS et al., 2010; BILLETER et al., 2008; DINIZ et al., 2009). Koinfektionen 

von Bartonella henselae, dem Erreger der Katzen-Kratzkrankheit (cat-scratch disease), mit 

Borrelia spp. sollen zu persistenten klinischen Symptomen der LB beim Menschen geführt 

haben, ohne Ansprechen auf eine LB-Standardtherapie (ESKOW et al., 2001; MIETZE et 

al., 2011). 

Bei der Analyse von Zecken kann der entwickelte Mikroarray neben Bakterien und 

Protozoen zudem um durch Zecken übertragene Viren erweitert werden. In Europa 

vorkommende virale Erreger bei Hunden und Menschen sind unter anderem die Erreger 

der TBE (tick-borne encephalitis) und der Louping Ill. Beide Viren können durch I. ricinus 

übertragen werden (DOBLER, 2010; PFEFFER et al., 2011). 

 

Zur Analyse von klinischen Probenmaterialien wie Blut und Gewebe mittels Mikroarray 

sind weitere Erreger, unter anderem mit veterinärmedizinischer Relevanz und in Hinblick 

auf die Detektion von Reisekrankheiten z. B. Hepatozoon canis, Dirofilaria immitis, 
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Dirofilaria repens und Leishmania spp., zu berücksichtigen (DANTAS-TORRES et al., 

2011b; OTRANTO et al., 2009). 

 

Ein um die genannten Erreger erweiterter Mikroarray könnte sowohl in der Forschung, als 

auch in der klinischen Routinediagnostik Anwendung finden. Dabei ist von Vorteil, dass 

jedes Probenmaterial eingesetzt werden kann, aus dem Erreger-DNA extrahierbar ist. Ein 

weiterer Vorteil ist die Möglichkeit des gleichzeitigen Genus-Nachweises. Dadurch 

können unbekannte Erregerspezies detektiert und im Weiteren charakterisiert werden. Für 

diese Vorhaben ist zunächst noch die Validierung des entwickelten Assays mit klinischem 

Probenmaterial, unter Beachtung der jeweils vorliegenden Pathogenese und 

Gewebetropismus des Erregers, von Bedeutung.  

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass der entwickelte Assay mit der Kombination aus 

Multiplex-PCR und DNA-Mikroarray ein vielversprechender Ansatz ist um multiple 

Pathogene und Koinfektionen schnell und mit hoher Sensitivität und Spezifität nachweisen 

zu können. 
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VI. ZUSAMMENFASSUNG 

Die in Europa vorkommenden Zeckenarten Ixodes (I.) ricinus, Dermacentor (D.) 

reticulatus und Rhipicephalus sanguineus dienen als Vektoren für diverse Pathogene, 

welche bei Menschen und Tieren Infektionen und klinische Erkrankungen verursachen 

können. Häufig sind Mehrfachinfektionen im Wirt hinsichtlich des gegenseitigen 

Einflusses der Erreger auf die Immunpathogenese noch nicht genauer charakterisiert. 

Erschwerend kommt hinzu, dass die vorhandenen Nachweismethoden oft nur einzelne 

Pathogene erfassen und hohe Kosten entstehen, wenn mehrere Erreger nachgewiesen 

werden. Zudem lassen sich Krankheiten, die durch multiple, durch Zecken übertragene 

Pathogene verursacht werden, oft mit nur einem antibiotischen Wirkstoff therapieren, so 

dass bei Besserung des klinischen Allgemeinbefindens des Patienten keine weiteren 

Untersuchungen auf zusätzliche Infektionserreger erfolgen. Das vorhandene Wissen über 

Koinfektionen mit Borrelia spp., Anaplasma spp., Babesia spp. oder Ehrlichia canis lässt 

darauf schließen, dass ein synergistischer Einfluss auf das Infektionsgeschehen besteht, bei 

dem der jeweilige Krankheitsverlauf verschlimmert werden kann und der Therapieerfolg 

möglicherweise ausbleibt. 

Aufgrund ihrer klinischen Bedeutung, der teilweise hohen Prävalenz in Zecken und des 

Risikos von Mehrfachinfektionen des Wirtes wurden die folgenden Erreger in die 

vorliegende Arbeit einbezogen: Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, Ehrlichia 

canis, Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia gibsoni, Rickettsia helvetica, Rickettsia 

conorii und die relevanten Mitglieder der Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Gruppe, die in 

Europa durch die Erreger der Lyme-Borreliose, Borrelia afzelii, Borrelia garinii und 

Borrelia burgdorferi sensu stricto, repräsentiert werden. 

Um die diagnostischen Möglichkeiten insbesondere für Mehrfachinfektionen zu erweitern, 

wurde ein DNA-Mikroarray mit vorangestellter Multiplex-PCR entwickelt. Dieser Assay 

wurde anhand von Positivkontrollen und Feldproben (I.-ricinus- und D.-reticulatus-

Zecken) hinsichtlich Funktionalität, Sensitivität und Spezifität validiert. 

Mit dem Mikroarray war ein Nachweis der Positivkontrollen auf Genusebene und die 

jeweilige Speziesdifferenzierung möglich. Hinsichtlich der Sensitivität war der Mikroarray 

im Vergleich zur konventionellen PCR und Analyse auf Agarosegel bis zu 1000fach 

sensitiver und vergleichbar mit zusätzlich durchgeführten real-time PCRs für die Detektion 

spezifischer Gene von Anaplasma phagocytophilum (msp2) und Borrelia spp. (ospA). Die 
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entwickelte Methode zeigte eine hohe Spezifität bei der Untersuchung verwandter Erreger 

(z. B. Borrelia spielmanii und Rickettsia monacensis). 

Die Analysen der Feldproben mittels Multiplex-PCR und Mikroarray ergaben, dass sich 

das entwickelte Verfahren zum gleichzeitigen Nachweis multipler Pathogene eignet. In den 

untersuchten Zecken konnten Mehrfachinfektionen mit bis zu drei verschiedenen Erregern 

nachgewiesen werden. Aufgrund der hohen Sensitivität der Rickettsien-spezifischen 

Sonden, konnten hohe Prävalenzraten (29,3 % bzw. 66,9 %) für Rickettsia spp. in den 

Zecken detektiert werden, wie bereits in der Literatur beschrieben wurde. Babesia spp. 

wurde in den untersuchten Proben nicht nachgewiesen. Vor dem Hintergrund 

beschriebener Prävalenzstudien und der steigenden epidemiologischen und klinischen 

Bedeutung diverser Babesienspezies ist eine Optimierung der Sensitivität des Nachweises 

von Babesia spp. und eine Erweiterung der zu detektierenden Spezies notwendig. Die aus 

der Studie resultierenden Infektionsraten von I. ricinus waren für Anaplasma 

phagocytophilum 0,7 % und für Borrelia spp. 4,0 %. Für die Steigerung der Sensitivität 

und Spezifität des Mikroarrays ist die Weiterentwicklung der spezifischen Sondensets 

erforderlich. 

Die Differenzierung zu weiteren, bisher nicht auf dem Array aufgeführten 

Infektionserregern, zu Umweltkeimen und Endosymbionten, die mit dem verwendeten 

Sondenset für Anaplasma spp./Ehrlichia sp. teilweise falschpositive Ergebnisse ergaben, 

muss bei einer Weiterentwicklung dieses Nachweisverfahrens in Betracht gezogen werden. 

Neben der weiteren Optimierung des Mikroarrays zur Steigerung der Sensitivität und 

Spezifität ist die Erweiterung um zusätzliche Krankheitserreger wie Leishmania spp., 

Candidatus Neoehrlichia mikurensis und Dirofilaria spp. von Interesse. 

Aufgrund der hohen Sensitivität, Spezifität und der Möglichkeit jedes Probenmaterial, aus 

dem Erreger-DNA extrahiert werden kann (Blut, Serum, Tupferproben, Gewebe etc.), für 

die Untersuchung mittels DNA-Mikroarray zu verwenden, eignet sich der entwickelte 

Assay auch für epidemiologische Studien über den Eintrag von Pathogenen in nicht 

endemische Regionen und zum Auffinden von neuen Erregervarianten. Ebenso ist der 

DNA-Mikroarray, unter Beachtung der jeweils vorliegenden Pathogenese und Verbreitung 

der Erreger im Blut und in spezifische Gewebe, als kostengünstige, schnelle und sensitive 

Nachweismethode für den Einsatz in der Forschung und für die klinische 

Routinediagnostik denkbar. 
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VII. SUMMARY 

The prevalent tick species in Europe Ixodes (I.) ricinus, Dermacentor (D.) reticulatus and 

Rhipicepahlus sanguineus serve as vectors for multiple pathogens, causing infections and 

diseases in humans and animals. Most often the impact of multiple infections on the 

pathogenesis of a vertebrate host is not yet characterised. The lack of specific knowledge is 

also owed to the common detection methods, which are often limited to a single organism, 

and high diagnostic costs involved when multiple tests are applied. Furthermore, many 

diseases, caused by multiple tick-borne pathogens, do respond to the same antibiotic 

therapy. So, often no further diagnostic tests are conducted, when health status improves. 

However, the knowledge of co-infections such as Borrelia spp., Anaplasma spp., Babesia 

spp. or Ehrlichia canis suggests a synergistic impact on the pathogenesis, leading to 

increased severity and duration of diseases. 

Due to the clinical impact, partial high prevalence in ticks and the risk of multiple 

infections in the host, the following pathogens were included in the study: Anaplasma 

phagocytophilum, Anaplasma platys, Ehrlichia canis, Babesia canis, Babesia vogeli, 

Babesia gibsoni, Rickettsia helvetica, Rickettsia conorii and the prevalent members of the 

Borrelia burgdorferi sensu lato group in Europe, foremost the agents of Lyme borreliosis 

Borrelia afzelii, Borrelia garinii and Borrelia burgdorferi sensu stricto.  

To enhance the possibilities of detecting multiple pathogens simultaneously, a DNA 

microarray based assay with Multiplex-PCR has been developed. The assay has been 

validated, in terms of performance, sensitivity and specificity, using positive controls and 

field samples (I. ricinus and D. reticulatus ticks). 

Detection on genus level as well as species differentiation was possible for all positive 

controls. Analyses revealed an up to 1000times higher sensitivity for the microarray 

compared to the detection with an agarose gel. Subsequent experiments showed also 

comparable sensitivities to real-time PCR detecting Anaplasma phagocytophilum (msp2) 

and Borrelia spp. (ospA). The assay was specific when tested with related pathogens (such 

as Borrelia spielmanii and Rickettsia monacensis). Analysis of ticks revealed that the 

developed assay is suitable for detecting multiple pathogens simultaneously. Co-infections 

with up to three different pathogens were detected. The microarray was able to detect a 

high prevalence rate (29.3 % and 66.9 %) for Rickettsia spp. in examined ticks, as 

previously described in literature. Babesia spp. was not found in examined tick samples. 
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Due to previous studies and relevant emerging Babesia spp. the optimisation of the 

microarray regarding sensitivity and enlargement of the pathogen set seems to be 

necessary. Ixodes ricinus infection rates were 0.7 % for Anaplasma phagocytophilum and 

4.0 % for Borrelia spp. Results from this study showed that enhancement of specific probe 

sets is required for increasing specificity and sensitivity. 

Differentiation to related pathogens, environmental pathogens and endosymbionts of ticks 

has to be optimised as cross hybridisations and therefore false-positive results occurred for 

the designed probe set of Anaplasma spp./Ehrlichia sp. Additional pathogens, such as 

Leishmania spp., Candidatus Neoehrlichia mikurensis and Dirofilaria spp., should be 

added to the list of selected agents, especially when generating this approach for diagnostic 

intentions. 

Notably, due to the high sensitivity and specificity, any material containing DNA of 

pathogens (e.g. blood, serum, tissues, swabs) can be analysed with this assay. Therefore, it 

enables investigations for the presence of unknown pathogen species in non-endemic areas 

and determination of strain variants. Equally, based on the respective pathogenesis and 

dissemination in blood and tissue, the developed microarray provides an economic, rapid 

and sensitive detection method for research and clinical samples. 
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IX. ANHANG 

Tabelle A 1: Puffer und Lösungen 

A 1.1 Puffer und Lösungen für die Gelelektrophorese 

50X TAE Tris Base 242,0 g 

 Essigsäure 57,1 ml 

 Na2EDTA·2H2O 37,2 g 

 Aqua dest. ad 1000, 0 ml 

    

1X TAE 50X TAE 20,0 ml 

 Aqua dest.  980,0  ml 

    

1 %ige Agarose Agarose 1,0  g 

 1X TAE 100,0  ml 

    

3 %ige Agarose Agarose 3,0  g 

 1X TAE 100,0  ml 

    

GelRed
TM

-Färbebad GelRed
TM

  50,0  μl 

 Aqua dest. 500,0 ml 

    

A 1.2 Puffer und Lösungen zur Verdünnung der Primer 

EDTA, 0,5 M, pH 8,0 Na2EDTA·2H2O 14,6 g 

 Aqua dest. ad  70,0 ml 

 Einstellen des pH-Wertes auf 8,0 mit 10 M NaOH 

 Aqua dest. ad  100,0  ml 

    

EDTA, 100 mM, pH 8,0 Na2EDTA·2H2O 2,92 g 

 Aqua dest. ad  70,0 ml 

 Einstellen des pH-Wertes auf 8,0 mit 10 M NaOH 

 Aqua dest. ad  100,0  ml 

    

Tris-Cl, 100 mM, pH 7,4 Tris Base 1,21 g 

 Aqua dest. ad  80,0  ml 

 Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit konzentrierter HCl 

 Aqua dest. ad  100,0  ml 

    

TE (Tris/EDTA)-Puffer Tris-Cl, pH 7,4 10,0 ml 

 EDTA, pH 8,0  1,0 ml 

 Aqua dest. 100,0 ml 
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A 1.3 Puffer und Lösungen für die Klonierung 

LB-Medium Tryptone Peptone 10,0  g 

 Hefeextrakt 5,0  g 

 NaCl  5,0  g 

 Aqua dest. ad  1000,0  ml 

    

LB-Amp-Platten Bacto Agar 6,0  g 

 LB-Medium 500,0  ml 

 Zugabe von 25 mg Ampicillin nach Autoklavieren 

 (nach Abkühlen des Mediums auf 50 °C) 

    

Ampicillin-Lösung Ampicillin 100,0  mg 

 Aqua dest., steril 1,0  ml 

    

Tetrazyklin-Lösung Tetrazyklin 5,0 mg 

 Aqua dest., steril 1,0 ml 

    

LB-Amp-Medium LB-Medium  5,0  ml 

 Ampicillin-Lösung 5,0  μl 

    

X-Gal, 2 %ig X-Gal  80,0  mg 

 DMF  4,0  ml 

    

IPTG, 1 M IPTG 2,38 g 

 Aqua dest. 10,0 ml 

    

IPTG, 25 mM IPTG, 1 M 250,0  μl 

 Aqua dest. 750,0 μl 

    

MgCl2, 1 M MgCl2·6H2O  20,3  g 

steril filtriert Aqua dest. ad   100,0  ml 

    

MgSO4, 1 M MgSO4·7H2O  24,6  g 

steril filtriert Aqua dest. ad  100  ml 

    

Glukoselösung, 2 M Glukose 3,6 g 

steril filtriert Aqua dest. 10,0 ml 

    

SOB-Medium Tryptone Peptone 20,0  g 

 Hefeextrakt, 

granuliert 

5,0  g 

 NaCl  0,5  g 

 Aqua dest. ad  1000,0  ml 

 Nach dem Autoklavieren Zugabe von: 

 MgCl2, 1 M  10,0  ml 

 MgSO4, 1 M  10,0 ml 

    

SOC-Medium Glukoselösung, 2 M 1,0  ml 

 SOB-Medium, 

autoklaviert, ad 

 

100,0  

 

ml 
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CaCl2 stock, 1 M CaCl2·2H2O  147,0  g 

autoklaviert Aqua dest. ad  1000,0  ml 

    

CaCl2, 50 mM CaCl2 stock 5,0 ml 

 Aqua dest. ad  95,0 ml 

    

Tris-HCl, 1 M, pH 7,5,  Tris-HCl 15,76 g 

autoklaviert Aqua dest. ad  100,0 ml 

    

Tris-HCl, 10 mM Tris-HCl, 1 M 1,0  ml 

 Aqua dest. 99,0 ml 

    

Glycerin, 15 % Glycerin 3,0 ml 

 Aqua dest. 17,0 ml 

    

CaCl2-Lösung Tris-HCl, 10 mM 1,0  ml 

 CaCl2, 50 mM  5,0  ml 

 Glycerin, 15 % 15,0  ml 

 Aqua dest.  79,0  ml 

    

Kaliumacetatlösung, 5 M Kaliumacetat 49,1 g 

 Aqua dest. ad 100,0 ml 

    

Alkalische Lyse Tris-HCl, 1 M 2,5 ml 

Lösung I EDTA, 0,5 M 2,0 ml 

 Glukose 0,9 g 

 Aqua dest. 95,5 ml 

    

Lösung II SDS 1,0 g 

 NaOH, 1 M 20,0 ml 

 Aqua dest. 80,0 ml 

    

Lösung III Kaliumacetat 60,0 ml 

 Essigsäure 11,5 ml 

 Aqua dest. 28,5 ml 

 

Tabelle A 2: Reagenzien und Chemikalien 

Name Hersteller Bestellnummer 

Agar (BD Bacto Agar
TM

) 
Becton Dickinson GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 
214030 

Agarose, Molecular 

Biology Grade 

Eurogentec GmbH, Köln, 

Deutschland 
EP-0010-05 

Ampicillin trihydrate 

Sigma-Aldrich
®
 Chemie 

GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

A6140 

ß-Mercaptoethanol 

Invitrogen Life 

Technologies
TM

, Carlsbad, 

USA 

31350-010 

CaCl2 Merck Chemicals, 1023791000 
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Darmstadt, Deutschland 

6x DNA Loading Dye 
Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 
R0611 

50 bp DNA Ladder 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

N3236 

100 bp DNA Ladder 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

N3231 

1 kb DNA Ladder 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

N3232 

DMF 
Merck Chemicals, 

Darmstadt, Deutschland 
1109831000 

DMSO  

Sigma-Aldrich
®
 Chemie 

GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

D2650 

DNA away
TM

 

(Alkalihydroxidlösung) 

Molecular Bio-Products 

Inc., San Diego, USA 
X996.1 

dTTP 
Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 
R0171 

Essigsäure, Rotipuran
®
 

100 %, p.a. 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

3738 

Ethanol, Rotipuran
®
 

99,8 %, p.a. 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

9065.3 

Gel Loading Dye, Blue 

(6x) 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

B7021 

GeneAmp
®
 100 mM dNTP 

Mix with dTTP 

Life Technologies
TM

 

GmbH, Applied 

Biosystems
®
, Darmstadt, 

Deutschland 

N8080261 

GelRed
TM

 Nucleic Acid 

Gel Stain, 10,000x in water 

Biotium, Inc., Hayward, 

USA 
41003 

Glukose 

Sigma-Aldrich
®
 Chemie 

GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

G 5146 

Glycerin 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

3783.1 

HCl 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

0281.1 

Hefeextrakt, granuliert 
Merck Chemicals, 

Darmstadt, Deutschland 
103753 

IPTG 

PEQLAB Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

37-2020 

Isopropanol (= 2-Propanol) Carl Roth
®
 GmbH + Co. 6752.1 
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KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Kaliumacetat 
Merck Chemicals, 

Darmstadt, Deutschland 
1048201000 

MgCl2 (25mM) 
Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 
R0971 

MgCl2·6H2O, ≥ 99 %, p.a., 

ACS 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

2189.1 

MgSO4·7H2O, ≥ 99 %, p.a., 

ACS 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

P027.2 

NaCl 
Merck Chemicals, 

Darmstadt, Deutschland 
1064005000 

Na2EDTA·2H2O, ≥ 99 %, 

p.a., ACS 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

8043.2 

NaOH 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

T198.1 

ROX (reference dye) 

Sigma-Aldrich
®
 Chemie 

GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

R4526 

RNAse A 
Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 
EN0531 

SDS 

SERVA Electrophoresis 

GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

20765 

10x Taq Buffer with KCl 
Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 
B38 

10x Taq Buffer with KCl & 

15 mM MgCl2 

Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 
B16 

Tetrazyklin 

Merck4Biosciences, 

Merck Chemicals, 

Darmstadt, Deutschland 

58346 

Tris Base, ≥ 99 %, Ph.Eur., 

USP 

Carl Roth
®
 GmbH & Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

A411.3 

Tris-HCl 

Carl Roth
®
 GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

9090.2 

Tryptone 
Becton Dickinson GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 
211705 

Wasser, Molecular Biology 

Reagent  

Sigma-Aldrich
®
 Chemie 

GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

W4502  

X-Gal 

PEQLAB Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

37-2610 
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Tabelle A 3: Enzyme 
 

Name Hersteller Bestellnummer 

AmpliTaq Gold
®
 DNA 

Polymerase with Gold 

Buffer and MgCl2 

solution  

Life Technologies
TM

 

GmbH, Applied 

Biosystems
®
, Darmstadt, 

Deutschland 

4311816 

EcoRV 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

R0195 S 

Hinc II 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

R0103 

peqGOLD Pwo-DNA-

Polymerase 

PEQLAB Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

01-5010 

Sca I 
Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 
ER0431 

Sma I 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

R0141 

T4 DNA Ligase 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

M0202 

Taq DNA Polymerase 

with Standard Taq Buffer 

New England BioLabs
® 

GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

M0273 

Taq DNA Polymerase 
Fermentas GmbH, St. 

Leon-Rot, Deutschland 
EP0282 

 

Tabelle A 4: Kommerzielle Testsysteme 

 

Name Hersteller Bestellnummer 

4Dx SNAP
®
 Tests 

IDEXX Laboratories Inc., 

Westbrook, Maine, USA 
 

DNeasy
® 

Blood & Tissue 

Kit 

QIAGEN GmbH, Hilden, 

Deutschland 
69506 

peqGold Gel Extraction 

Kit (C-Line) 

PEQLAB Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

12-2501-02 

peqGold Plasmid 

Miniprep Kit I (C-Line) 

PEQLAB Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

12-6942-02 

QIAfilter Plasmid Midi 

Kit 

QIAGEN GmbH, Hilden, 

Deutschland 
12245 
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Tabelle A 5: Weitere Materialien 

Name Hersteller Bestellnummer 

pBluescript
®
 II Phagemid 

Vector (SK -) 

Stratagene, Agilent 

Technologies GmbH & Co. 

KG, Waldbronn, 

Deutschland 

212206 

XL-1Blue MRF’ 

Supercompetent Cells 

Stratagene, Agilent 

Technologies GmbH & Co. 

KG, Waldbronn, 

Deutschland 

200230 

 

Tabelle A 6: Geräte 

Gerät Hersteller Typ 

Homogenisator 
Retsch GmbH & Co. KG., 

Düsseldorf, Deutschland 
MM300 

PCR Cycler 

PEQLAB Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

Primus advanced 96 

PCR Cycler 
Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 
Mastercycler

®
pro 

Real-time PCR Cycler 

Stratagene, Agilent 

Technologies GmbH & Co. 

KG, Waldbronn, 

Deutschland 

MxPro Mx3005P und 

Mx3000P 

Spektrophotometer 

PEQLAB Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

NanoDrop ND-1000 

Spektrophotometer 
Bio-Tek Instruments GmbH, 

Neufahrn, Deutschland 
Uvikon, XS 

Transilluminator UVP Ltd, Cambridge, UK 302 nm 

Transilluminator 
Biostep GmbH, Chemnitz, 

Deutschland 
UST-30M-8R 

Thermomixer 
Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 
Thermomix comfort 

Mikroarray Reader 
Alere

TM
 Technologies 

GmbH, Jena, Deutschland 
ArrayMate 

Zentrifuge 
Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 
FA-45-30-11, 5430R 
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Tabelle A 7: Verwendete Programme 

Name Website 

Datenbank 

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez 

  

Sequenzanalysen  

BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Primer3Plus 
http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi 

Praktische 

Molekularbiologie 
http://molbiol.ru/ger/index.html 

SMS 2 http://www.bioinformatics.org/sms2/ 
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Tabelle A 8: Verwendete Sequenzen (PubMed NCBI GenBank) 

 
Abkürzungen 

IR: Ixodes ricinus 

RS:  Rhipicephalus sanguineus 

D(R):  Dermacentor (reticulatus) 

 

Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

(Wirt,Land) 

Anaplasma phagocytophilum Referenzsequenz, 

NC_007797 

unbekannt 

 AF384212-14 Wiederkäuer, Schweiz 

 AF481850-55 Wiederkäuer, Slowenien 

 AF482761 Pferd, Deutschland 

 AY035312 Schaf, Norwegen 

 AY149637 IR, UK 

 AY281771-77 IR, Deutschland 

 AY281781 IR, Deutschland 

 AY281782 IR, Deutschland 

 AY281783 IR, Deutschland 

 AY281784 IR, Deutschland 

 AY281787 IR, Deutschland 

 AY281789 IR, Deutschland 

 AY281791-93 IR, Deutschland 

 AY281795- AY281803 IR, Deutschland 

 AY281805 IR, Deutschland 

 AY281806-09 IR, Deutschland 

 AY527214 Pferd, Deutschland 

 AY833407 Mensch, Polen 

 DQ029028 Mensch, Italien 

 DQ361024-25 Maus, Polen 

 EF068224 Hund, Deutschland 

 EF068226-28 Hund, Deutschland 

 EF217398 Mensch, Tschechien 

 EF217400 Maus, Tschechien 

 EF217402 Pferd, Tschechien 

 EF217404 IR, Tschechien 

 EU098006-07 IR, Portugal 

 EU436153-54 Rind, Italien 

 EU436155 Rind, Italien 

 EU490522 IR, Deutschland 

 EU781706-07 Hund, Tunesien 

 EU839848 Wiederkäuer, Tschechien 

 EU839850 Wiederkäuer, Tschechien 

 EU839852 Pferd, Tschechien 

 EU847526-27 Hund, Tschechien 

 EU847529-34 Tschechien 

 FJ469667 unbekannt 

 FJ515308 Katze, Schweiz 

 FJ538289 Ziege, Schweiz 

 FJ538290 Ziege, Schweiz 

 FJ615530 Mensch, Tschechien 

 FJ788511-13 IR, Deutschland 

 FJ812388 Rotwild, Österreich 

 FJ812389 Rehwild, Österreich 
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Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

A. phagocytophilum (Fortsetzung) FJ812394-401 Wildwiederkäuer, Österreich 

 FJ812403-08 Rehwild, Österreich 

 GU111741-42 Rotwild, Spanien 

 GU111744-47 IR, Spanien 

 GU236534-35 Rehwild, Slowenien 

 GU236536 Rehwild, Slowenien 

 GU236540-68 Rehwild, Deutschland 

 GU236571 Rehwild, Spanien 

 GU236579 Rotwild, Polen 

 GU236582-83 Wiederkäuer, Spanien 

 GU236586-600 Wiederkäuer, Polen 

 GU236601-40 Schaf, Norwegen 

 GU236641-43 Schaf, Deutschland 

 GU236644 Schaf, Deutschland 

 GU236646 Schaf, Deutschland 

 GU236649-50 Schaf, Deutschland 

 GU236653-58 Mensch, Slowenien 

 GU236664 Mensch, USA 

 GU236665-GU236707 Hund, Deutschland/Slowenien 

 GU236708-GU236716 Pferd, Deutschland/Schweiz 

 GU236717 Katze, Österreich 

 GU391312 IR, Polen 

 GU391313-18 Schwein, Polen 

 GU391319 IR, Polen 

 GU391320 Schwein, Polen 

 GU391595-96 Hund, Frankreich 

 HM138366 Katze, Tschechien 

 HM480380-83 Rehwild, Deutschland 

 HM480384-85 Rehwild, Deutschland 

Anaplasma platys AF303467 unbekannt, Frankreich 

 AY040850-53 unbekannt, UK 

 AY530806 Hund, Spanien 

 AY821826 Hund, Spanien 

 EU004823 unbekannt, Portugal 

 EU090182 Ziege, Zypern 

 EU439943 Hund, Italien 

 GQ395384-85 Hund, Kap Verde 

Ehrlichia canis NC_007354 unbekannt 

 AY394465 Hund, Spanien 

 AY621071 Hund, Türkei 

 EF011110-11 Hund, Griechenland 

 EF051166 Hund, Portugal 

 EF417993 Hund, Tschechien 

 EU439944 Hund, Italien 

 EU491504 Hund, Portugal 

 EU781686-95 Hund, Tunesien 

 GQ857078 RS, Italien 

Anaplasma marginale NC_012026 unbekannt 

 NC_004842 unbekannt 

 DQ000613-17 Rind, Italien 

Anaplasma ovis EU191230-32 Zecke, Türkei 

 GQ857075-76 Zecke, Italien 

Anaplasma centrale NC_013532 unbekannt 

 EF520686-90 Rind, Italien 

Anaplasma sp. EU857675 Wiederkäuer, Frankreich 

 AY851660 Zecke, Spanien 

 AY851662 Zecke, Spanien 

 AY851664 Zecke, Spanien 
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Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

Anaplasma sp. (Fortsetzung) AY851665-67 Wildwiederkäuer, Spanien 

 FJ829748-94 Hund, Deutschland 

 FN390874-78 Igel, Deutschland 

 FN390884-90 Zecke, Deutschland 

 GQ179652 Mensch, Slowakei 

 GU223365 Rind, Türkei 

Ehrlichia sp. AF012528 Zecke, Frankreich 

 AF057707 Pferd, Schweiz 

 AF084907 Zecke, Schweiz 

 AF507941 Hund, Österreich 

 AJ242785 Zecke, Schweden 

 AJ312939-42 Zecke, Deutschland 

 DQ647318 IR, Frankreich 

 EU191227 Zecke, Türkei 

 U10873 Hund, Schweden 

 U77389 Pferd, Schweiz 

Ehrlichia chaffeensis EF417994 Mensch, Tschechien 

Ehrlichia ovina AF318946 Zecke, Türkei 

Neoehrlichia mikurensis EU810405 Zecke, Deutschland 

Babesia canis AJ009795 Hund, Frankreich 

 AY072926 Hund, Kroatien 

 AY259123-4 Hund, Slowenien 

 AY321119 Hund, Polen 

 AY703070-73 Hund, Niederlande 

 AY611729-33 Hund, Ungarn 

 AY648872 Hund, Schweiz 

 AY648874 Hund, Schweiz 

 AY780888 Zecke, Slowakei 

 AY942185 DR, Ungarn 

 DQ174288 Hund, Ungarn 

 DQ181652-56 Zecke, Ungarn 

 EU152128 Zecke, Polen 

 EU165369 Hund, Slowakei 

 EU622792-3 Hund, Polen 

 EU711059-61 Hund, Italien 

 FJ913768 Hund, Kroatien 

 FJ209024 Hund, Kroatien 

 GQ325620 Zecke, Polen 

 GQ338073 Hund, Norwegen 

Babesia vogeli AM183215-16 Hund, Türkei 

 AY072925 Hund, Italien 

 AY150061 Hund, Spanien 

 DQ439545 Hund, Spanien 

 EU711062-65 Hund, Italien 

 FJ200218 Hund, Kroatien 

 FJ213774 Hund, Frankreich 

Babesia gibsoni AY278443 Hund, Spanien 

 FJ209023 Hund, Kroatien 

 FJ554534 Hund, Italien 

Babesia microti AF373332 IR, Slowenien 

 AF494286 IR, Schweiz 

 AY144692 IR, Schweiz 

 AY144700 Hund, Spanien 

 AY789075 Zecke, Polen 

 EF413181 Mensch, Deutschland 

 FJ608739 Pferd, Italien 

 GQ856653 IR, Belgien 

 GU826703-15 IR, Luxemburg 
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Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

Babesia. sp. EU1 AY553915 IR, Slowenien 

 AY648877-81 IR, Schweiz 

 DQ312434-38 IR, Schweiz 

 HQ830266 Rehwild, Frankreich 

Babesia divergens AJ439713 Mensch, Portugal 

 AY572456 Rehwild, Slowenien 

 AY648871 Wiederkäuer, Österreich 

 AY648873 Wiederkäuer, Schweiz 

 AY648875-76 IR, Schweiz 

 AY789076 Zecke, Polen 

 DQ083544 Rehwild, Polen 

 DQ866843-44 Rehwild, Spanien 

 EF458219 Wiederkäuer, Deutschland 

 EF458220-27 Wiederkäuer, Irland 

 EF458228 Mensch, Frankreich 

 EU182594-95 Wiederkäuer, Schweiz 

 FJ944822 Mensch, Frankreich 

 FJ944823 Mensch, Frankreich 

 FJ944824-26 Wiederkäuer, Frankreich 

 HQ395757 unbekannt, Ungarn 

Babesia bigemina AY648884 Wiederkäuer, Österreich 

 DQ316966 Rind, Schweiz 

 DQ785311 Rind, Spanien 

 EU622822 Rind, Türkei 

 HQ197737-41 Wiederkäuer, Türkei 

Babesia major AY648886 Wiederkäuer, Österreich 

 DQ312442 IR, Schweiz 

 EU622825 Rind, Türkei 

 EU622907 Wiederkäuer, Frankreich 

 GU194290 Rind, Frankreich 

Babesia capreoli AY726010 Rehwild, Europa 

 FJ944827-28 Rehwild, Frankreich 

Babesia motasi AY260179-80 Schaf, Niederlande 

 AY533147 Schaf, Spanien 

Babesia caballi AY309955 Pferd, Spanien 

 AY534883 Pferd, Spanien 

 FJ209026 Hund, Kroatien 

Babesia odocoilei AY046577 unbekannt, Europa 

Babesia equi AY150062-63 Pferd, Spanien 

 AY150064 Hund, Spanien 

 AY648885 Pferd, Schweiz 

 DQ287951 Pferd, Spanien 

 FJ608734 Pferd, Italien 

Babesia bovis AY150059 Kuh, Portugal 

Babesia ovis AY150058 Ziege, Spanien 

 AY260178 Schaf, Türkei 

 AY533146 Schaf, Spanien 

 AY998123-24 Wiederkäuer, Türkei 

 DQ287954 Ziege, Spanien 

Babesia veruspiginis AJ871610 Fledermaus, UK 

Babesia bennetti DQ402155 Möwe, Spanien 

Babesia cf. crassa AY260177 Schaf, Türkei 

Babesia sp. AF188001 Hund, Spanien 

 AY457974-76 Hund, Spanien 

 AY572457 Rehwild, Slowenien 

 DQ312432-33 IR, Schweiz 

 DQ520838 Rehwild, Polen 

 EF545557-62 Wiederkäuer, Schweiz 
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Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

Babesia sp. (Fortsetzung) EU622824 Rind, Türkei 

 FJ608737 Pferd, Italien 

 GU475474 Rotwild, Irland 

 GU647159 IR, Italien 

 GU734328 IR, Frankreich 

 GU826716-37 IR, Luxemburg 

 GQ856650-57 IR, Belgien 

Babesia microti-like  

(= Theileria annae) 

AY534602 Hund, Spanien 

 FJ209022 Hund, Kroatien 

 HM212628 Fuchs, Kroatien 

Theileria equi AY534882 Pferd, Spanien 

 FJ209021 Hund, Kroatien 

Theileria capreoli AY726008 Rehwild, Europa 

 AY726011 Rehwild, Spanien 

Theileria annulata AY150056 Kuh, Frankreich 

 DQ287944 Hund, Spanien 

 EU622823 Rind, Türkei 

 GQ465761 Rind, Portugal 

 HQ197730-33 Wiederkäuer, Türkei 

Theileria ovis AY533144 Schaf, Spanien 

 EF092453 Ziege, Türkei 

 EU187501 Zecke, Kroatien 

 FJ608727-33 Schaf, Italien 

 HM241894 Schaf, Türkei 

Theileria sergenti FJ225392 Kuh, Spanien 

Theileria orientalis HQ197734-36 Wiederkäuer, Türkei 

Theileria buffeli DQ287959 Kuh, Spanien 

 FJ426360 Rind, Italien 

Theileria sp. AJ616716-18 Wiederkäuer, Portugal 

 DQ009882 Rehwild, Polen 

 DQ866840 Rotwild, Spanien 

 DQ866841-42 Rehwild, Spanien 

 GU373976 Wildwiederkäuer, Italien 

 GU373981 Schwein, Italien 

 GU373984 Rehwild, Italien 

 HM212629 Fuchs, Kroatien 

Hepatozoon canis AY461378 Hund, Spanien 

 AY731062 Fuchs, Spanien 

 DQ060324 Hund, Türkei 

 DQ060326-27 Hund, Türkei 

 DQ060329 Hund, Türkei 

 DQ439541 Fuchs, Spanien 

 DQ439542 Hund, Spanien 

 EU165370 Fuchs, Polen 

 EU622909 Katze, Frankreich 

 FJ497009-22 Hund, Kroatien 

 FJ608736 Hund, Italien 

 GU371446 Fuchs, Italien 

 GU371450-58 Fuchs, Italien 

 GU827130 IR, Luxemburg 

Hepatozoon felis AY620232 Katze, Spanien 

 AY628681 Katze, Spanien 

Hepatozoon sp. AY600625-26 Maus, Spanien 

 FJ497023-24 Hund, Kroatien 

 HM212627 Fuchs, Kroatien 

Borrelia afzelii Referenzsequenz, 

NC_008564 

unbekannt 
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Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

Borrelia afzelii (Fortsetzung) Referenzsequenz, 

NC_011786 

unbekannt 

 AB253532 unbekannt 

 AY518771 unbekannt 

 DQ007298-303 Mensch, Ungarn 

 DQ155611 Nager, Deutschland 

 DQ155614 Nager, Deutschland 

 DQ155618 Nager, Deutschland 

 DQ155623-25 Nager, Deutschland 

 DQ155634 Nager, Deutschland 

 DQ155637 Nager, Deutschland 

 DQ155641 Nager, Deutschland 

 DQ155643 Nager, Deutschland 

 DQ193521-22 IR, Ungarn 

 FJ750337-39 unbekannt 

 GU826902 IR, Luxemburg 

 GU826917 IR, Luxemburg 

 GU826935 IR, Luxemburg 

 GU826937-38 IR, Luxemburg 

 GU826940 IR, Luxemburg 

 U20356 unbekannt 

 X85437-39 unbekannt 

 X85982 unbekannt 

 X95353 unbekannt 

Borrelia burgdorferi sensu stricto NC_001857 unbekannt 

 NC_011876 unbekannt 

 NC_012175 unbekannt 

 NC_012193 unbekannt 

 NC_012194 unbekannt 

 NC_012199 unbekannt 

 NC_012241 unbekannt 

 NC_012244 unbekannt 

 NC_012504 unbekannt 

 AF481789 Mensch, Schweden 

 DQ111051-52 unbekannt 

 DQ393312 unbekannt 

 M57248 unbekannt 

 U65806 unbekannt 

 U65807 unbekannt 

 X16467 Zecke, unbekannt 

 X85442 unbekannt 

 X85443 unbekannt 

Borrelia garinii Referenzsequenz, 

NC_006129 

unbekannt 

 AF227319-22 unbekannt, Spanien 

 AF481790-91 Mensch, Schweden 

 AM184123 unbekannt 

 AY597035-36 unbekannt, Slowakei 

 EF364112 unbekannt, Tschechien 

 EF364116 unbekannt, Tschechien 

 DQ111053 unbekannt 

 DQ155629 Nager, Deutschland 

 DQ155633 Nager, Deutschland 

 DQ193523 IR, Ungarn 

 GU724958 unbekannt 

 GU826952-63 IR, Luxemburg 

 GU826965-66 IR, Luxemburg 

 GU826968 IR, Luxemburg 
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Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

Borrelia garinii (Fortsetzung) GU826970 IR, Luxemburg 

 GU826982 IR, Luxemburg 

 GU826986 IR, Luxemburg 

 GU826995-98 IR, Luxemburg 

 GU906888 IR, Slowakei 

 U20358 unbekannt 

 X80252 unbekannt 

 X80254 unbekannt 

 X80256-57 unbekannt 

 X85440 unbekannt 

 X85441 unbekannt 

 X95354-60 Mensch, Deutschland 

 X95362 Mensch, Deutschland 

 Y10894-96 unbekannt 

Borrelia spielmanii Referenzsequenz, 

NC_012164 

unbekannt 

 AF102057 unbekannt 

 AM055822-23 unbekannt, Dänemark 

 AM055824 unbekannt, Ungarn 

 AY147007 IR, Frankreich 

 AY995900 unbekannt, Ungarn 

 DQ133517-19 IR, Frankreich 

 EU545183 IR, Türkei 

 GU827001 IR, Luxemburg 

Borrelia burgdorferi A24006 unbekannt 

 A24008 unbekannt 

 A04009 unbekannt 

 A22442 unbekannt 

 A33374 unbekannt 

 DQ007297 Mensch, Ungarn 

 DQ147805 unbekannt 

 DQ155620 Nager, Deutschland 

 DQ155628 Nager, Deutschland 

 DQ155640 Nager, Deutschland 

 DQ193524-25 IR, Ungarn 

 DQ393314-17 unbekannt 

 EF364115 unbekannt, Tschechien 

 GU320003 unbekannt, Slowakei 

 GU724959 unbekannt 

 GU724961 unbekannt 

 GU826941-51 IR, Luxemburg 

 L38657 unbekannt, Dänemark 

 M88764 unbekannt 

 S72439 unbekannt 

 S48322-23 unbekannt 

 U65801 unbekannt 

 X68539-44 unbekannt 

 X80182-86 unbekannt 

 X80253 unbekannt 

 X80251 unbekannt 

 X85739 unbekannt 

 X60300 Zecke, unbekannt 

 X62161 unbekannt 

 X62387 unbekannt 

 X63412 unbekannt 

 X65599 unbekannt 

 X66065 unbekannt 

 X69323 unbekannt 
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Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

Borrelia burgdorferi (Fortsetzung) X81047 Mensch, unbekannt 

 X83622 unbekannt 

 X95361 unbekannt 

 Y10837-41 unbekannt 

 Z29086-87 unbekannt 

Borrelia sp. NC_012234 unbekannt 

 AM158262-65 Wirbeltier, Deutschland 

 AM158266-67 Wirbeltier, Slowenien 

 GU826999 IR, Luxemburg 

 HM623293-94 IR, Norwegen 

 U20359 unbekannt 

Borrelia valaisiana AF095940-47 unbekannt 

 AJ249467 unbekannt 

 DQ393331-32 unbekannt 

 GU827002-28 IR, Luxemburg 

Borrelia lusitaniae EF179549-67 unbekannt 

 EF457554-58 unbekannt, Italien 

 Y10837-39 unbekannt 

Borrelia bissettii Y10897 unbekannt 

Borrelia japonica Y10890-93 unbekannt 

Rickettsia helvetica ompB AF123725 unbekannt 

 EU126928 IR, Portugal 

 GU324464 Maus, Deutschland 

 GU324465 Waldmaus, Deutschland 

Rickettsia conorii ompB AF123721 unbekannt 

 AF149110 unbekannt 

 AY643093 unbekannt 

Rickettsia sibirica ompB AF123722 unbekannt 

R. sibirica subsp. mongolotimonae 

ompB 

AF123715 unbekannt, Frankreich 

Rickettsia slovaca ompB AF123723 unbekannt, Slowakei 

Rickettsia massiliae ompB NC_009900 unbekannt 

 AF123714 unbekannt, Frankreich 

Rickettsia monacensis ompB EF380356 unbekannt, Deutschland 

 EU330639-40 IR, Deutschland 

Rickettsia felis ompB GU324466-70 Maus, Deutschland 

Rickettsia rickettsii ompB X16353 unbekannt 

Rickettsia raoultii ompB DQ365797 Zecke, Frankreich 

Rickettsia prowazekii ompB AF123718 unbekannt, Polen 

 AF161079 unbekannt 

 AF211820-21 unbekannt 

Rickettsia sp. ompB AF123710 unbekannt, Spanien 

Rickettsia helvetica gltA DQ131912 Ixodes persulcatus, Russland 

 EU359283 Ixodes spp., Schweiz 

 EU359285-87 Ixodes spp., Schweiz 

 U59723 unbekannt 

Rickettsia conorii gltA Referenzsequenz, 

NC_003103 

unbekannt 

 EU716648 unbekannt 

 HM050292 Rhipicephalus evertsi, Senegal 

 U20243 unbekannt 

 U59730 unbekannt 

R. sibirica subsp. mongolotimonae 

gltA 

DQ423370 unbekannt, Portugal 

Rickettsia slovaca gltA AY129301 D. marginatus, Frankreich 

 U59725 unbekannt 

Rickettsia massiliae gltA Referenzsequenz, 

NC_009900 

unbekannt 
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Erreger NCBI Nr. beschriebene Herkunft 

Rickettsia massiliae gltA 

(Fortsetzung) 

U59719 unbekannt 

Rickettsia monacensis gltA DQ517498 Mensch, Spanien 

 HM210740 IR, Italien 

Rickettsia bellii gltA Referenzsequenz, 

NC_007940 

unbekannt 

 Referenzsequenz, 

NC_009883 

D. variabilis, USA 

 U59716 unbekannt 

Rickettsia canadensis gltA Referenzsequenz, 

NC_009879 

unbekannt 

 U59713 unbekannt 

Rickettsia akari gltA U59717 unbekannt 

Rickettsia principis gltA AY578115 Haemaphysalis sp., unbekannt 

Israeli tick typhus Rickettsia gltA EF077650-54 RS, Portugal 

 EF177484 unbekannt, Portugal 

 U59727 unbekannt 

Rickettsia peacockii gltA Referenzsequenz, 

NC_012730 

unbekannt 

Rickettsia endosymbiont gltA DQ081187 Haemaphysalis sp., Kroatien 

Cand. Rickettsia barbariae gltA EU272185 Zecke, Italien 

Cand. R. hoogstraalii gltA FJ767737 Haemaphysalis, Kroatien 

Rickettsia sp. gltA AF120029 Zecke, Russland 

 AF140706 IR, Slowakei 

 AF210692 unbekannt 

 AY129300 D. marginatus, Frankreich 

 DQ423369 unbekannt, Portugal 

 EF501755-56 IR, Portugal 

 EU359298 Zecke, Schweiz 

 EU853834 Haemaphysalis inermis, Ungarn 

 GU124744 Zecke, UK 

 GQ404430 D. marginatus, Spanien 

 HM149279 Zecke, Portugal 

 HM149280 IR, Portugal 

 HM149281 D. marginatus, Portugal 

 HM149282 RS, Portugal 

 HM149283 IR, Portugal 

 U59720 unbekannt 

 U59722 unbekannt 

 U59728 unbekannt 

 U59731 unbekannt 

 U59735 unbekannt 
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Tabelle A 9: Übersicht der ausgewählten Pathogene 

a
vermutet 

Spezies Verbreitung mögliche Wirtsspezies beschriebene Vektoren Referenz 

Ap weltweit 
Hund, Katze, Pferd, Nager, 

Wiederkäuer, Mensch 

Ixodes spp. 
(RAR et al., 2011; 

SCHAARSCHMIDT-KIENER et al., 2009) 

D. reticulatus
a
 (WIRTGEN et al., 2011) 

Apl 
USA, Asien, 

Südeuropa 
Hund R. sanguineus

a
 (RAR et al., 2011; SHAW et al., 2001) 

Ec weltweit Hund, Mensch R. sanguineus, D. variabilis (DAY, 2011; SHAW et al., 2001) 

B. canis 
tropisch/subtropische 

Regionen weltweit 
Hund, Katze

a
 

Dermacentor spp., 

R. sanguineus 

(DAY, 2011; SHAW et al., 2001; 

UILENBERG, 2006) 

B. vogeli 
tropisch/subtropische 

Regionen weltweit 
Hund R. sanguineus 

(SHAW et al., 2001; TABAR et al., 2009; 

UILENBERG, 2006) 

B. gibsoni weltweit Hund 
R. sanguineus, 

Haemaphysalis spp. 
(SHAW et al., 2001; UILENBERG, 2006) 

Ba Europa, Asien Mensch, Hund, Nager Ixodes spp. 

(HOVIUS et al., 1999; MARGOS et al., 

2011; SHAW et al., 2001; SPECK et al., 

2001) 

Bg Europa, Asien 
Mensch, Hund, Vögel, 

Nager 
Ixodes spp. 

Bbss 
Europa, 

Nordamerika 
Mensch, Hund, Nager Ixodes spp. 

Rc 
Europa, Afrika, 

Asien 
Mensch, Hund R. sanguineus 

(DAY, 2011; LEVIN et al., 2011; 

PAROLA et al., 2005a; SHAW et al., 2001) 

Rh Europa, Asien Mensch, Hund, Hirsch 
I. ricinus 

(BORETTI et al., 2009; DOBLER et al., 

2009; INOKUMA et al., 2008; 

PAROLA et al., 2005a) 

D. reticulatus
a
 (DOBEC et al., 2009) 
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Tabelle A 10: Ausschnitte aus den Matchtabellen 

Tabelle A 10.1: Ausschnitt Matchtabelle (Anaplasma spp./Ehrlichia spp.) 

Sonde 

R
eferen

zseq
u

en
z 

A
. p

h
a
g

o
cyto

p
h

ilu
m

, 

N
C

_
0

0
7

7
9
7
 

A
. p

h
a
g

o
cyto

p
h

ilu
m

, 

Z
eck

e, D
eu

tsch
lan

d
, 

A
Y

2
8

1
8

0
5
 

A
. p

h
a
g

o
cyto

p
h

ilu
m

, 

K
atze, S

ch
w

eiz, 

F
J5

1
5

3
0

8
 

A
. p

h
a
g

o
cyto

p
h

ilu
m

, 

Z
eck

e, D
eu

tsch
lan

d
, 

A
Y

2
8

1
7

9
4
 

A
. p

la
tys, 

P
o

rtu
g

al, 

E
U

0
0

4
8
2

3
 

A
. p

la
tys, 

P
o

rtu
g

al, 

E
U

0
0

4
8
2

3
  

A
. p

la
tys, H

u
n

d
, 

Italien
, 

E
U

4
3

9
9
4

3
 

A
. p

la
tys, 

F
ran

k
reich

, 

A
F

3
0

3
4

6
7
 

A
. p

la
tys, Z

ieg
e, 

Z
y

p
ern

, 

E
U

0
9

0
1
8

2
 

R
eferen

zseq
u

en
z 

E
. ca

n
is, 

N
C

_
0

0
7

3
5
4
 

E
. ca

n
is, Z

eck
e, 

Italien
, 

G
Q

8
5

7
0

7
8
 

E
. ca

n
is, H

u
n
d

, 

S
p

an
ien

, 

A
Y

3
9

4
4

6
5
 

E
. ca

n
is, H

u
n
d

, 

T
ü

rk
ei, 

A
Y

6
2

1
0

7
1
 

E
. ca

n
is, H

u
n
d

, 

G
riech

en
lan

d
, 

E
F

0
1

1
1

1
 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 4 4 4 

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 2      4 4 4 4 4 

6 6 6 6 6 0 0 0 0 3      

7 1 1 1 3      5 5 5 5 5 

8 4 4 4 4 4 4 4 4 4 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 5 5 5 5 

Mismatches 5 5 5 4 5 5 5 5 4 3 3 3 3 3 
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Tabelle A 10.2: Ausschnitt Matchtabelle (Babesia spp.) 

Sonde B
. ca

n
is, 

Z
eck

e, U
n

g
arn

, 

A
Y

9
4

2
1

8
5
 

B
. ca

n
is, 

H
u

n
d

, K
ro

atien
, 

A
Y

0
7

2
9

2
6
 

B
. ca

n
is, 

Z
eck

e, U
n

g
arn

, 

D
Q

1
8

1
6

5
6
 

B
. vo

g
eli, 

H
u

n
d

, S
p

an
ien

, 

A
Y

1
5

0
0

6
1
 

B
. vo

g
eli, 

H
u

n
d

, T
ü

rk
ei, 

A
M

1
8

3
2

1
1

6
 

B
. vo

g
eli, 

H
u

n
d

, T
ü

rk
ei, 

A
M

1
8

3
2

1
5
 

B
. vo

g
eli, 

H
u

n
d

, K
ro

atien
, 

F
J2

0
0

2
1

8
 

B
. vo

g
eli, 

H
u

n
d

, Italien
, 

A
Y

0
7

2
9

2
5
 

B
. g

ib
so

n
i, 

H
u

n
d

, S
p

an
ien

, 

A
Y

2
7

8
4

4
3
 

B
. g

ib
so

n
i, 

H
u

n
d

, K
ro

atien
, 

F
J2

0
9

0
2

3
 

B
. g

ib
so

n
i, 

H
u

n
d

, Italien
, 

F
J5

5
4

5
3

4
 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 1 0 0 1 1 5 5 5 

13 1 1 1 0 1 1 0 0 6 6 6 

14 5 5 5 6 5 5 6 6 0 0 0 

15 0 0 0 1 0 0 1 1 5 5 5 

16 0 0 2         

17    0 1 1 0 0    

18         0 0 0 

19 0 0 2         

20 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

Mismatches 8 8 6 4 6 6 4 4 9 9 9 
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Tabelle A 10.3: Ausschnitt Matchtabelle (Borrelia spp.) 

Sonde B
. a

fzelii, 

M
en

sch
, U

n
g

arn
, 

D
Q

0
0

7
3

0
0
 

B
. a

fzelii, 

X
8

5
4

3
8
 

B
. a

fzelii, 

U
2

0
3

5
6
 

R
eferen

zseq
u

en
z 

B
. a

fzelii, 

N
C

_
0

0
8

5
6
4
 

B
. a

fzelii, N
ag

er, 

D
eu

tsch
lan

d
, 

D
Q

1
5

5
6

1
1
 

B
. g

a
rin

ii, M
en

sch
, 

D
eu

tsch
lan

d
, 

X
9

5
3

6
2
 

R
eferen

zseq
u

en
z 

B
. g

a
rin

i, 

N
C

_
0

0
6

1
2
9
 

B
. g

a
rin

ii, 

S
p

an
ien

, 

A
F

2
2

7
3

2
0
 

B
. g

a
rin

ii, 

S
p

an
ien

, 

A
F

2
2

7
3

2
1
 

R
eferen

zseq
u

en
z 

B
b

ss B
3

1
, 

N
C

_
0

0
1

8
5
7
 

B
b

ss, 

U
6

5
8

0
7
 

R
eferen

zseq
u

en
z 

B
b

ss, 

N
C

_
0

1
1

8
7
6
 

B
. lu

sita
n

ia
e, 

E
F

4
5

7
5

5
4
  

29 2 2 2 2 2 1 1 0 0 0 0 0 4 

30 5 5 5 5 5 5 4 5 5 0 0 0 3 

31 2 2 2 2 2 1 1 0 0 0 0 0 4 

32 5 5 5 5 5  5 6 7 0  0  

33 6 6 8 7 7 5 0 4 4 6 6 6 5 

34 3 3 3 3 3 0 3 0 0 6 6 6 6 

35 4 4 4 4 4 3 0 3 3 5 5 5 5 

36 6 6 6 6 6  5   0 0 0 5 

37 5 5 5 5 5  5   0 0 0 4 

38 5 5 5 5 5 5 4 5 5 0 0 0 4 

39 0 0 0 0 0 3 4 3 3 5 5 5 6 

40 0 0 0 0 0  3   5  5  

41 1 1 0 0 0 3  5 6 6 6 6  

42 1 1 1 0 0 4  6 6     

43 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 1 1 1 

44 7 7 8 7 7        6 

45 7 7 8 7 7     5 5 5 6 

Mismatches 4 4 6 7 7 2 3 4 4 7 6 7  
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Tabelle A 10.4: Ausschnitt Matchtabelle (Rickettsia spp. gltA) 

Sonde 

R
. h

elvetica
, 

Z
eck

e, S
ch

w
eiz, 

E
U

3
5

9
2
8

7
 

R
. h

elvetica
, 

U
5

9
7

2
3
 

R
. h

elvetica
, 

Z
eck

e, S
ch

w
eiz, 

E
U

3
5

9
2
8

3
 

R
eferen

zseq
u

en
z 

R
. co

n
o

rii, 

N
C

_
0

0
3

1
0
3
 

R
. co

n
o

rii, 

U
5

9
7

3
0
 

R
. co

n
o

rii, 

E
U

7
1

6
6
4

8
 

R
. co

n
o

rii, 

U
2

0
2

4
3
 

R
. m

a
ssilia

e, 

N
C

_
0

0
9

9
0
0
 

R
. m

o
n

g
o

lo
tim

o
n

a
e, 

P
o

rtu
g

al, 

D
Q

4
2

3
3

7
0
 

R
. slo

va
ca

, 

Z
eck

e, F
ran

k
reich

, 

A
Y

1
2

9
3

0
1
 

R
. m

o
n

a
cen

sis, 

M
en

sch
, S

p
an

ien
, 

D
Q

5
1

7
4

9
8
 

25 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 3 

26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

28 1 1 1 1 1 1 0 2 1 1 3 

Mismatches 4 4 4 0 0 0 4 5 4 4 1 
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Tabelle A 10.5: Ausschnitt Matchtabelle (Rickettsia spp. ompB) 

Sonde 

R
. h

elvetica
, 

A
F

1
2

3
7

2
5
 

R
. h

elvetica
, 

M
au

s, D
eu

tsch
lan

d
, 

G
U

3
2

4
4

6
4
 

R
. co

n
o

rii, 

A
Y

6
4

3
0

9
3
 

R
. co

n
o

rii, 

A
F

1
2

3
7

2
1
  

R
. co

n
o

rii, 

A
F

1
4

9
1

1
0
 

R
. slo

va
ca

, 

S
lo

w
ak

ei, 

A
F

1
2

3
7

2
3
 

R
. ra

o
u

ltii, 

Z
eck

e, F
ran

k
reich

, 

D
Q

3
6

5
7

9
7
 

R
. m

o
n

g
o

lo
tim

o
n

a
e, 

F
ran

k
reich

, 

A
F

1
2

3
7

1
5
 

R
. sib

irica
, 

A
F

1
2

3
7

2
2
 

R
eferen

zseq
u

en
z 

R
. m

a
ssilia

e, 

N
C

_
0

0
9

9
0
0

  

R
. m

o
n

a
cen

sis, 

D
eu

tsch
lan

d
, 

E
F

3
8

0
3

5
6
 

R
. felis, 

M
au

s, D
eu

tsch
lan

d
, 

G
U

3
2

4
4

6
6
 

21 0 0           

22 0 0           

23   1 0 0 2 2 1 1 4 4 3 

24 5 5 0 0 0 1 2 0 0 2 3 2 

Mismatches 2 2 1 2 2 2 1 1 1 2 1 1 
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Abbildung A 1: Layout DNA-Mikroarray 

Sonden 1-9: Anaplasma/Ehrlichia spp. (genus- und speziesspezifische Sonden) 

Sonden 10-20: Babesia spp. (genus- und speziesspezifische Sonden) 

Sonden 21-24: Rickettsia spp. ompB (speziesspezifische Sonden) 

Sonden 25-28: Rickettsia spp. gltA (genusspezifische Sonden) 

Sonden 29-45: Borrelia spp. (speziesspezifische Sonden) 

46: Leerwert (Negativkontrolle) 

47: Biotinmarker (Positivkontrolle) 

 

 
 

 



Anhang 

 

  131 

Abbildung A 2: Charakterisierung der unspezifischen Bande von D. reticulatus 

Sonde 1: Anaplasma/Ehrlichia consensus (Genusnachweis) 

Sonde 4: E. canis (Speziesnachweis) 

Sonde 8: E. canis (Speziesnachweis) 

Ausschnitt aus der unspezifischen Sequenz von D. reticulatus 

Ausschnitt aus der 16S rRNA der E. canis-Referenzsequenz (NC_007354) 
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Abbildung A 3: Charakterisierungder unspezifischen Bande von I. ricinus 

Sonde 1: Anaplasma/Ehrlichia consensus (Genusnachweis) 

Sonde 4: E. canis (Speziesnachweis) 

Sonde 8: E. canis (Speziesnachweis) 

Ausschnitt aus der unspezifischen Sequenz von I. ricinus 

Ausschnitt aus der 16S rRNA der E. canis-Referenzsequenz (NC_007354) 
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