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Zusammenfassung 6

Zusammenfassung

In einer bisher nicht beprobten Region im Landkreis Muhldorf/Inn wurden zur Be-
stimmung der Pravalenz und Variabilitdt von Rickettsien Zecken gescreent und
— nach Hinweisen aus friheren Untersuchungen — auf das mdgliche Vorkommen
einer der Rickettsia (R.) massiliae ahnlichen Rickettsien-Art untersucht. Es wur-
den 1084 Zecken der Art Ixodes (l.) ricinus untersucht, davon 55 Ma&nnchen, 79
Weibchen, 941 Nymphen und 9 Larven. Die mittels Flagging gesammelten Tiere
wurden in Lysing Matrix A Tubes sortiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei
-80°C gelagert. Adulte Zecken wurden einzeln, Nymphen und Larven ab Probe
531 in Pools zu je drei Stuick untersucht. Dabei wurden die Zecken zunachst ho-
mogenisiert und Nukleinsduren extrahiert. Die Eluate wurden mittels einer Pan
Rickettsia Real-Time-PCR gescreent. 59 Proben wurden auf Rickettsien positiv
getestet. Zur Bestimmung der vorliegenden Rickettsien-Spezies erfolgte mit allen
positiven Proben eine R. helvetica spezifische Real-Time-PCR und zusatzlich ein
Multi Locus Sequence Typing der Genorte 16S rDNA, 5S-23S intergenetic spa-
cer region, OmpA und OmpB mit anschlielBender Gelelektophorese und Sequen-
zierung. Von den positiven Proben/Probenpools erwiesen sich 36 als R. helvetica
und 5 als R. monacensis, 18 Proben/Probenpools liel3en sich aufgrund der zu
niedrigen Nukleinsaure-Konzentration nicht weiter differenzieren. Proben, die ei-
nen cycle-threshold < 35 aufwiesen wurden mittels Shell-Vial-Technik und kon-
ventionell in Zellkultur angezuchtet. Aus den Shell Vials fand nach 6-8 Tagen eine
Passage in kleine Zellkulturflaschen statt. Der Erfolg der Anzucht wurde mittels
Real-Time-PCR durch deutliche Abnahme des cycle-threshold-Werts (= 2) ge-
zeigt, stichprobenartig wurde zusatzlich ein Nachweis per Immunfluoreszenz
durchgefuhrt. Erfolgreich angezogene Rickettsien wurden mit den Zellen geerntet
und bei -80°C eingelagert. Insgesamt waren 35 Anzuchten erfolgreich (32 R. hel-
vetica/ 3 R. monacensis). Die Anzucht in Shell Vials zeigte einen deutlich héhe-
ren Anzuchterfolg. In den untersuchten Genorten des Multi Locus Sequence Ty-
ping zeigten sich keine Unterschiede innerhalb der untersuchten Rickettsien-
Spezies. Die 2004 in der 16S-Sequenz R. massiliae-ahnliche Spezies wurde im
beprobten Gebiet nicht erneut nachgewiesen.
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Abkurzungsverzeichnis
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1 Einleitung

Vektorubertragene Infektionskrankheiten sind in Deutschland keine seltenen Im-
porte aus exotischen Reisegebieten mehr, sie ricken zunehmend in den Fokus.
Die Gefahr der Infektion nimmt auch innerhalb Deutschlands mit der Ausbreitung
von bisher nicht endemischen Vektoren und entsprechenden Pathogenen, be-
dingt durch Klimawandel, Globalisierung und zunehmend breiterem Zugang zu
Fernreisen tendenziell zu (Schmolz et al. 2015). Wahrend einige vektorvermit-
telte Infektionen, wie beispielsweise die Malaria, auch weit Gber Fachkreise hin-
aus bekannt sind, finden seltenere, jedoch nicht minder gefahrliche Erkrankun-
gen, weniger Beachtung. So ist das Risiko fiir die Ubertragung der Friihsommer-
meningoenzephalitis (FSME) und Borreliose durch Zecken in Deutschland wei-
testgehend bekannt. Rickettsiosen, die auf dem gleichen Weg ubertragen wer-
den koénnen, sind jedoch auRRerhalb der Reisemedizin wenig beachtet und wer-
den kaum als Differentialdiagnosen bei Erkrankungen nach Zeckenstichen in Be-
tracht bezogen. Jedoch sind Rickettsien weltweit vorhandene Krankheitserreger,
welche bis heute fur schwere Krankheitsbilder sorgen (Parola et al. 2013). In der
Vergangenheit waren sie fir Epidemien mit relevanten Mortalitatsraten verant-
wortlich (Philippsthal 1918).

1.1 Rickettsien — Historie und Klassifikation

Rickettsien sind gramnegative Bakterien. Haufig kommen sie als Kokken oder
Stabchen vor, sind jedoch insgesamt polymorphe Organismen. Sie Uberleben
und vermehren sich obligat intrazellular in eukaryotischen Wirtszellen (Whitman
2011).

Die Erstbeschreibung erfolgte 1908 durch Howard Taylor Ricketts, einen US-
amerikanischen Mikrobiologen und Pathologen. Er starb im Zuge seiner For-
schung 1910 an Lause-Fleckfieber, als er einen Ausbruch in Mexico-Stadt unter-
suchte (Gross und Schafer 2011). Von damals bis heute wurden viele neue Er-
kenntnisse uber diese Bakterien und ihre Rolle als Krankheitserreger gewonnen.
Die taxonomische Zuordnung hat sich nach zahlreichen neuen Forschungser-
gebnissen im Laufe der Jahre des Ofteren gewandelt. Aktuell werden Rickettsien
in die Klasse der Alphaproteobakterien der Ordnung Rickettsiales eingeordnet.
Innerhalb der Ordnung werden Rickettsien in drei Gruppen eingeteilt. Dies ent-
springt den unterschiedlichen Eigenschaften als Humanpathogene, sowie den
genetischen Unterschieden der jeweiligen Spezies. Es werden die Zeckenstich-
fieber-Gruppe, die Fleckfieber-Gruppe und die Ahnen-Gruppe unterschieden.
Abbildung 1 zeigt den phylogenetischen Stammbaum der Rickettsiales basierend
auf den bekannten Sequenzen des 16S rDNA Gens (Whitman 2011).
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GENUS |. RICKETTSIA

— Rickettsia honei

 Rickoftsio siovaca

- Rickefisio rickeltsi
Ricketisia africa

b

Rickellsia conom
Ricksttsig porkeri
Rickettsia sibirica

61

61
—— Rickelisia japonica

Rickelisia saschimanni
‘E%ktmsia rhipdoephali
61

Rickeltsia monfanansis

Ricketfsia massiae
Rickeltsia halvelica
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Rickeltsia beli

Rickeltsip canadensis

‘—”-L_ Rickettsia prowazeki
Rickettsia typhi

w5 changes

Ovientia
fsutsugamushi

FIGURE BXIL.a.35. Phylogenctic relationships of the organisms in the family ficketsiacne based on the DNA
sequences of the 165 rRNA genes (GenBank accession numbers: fL aesoblimannis, RAUTAT5T; R africae, RIRRGDA;
R akari, RAUL2458: R awstralis, RAUTT644; R, Mo, RBUNIOY; B cmadensis RCUD5162; R i, RIRRGDH;
R hddivtica, RIRRGDK; B honee, AFOBOTON: R pafwrnica, RIRRGDL; £ musuline, RIRRGDI: B somitanensis RIRRGDN;
R parkeri, RIRRRDA; R, promaseher RIRGGSA; R ofipueephali, RIRRGINO; R nckdttin, RIRRGDP: R, b,
RIRRSI6SRG: K. divaca, RIRRGDX: R tyfds, RIRRGDU: 2, tantsugremeshs, RIRRTKPIGB), The length of cach pair
of branches represents the distance between sequence pairs. The pumbers on the branch indicate the boatstrap
values,

Abbildung 1 Genus Rickettsia (Whitman 2011)

Rickettsien werden durch Vektoren wie Lause, FIohe oder Zecken auf den Men-
schen Ubertragen. In der Vergangenheit gab es in Mitteleuropa vor allem unter
schlechten hygienischen Bedingungen, wie z.B. wahrend der napoleonischen
Kriege, grol3e Epidemien von Lause-Fleckfieber (Raoult et al. 2006). Wahrend in
diesen Zeiten vor allem das Epidemische Fleckfieber und das Endemische Fleck-
fieber oder Flecktyphus vorkamen und dementsprechend Lause und Fléhe die
entscheidenden Vektoren fir diese Infektionskrankheiten waren, riicken heutzu-

tage die Zecken als Ubertrager in den Vordergrund.

97
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1.2 Rickettsiosen — Infektion und klinische Symptome

Fur die Ubertragung des Erregers sind zwei verschiedene Infektionswege be-
schrieben. Erstens das ,Einreiben“ der Erreger aus Faeces von Arthropoden
beim Kratzen nach Stichen, welches die Zellinvasion in die Epithelzellen der Haut
ermoglicht. Dort erfolgt die Vermehrung und in der Folge eine weitere Erreger-
ausbreitung im Koérper. Zweitens eine direkte Inokulation von erregerhaltigem
Speichel des Vektors in die Blutbahn und Invasion in kapillare Epithelien an der
Einstichstelle. Zweiteres ist der wahrscheinliche Ubertragungsweg bei Zecken-
stichen (Walker und Ismail 2008).

In Nordamerika und Afrika sowie im Mittelmeerraum sind einige relevant human-
pathogene, von Zecken Ubertragene Rickettsien-Arten endemisch, welche zum
Teil schwere Krankheitsbilder hervorrufen. Als Beispiele sind Rickettsia rickettsii
(Rocky Mountain spotted fever), Rickettsia africae (African tick bite fever) und
Rickettsia conorii (Mittelmeerfleckfieber) zu nennen.

Typische Symptome einer Rickettsieninfektion sind Hautausschlage und Fieber.
In einigen Fallen kann sich bei einer Infektion ein lebensbedrohliches Krankheits-
bild im Sinne eines septischen Schocks entwickeln. An der Einstichstelle zeigt
sich, abhangig von der Rickettsien-Spezies, haufig auch das typische Bild eines
,Eschar®, wie in Abbildung 2 zu sehen. Der Eschar tritt, teilweise auch abhangig
vom Vektor, in typischer Lokalisation, zum Beispiel an der Kopfhaut oder den
Unterschenkeln auf.

Abbildung 2 Eschar (Faccini-Martinez et al. 2014)
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1.3 Diagnostik

Diagnostische Methoden zum Nachweis rickettsialer Erkrankungen werden nur
in wenigen spezialisierten Laboratorien angeboten und beschranken sich in der
Regel auf den serologischen und molekularbiologischen Nachweis. Eine Erreger-
anzucht in vitro gestaltet sich aufgrund der Biologie dieser Erreger schwierig.

1.3.1 Kulturverfahren

Erste Erfolge gelangen in der Vergangenheit bei der Infektion von embryonierten
Huhnereiern (Cox 1938).

Inzwischen ist die Anzucht in Zellkultur mdglich, jedoch spezialisierten Laborato-
rien vorbehalten. Die Techniken werden stetig verfeinert. Insbesondere bei hu-
manen Krankheitsfallen ist die Erregerisolierung und -vermehrung aus Patienten-
material schwierig. Hier sind Biopsien aus dem Eschar oder den Hauteffloreszen-
zen das Material mit den besten Erfolgsaussichten. Entscheidend ist auch eine
Entnahme im frihen Krankheitsstadium und mdglichst vor Beginn einer antibioti-
schen Therapie (Dobler und Wolfel 2009).

1.3.2 PCR-Nachweis

Verschiedene konventionelle PCR-Nachweismethoden wurden tber mehrere
Jahre entwickelt, jedoch ist hier die Sensitivitat fir Patientenproben insgesamt
gering (Portillo et al. 2017). Aufgrund der intrazellularen Vermehrung des Erre-
gers ist ein direkter Nachweis des Erregers aus Blutproben erschwert. Am meis-
ten Erfolg zeigte bisher im Vergleich ein molekularbiologischer Nachweis aus
Hautbiopsien unmittelbar um den Einstich bzw. die Effloreszenz (Brouqui et al.
2004).

Einen schnellen Nachweis von Rickettsien allgemein, auch bei geringerer Erre-
gerdichte, bringt die Real-Time-PCR (Wdlfel et al. 2008; John Stenos et al. 2005).
Zur Differenzierung der jeweiligen Spezies sind jedoch weiterhin aufwendige Me-
thoden notig, unter anderem die Sequenzierung bestimmter Gene von Rickett-
sien (Luce-Fedrow et al. 2015).

1.3.3 Antik6rpernachweise

Serologische Antikérpernachweise sind bei langer Latenz der Immunantwort zum
Stichereignis, oft auch bei bereits bestehenden Symptomen, noch negativ.
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Die Weil-Felix Reaktion war die erste Nachweismethode fiir Rickettsien, ist aber
aufgrund geringer Sensitivitdt und Spezifitdt inzwischen obsolet (Cox und Tadi
2022).

Indirekte Immunfluoreszenz ist eine Nachweistechnik mit hoher Sensitivitat be-
zuglich des Nachweises von Rickettsien (Philip et al. 1976). Bei hoher Kreuzre-
aktivitat innerhalb der jeweiligen Rickettsien-Gruppen kann jedoch die Identifizie-
rung der genauen Rickettsien-Spezies erschwert oder ohne Erfolg sein.

1.4 Krankheitsverlauf und Therapie

In Deutschland gibt es fur die bisher in Zecken nachgewiesenen Rickettsien-Spe-
zies wenig Fallbeschreibungen von akuten Rickettsiosen und keine Dokumenta-
tion von schweren Verlaufen. Es ist jedoch von einer nicht geringen Dunkelziffer
an Erkrankungen auszugehen, da subakute Verlaufe oft nicht diagnostiziert wer-
den (Dobler und Wdlfel 2009).

In Deutschland zeigt sich bei vor Ort erworbenen Rickettsiosen meist ein suba-
kuter, selbstlimitierender Krankheitsverlauf. Risikofaktoren fur einen komplizier-
ten Verlauf bei den hier vorkommenden Rickettsien konnten bisher nicht identifi-
ziert werden. Die unterschiedliche Pathogenitat verschiedener Rickettsien-Spe-
zies ist bisher nur teilweise erforscht. So wurden in den letzten Jahren mehrere
Rickettsien, die bisher als apathogen fir Menschen galten, mit humanen Erkran-
kungsfallen in Verbindung gebracht (Parola et al. 2005).

Entscheidend fur eine erfolgreiche Therapie, gerade bei komplizierten, schweren
Verlaufen mit moglichem letalem Ausgang, ist eine friihzeitige antibiotische The-
rapie mit Tetracyclinen, bevorzugt Doxycyclin. Im einzelnen Erkrankungsfall ist
eine Prognose oft problematisch, da wie zuvor beschrieben, ein konkreter diag-
nostischer Nachweis einer Spezies im friihen Stadium einer Erkrankung oft nicht
maoglich ist.

1.5 Rickettsien der Zeckenstichfieber-Gruppe in Deutschland
und ihre Vektoren

Bisher wurden fir Deutschland das Vorkommen acht verschiedener Rickettsien-
Spezies in Zecken beschrieben. Die Verteilung der Orte, an denen die jeweiligen
Spezies nachgewiesen wurden, ist in der folgenden Grafik (Abbildung 3) darge-
stellt.
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Abbildung 3 Nachweise von Rickettsien in Deutschland

(Rehacek et al. 1977; Simser et al. 2002; Hartelt et al. 2004; Wdlfel et al. 2006;
Pichon et al. 2006; Dautel et al. 2006; Silaghi et al. 2008; Dobler et al. 2009;
Dobler und Wélfel 2009; Pluta et al. 2009; Parola et al. 2009; Franke et al. 2010;
Rieg et al. 2011; Schorn et al. 2011; Silaghi et al. 2011; Hildebrandt et al. 2011;
Wimbauer et al. 2022)

Verschiedenen Zecken-Arten dienen hier als bevorzugte Vektoren. In verschie-
denen Studien wurden zudem unterschiedliche Prévalenzen der Pathogene in
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ihren Vektoren in Deutschland festgestellt. Eine Ubersicht ist in Tabelle 1 zu fin-

den.

Rickettsien-Arten

Vektor

Durchschnittliche Préavalenz

im Vektor in Deutschland

R. helvetica

Ixodes ricinus

3,5% - 44,8%

R. monacensis

Ixodes ricinus

0,6% - 0,77%

Rhipicephalus sanguineus

R. slovaca Dermacentor marginatus
und Dermacentor reticula- 0.75% - 13,3%
tus

R. raoultii Dermacentor reticulatus 21% - 56,7%

R. felis Ctenocephalides felis 9% - 100%
Ixodes ricinus 0,4%

R. massiliae Ixodes ricinus 1,7%

kein Nachweis in Deutschland

R. aeschlimanii

Hyalomma marginatum
(nicht endemisch, einzeln
eingeschleppte Exemplare)

50%

Cand. R. vini

Ixodes aboricola,

Ixodes lividus

bisher keine Daten

Tabelle 1 Rickettsien, ihre Vektoren und Pravalenz im Vektor in Deutschland

(Simser et al. 2002; Hartelt et al. 2004; Wolfel et al. 2006; Pichon et al. 2006;
Dautel et al. 2006; Gilles et al. 2008; Silaghi et al. 2008; Dobler et al. 2009; Dobler
und Wolfel 2009; Pluta et al. 2009; Franke et al. 2010; Schorn et al. 2011; Silaghi
et al. 2011; Hildebrandt et al. 2011; Wimbauer et al. 2022)

1.5.1 Rickettsia helvetica

Rickettsia helvetica wurde in verschiedenen Gebieten in ganz Deutschland mehr-
fach aus Zecken nachgewiesen (Hartelt et al. 2004).
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Bevorzugter Vektor ist Ixodes (I.) ricinus. R. helvetica wurde in Kroatien, Belgien
und den Niederlanden aber auch schon in Dermacentor (D.) reticulatus gefunden
(Dobec et al. 2009; Sprong et al. 2019).

In Schweden und Frankreich gibt es Fallbeschreibungen, bei denen R. helvetica
mit Fieber, Septikdmie, subakuter Meningitis und chronischer Perimyokarditis in
Verbindung gebracht wird (Fournier et al. 2000). Ein Nachweis von R. helvetica
gelang aus dem Liquor einer Patientin mit akuter Meningitis (Nilsson et al. 2010).
In Deutschland sind bisher trotz der weiten Verbreitung in Ixodes-Zecken, der
teilweise sehr hohen Durchseuchung in Zecken (Blazejak et al. 2017) und dem
Nachweis auch in Kleinsaugern (Schex et al. 2011; Fischer et al. 2018), keine
klinischen Féalle in Zusammenhang mit R. helvetica beschrieben worden.

1.5.2 Rickettsia monacensis

Rickettsia monacensis wurde in Deutschland erstmalig in Zecken aus dem Eng-
lischen Garten in Miinchen nachgewiesen (Simser et al. 2002) und der Erreger
2009 erstmalig aus Zecken isoliert (Dobler et al. 2009). Auch diese Spezies
kommt an mehreren Orten in Deutschland nachweislich vor, allerdings ist die
Pravalenz in Ixodes-Zecken in Deutschland fiir diese Art mit 0,7% deutlich gerin-
ger als fur R. helvetica (Silaghi et al. 2008; Franke et al. 2010; Schorn et al. 2011).
In Deutschland wurden bisher keine Erkrankungsfalle beschrieben, die mit R.
monacensis in Verbindung gebracht werden kénnen. In Spanien wurde R. mo-
nacensis bei zwei Patienten mit dem Mittelmeerfleckfieber ahnlichen Symptomen
nachgewiesen (Jado et al. 2007). Hier wurde in einer anderen Studie auch eine
deutlich héhere Pravalenz von R. monacensis in . ricinus von 9,9% nachgewie-
sen (Marquez 2008). Ein ahnlicher Erkrankungsfall wurde auch in Italien be-
schrieben (Madeddu et al. 2012). Auch hier war der Anteil von R. monacensis in
auf Rickettsien positiv getesteten Zecken deutlich héher als in &hnlichen Unter-
suchungen in Deutschland (Morganti et al. 2017). Mdglicherweise kommt diese
Art in Deutschland in zu geringer Zahl vor, um trotz der nachgewiesenen Human-
pathogenitat ein relevantes Erkrankungsrisiko darzustellen.

1.5.3 Rickettsia slovaca

Rickettsia slovaca war 1977 die erste Rickettsien-Spezies, die in Deutschland
aus Zecken nachgewiesen wurde. Der Nachweis erfolgte aus D. marginatus, wel-
che in Suddeutschland gesammelt wurden (Rehéacek et al. 1977). Dies gelang
erneut 2009 aus Zecken, die im Rhein-Main-Gebiet gesammelt wurden (Pluta et
al. 2009). Hier waren 0,75% der in Aschaffenburg gesammelten D. marginatus
mit R. slovaca infiziert. In einer Studie mit Zecken aus dem Saarland, Bayern und
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Sachsen wurde eine Pravalenz von 13% insgesamt in den untersuchten D. mar-
ginatus und reticulatus sowie I. ricinus beschrieben (Silaghi et al. 2011).

R. slovaca ist der Erreger fur das als Tick-borne lymphadenitis (TIBOLA) oder
auch Dermacentor-borne necrosis erythema lymphadenopathy (DEBONEL) be-
kannt gewordene Krankheitsbild. In Spanien wurden einige klinische Falle bei
Menschen Uber mehrere Jahre dokumentiert (Ibarra et al. 2006). Auch in Rhein-
land-Pfalz (Deutschland) wurde 2009 ein Patientenfall beschrieben. R. slovaca
konnte zwar nicht direkt aus Patientenmaterial nachgewiesen werden, jedoch
aus einer Zecke, welche den Patienten 7 Tage vor Auftreten von typischen Symp-
tomen gestochen hatte. Zusatzlich war bei dem Patienten die Serologie fur Ri-
ckettsien der Zeckenbissfieber-Gruppe deutlich positiv, sodass von einer Infek-
tion mit R. slovaca ausgegangen werden kann (Pluta et al. 2009). Ein typischer
Fall mit Eschar im Bereich des Zeckenstiches am Hinterkopf sowie Fieber, Kopf-
schmerz und nuchaler Lymphadenopathie wurde 2011 bei einer Patientin in der
N&ahe von Freiburg beschrieben (Rieg et al. 2011).

1.5.4 Rickettsia raoultii

Rickettsia raoultii wurde 2008 als neue Spezies benannt und hier aus Dermacen-
tor-Zecken in Russland und Frankreich isoliert (Mediannikov et al. 2008). Auch in
Deutschland gab es mehrere Nachweise von R. raoultii aus Zecken in Sachsen,
Sachsen-Anhalt, Brandenburg und Bayern mit Pravalenzen von 23% (Pluta et al.
2009) bis 56,7% (Silaghi et al. 2011) in D. marginatus und reticulatus.

R. raoultii ist ebenfalls ein Erreger der TIBOLA und DEBONEL verursacht, aller-
dings meist mit milderen Verlaufen als bei R. slovaca. Fallbeschreibungen exis-
tieren fur Patienten aus Frankreich mit indirektem Nachweis, hier wurde R. raoul-
tii aus Zecken nachgewiesen, die von erkrankten Patienten stammten, nicht je-
doch aus Patientenmaterial (Parola et al. 2009). In Deutschland existiert wiede-
rum keine Fallbeschreibung fir eine Rickettsiose verursacht durch R. raoultii,
trotz der hohen Pravalenz in Dermacentor-Zecken. Da in der Vergangenheit
diese Zecken in Deutschland wenig verbreitet waren und selten Menschen befal-
len, konnte eine Ubertragung von R. raoultii bisher sehr selten gewesen und re-
sultierende Erkrankungen nicht erkannt worden sein. Mdglicherweise ist nordlich
der Alpen auch eine gering pathogene oder auch apathogene Variante von R.
raoultii endemisch. Mit der seit einigen Jahren zunehmenden Verbreitung von
Dermacentor-Zecken in Europa und auch in Deutschland kdnnte diese Rickett-
sien-Art zukinftig jedoch mdglicherweise eine beachtenswerte Rolle als Human-
pathogen einnehmen (Drehmann et al. 2020).
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1.5.5 Rickettsia felis

Rickettsia felis wurde zuerst aus Flohen isoliert und nutzt diese als primaren Vek-
tor (Gilles et al. 2008). In diesem Vektor sind sie weltweit zu finden.

In Japan und Brasilien wurde sie aus verschiedenen Zecken nachgewiesen (Pé-
rez-Osorio et al. 2008). In Deutschland wurde R. felis ebenfalls aus Ixodes ricinus
nachgewiesen (Dobler und Wolfel 2009).

R. felis verursacht ein Fleckfieber mit makulopapuldosen Exanthem. Fallbeschrei-
bungen fir Erkrankungen von Menschen sind bisher nur in Zusammenhang mit
Flohstichen, jedoch nicht mit Zecken beschrieben (Brouqui et al. 2007). Bei zwei
Patienten aus Dusseldorf, bei welchen eine Erkrankung mit R. felis nachgewie-
sen wurde, kdnnte moglicherweise auch ein Zeckenstich als Ursache diskutiert
werden, wahrscheinlicher ist hier jedoch wiederum ein Flohstich (Richter et al.
2002).

1.5.6 Rickettsia aeschlimannii

Rickettsia aeschlimannii wurde erstmals 1997 aus Hyalomma marginatus in Ma-
rokko nachgewiesen (Beati et al. 1997). Seitdem gab es mehrere Nachweise vor
allem in Stdeuropa und Nordafrika (Parola et al. 2005). Die Pravalenz von R.
aeschlimannii in verschiedenen Hyalomma-Spezies wurde in verschiedenen Un-
tersuchungen mit 8,5% - 9,2% in Nordafrika (Djerbouh et al. 2012; Selmi et al.
2020) und 7,48% - 19,46% in Spanien (Fernandez-Soto et al. 2009) angegeben.

2011 wurde der erstmalige Nachweis von R. aeschlimannii in einer Hyalomma-
Zecke beschrieben, welche von einem in Deutschland gefangenen Vogel abge-
sammelt wurde (Rumer et al. 2011). Bisher kommen Hyalomma-Zecken in
Deutschland nur als Reiseimporte vor, die Einschleppung durch Zugvogel ist je-
doch ein weiterer Faktor, wie diese Art nach Deutschland gelangen kann. Saiso-
nal konnen bei gunstigen Klimabedingungen diese Zecken dann auch vor Ort
Uberleben und sind damit potentieller Vektor von R. aeschlimannii in Deutsch-
land. Von 35 im Jahr 2018 in Deutschland gesammelten Hyalomma-Zecken tru-
gen in einer Studie 50% der Zecken R. aeschlimannii (Chitimia-Dobler et al.
2019). R. aeschlimannii verursacht eine Rickettsiose ahnlich dem Mittelmeer-
fleckfieber, meistens mit Escharbildung an der Stelle des Zeckenstiches. Der
erste Patientenfall wurde in Frankreich bei einem Reisenden aus Marokko be-
schrieben (Raoult et al. 2002). In Deutschland existiert eine Fallbeschreibung aus
dem Jahr 2019 fur eine Erkrankung von einem Pferdehalter aus dem Raum Sie-
gen (Nordrhein- Westfalen), welcher einen Stich von einer Hyalomma-Zecke erlitt
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und folgend typische Symptome fiir ein Zecken-Fleckfieber zeigte. R. aeschlima-
nii konnte hier aus der Zecke, jedoch nicht aus Patientenmaterial nachgewiesen
werden (Spiegel 2019).

1.5.7 Rickettsia massiliae

Rickettsia massiliae wurde in acht europaischen Landern aus verschiedenen Ri-
picephalus-Spezies und I. ricinus nachgewiesen (Parola et al. 2013). In Sud-
deutschland wurde 2004 einmalig eine R. massiliae &hnliche Rickettsien-Art aus
. ricinus nachgewiesen.

R. massiliae verursacht ein Krankheitsbild ahnlich dem Mittelmeerfleckfieber, das
von R. conorii verursacht wird. Es gibt dazu Fallbeschreibungen aus Italien (Pa-
rola et al. 2005; Vitale et al. 2006). In Deutschland wurde noch kein Fall beschrie-
ben, der als vor Ort erworben zu bewerten ist.

1.5.8 Candidatus Rickettsia vini

Candidatus (Cand.) Rickettsia vini wurde aus 2017 und 2018 von V6geln in Hes-
sen gesammelten Ixodes-Zecken nachgewiesen (Wimbauer et al. 2022). Diese
Spezies wurde in Europa mehrfach in Ixodes aboricola-Zecken nachgewiesen
(Novakova et al. 2015). Diese Zecke beféllt bevorzugt Végel. Eine mogliche Pa-
thogenitat von Cand. R. vini ist bisher nicht bekannt. Allerdings ist dieser Nach-
weis ein wichtiger Baustein im Verstandnis der Ausbreitung von Rickettsien in
Europa, da Zugvogel eine Rolle als Vehikel fur infizierte Zecken spielen kdnnten.

1.5.9 Gesamtpravalenz von Rickettsien und Co-Infektionen

Neben den beschriebenen einzelnen spezifischen Nachweisen von Rickettsien
aus Zecken in Deutschland wurden Pravalenzen von Rickettsien in Zecken ohne
weitere Artspezifizierung von bis zu 52,5% beschrieben. Diese variieren zum Teil
stark anhangig von Ort und Jahreszeit zu der die Zecken gesammelt wurden
(May und Strube 2014).

Auch Co-Infektionen einer Zecke sowohl mit mehreren Rickettsien-Spezies als
auch mit anderen humanpathogenen Erregern wie Babesien, Anaplasmen
(Schorn et al. 2011) und Borrelien (Pichon et al. 2006) wurden beschrieben. Dies
erhoht die Anzahl der méglichen Differentialdiagnosen bei Erkrankung nach Ze-
ckenstich und macht eine differenzierte Diagnostik noch wichtiger.
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1.6 Seropravalenzen

Untersuchungen zur Seropravalenz von Antikérpern gegen Rickettsien bei Men-
schen und Tieren in Deutschland zeigten mehrfach positive Ergebnisse. Die Dif-
ferenzierung zwischen den Arten ist hier jedoch schwierig, da eine hohe Kreuz-
reaktivitat vorhanden ist.

Es konnte gezeigt werden, dass in Risikogruppen fur Zeckenstiche wie Jagern
und Forstarbeitern bis zu 55% der untersuchten Probanden Antikorper gegen Ri-
ckettsien ausgebildet hatten, auch wenn sie nicht erinnerlich oder bewusst nach
Zeckenstichen erkrankt waren (Jansen et al. 2008; Wolfel et al. 2017). Zudem
wurden entsprechende Antikdrper auch bei Hunden (Wéchter et al. 2015) und
Kleinsdugern (Schex et al. 2011) aus Deutschland nachgewiesen. Diese Sero-
pravalenzen sind ein deutlicher Hinweis auf ein relevantes Risiko fir eine Erkran-
kung bei wahrscheinlichem Kontakt mit dem Erreger, insbesondere fur Gruppen
mit hohem Risiko fur Zeckenstiche. Zudem wird hier deutlich, dass Rickettsiosen,
gerade bei milden Verlaufen, vermutlich haufig nicht diagnostiziert werden.

Es liegen insgesamt wenige Daten zu Vorkommen, Verbreitung und insbeson-
dere Klinischer Signifikanz der einzelnen Rickettsien-Arten in Deutschland vor.
Weitere Untersuchungen sind also nétig, um das Wissen Uber Rickettsien und
Rickettsiosen in Deutschland zu vervollstandigen.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Bisher existieren in Deutschland nur sehr begrenzt Daten zum Vorkommen von
Rickettsien. Rickettsienisolate fur weitergehende molekularbiologische und pha-
notypische Untersuchungen sind bisher tberhaupt nicht verfigbar. Ziel der vor-
liegenden Arbeit war daher:

1. Die Gewinnung von Daten zum Vorkommen von Rickettsien aus einer bisher
nicht untersuchten Region in Stdost-Bayern zur Ergdnzung der bisherigen Daten
in Bezug auf Vorkommen von Rickettsien in Deutschland.

2. Die Klarung des Vorkommens, der Haufigkeit und der Diversitéat von Rickett-
sien der Zeckenstichfieber-Gruppe insgesamt in dieser Region.

3. Die Verbesserung der Fahigkeiten zur Detektion und Erregerisolation.

4. Die kulturelle Gewinnung von neuen Rickettsienisolaten aus Deutschland und
aus dieser Region fur weitere molekularbiologische Untersuchungen.

5. Die Klarung des Vorkommens einer einmalig im Jahr 2004 gefundenen Ri-
ckettsien-Spezies mit Ahnlichkeit zu R. massiliae.
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahl der Standorte

Als Ort der Untersuchung wurde der Raum um Stitzing im Landkreis Muhldorf
am Inn gewahlt. In einer hier von einer Katze abgesammelten |. ricinus-Zecke
war eine Rickettsie nachgewiesen worden, welche genetisch als R. massiliae
identifiziert wurde. Hieraus ergab sich als eine der Fragestellungen, ob diese,
ansonsten nur im Mittelmeerraum vorkommende und von Zecken der Gattung
Rhipicephalus Ubertragene Rickettsie autochton in diesem Gebiet zirkulieren
kénnte. Rund um diesen Ort wurden daher vier Waldgebiete, die als zeckenglins-
tige Habitate identifiziert wurden (Laub- oder Mischwalder mit bodennaher Vege-
tation und reichlich Laubstreu, in denen sich sowohl Larven und Nymphen als
auch adulte, wirtssuchende Zecken bevorzugt aufhalten) in der unmittelbaren
Umgebung und ein weiteres in naherem Umkreis, nach Zugéanglichkeit und Eig-
nung zur Beprobung ausgewahlt. Die Lage der Sammelgebiete ist in Abbildung
4 dargestellt, die genauen Standortkoordinaten kénnen aus Tabelle 2 enthom-
men werden. In Abbildung 5 ist beispielhaft am Standort Hohenbuchbach die Be-
schaffenheit der Sammelorte zu sehen.

Abbildung 4 Lage der Standorte

* Sammelort der 2004 gefundenen Rickettsien-Spezies mit Ahnlichkeit zu R. massiliae

@ Sammelorte 1 bis 6, Ortsnamen siehe Tabelle 2
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Sammelorte Sammeldatum Koordinaten
1. Oberabing 02.07.2013 48.317736,12.539041
2. Stitzing 1 10.07.2013 48.315025,12.537324
3. Hacken 10.07.2013 48.314882,12.525351
4. Stitzing 2 04/06 2013 48.316024,12.53372
5. Hohenbuchbach 08.10.2016 48.314283,12.574317
6. Penning 16.09.2013 48.302737,12.529389

Tabelle 2 Standortkoordinaten

Abbildung 5 Standort Hohenbuchbach

2.2 Zecken sammeln

Im Zeitraum von April 2013 bis Oktober 2013 wurden die beschriebenen Wald-
gebiete unter Anwendung geeigneter Ausrustung zum Schutz vor Zeckenstichen
(hohe und feste Schuhe, ein Schutzanzug zum Einmalgebrauch, Abklebung der
Verbindungstellen mit Klebeband, s. Abb. 6) mittels ,Flagging“ beprobt. Die Ze-
cken wurden mittels Zeckenfahnen (2 m? groRe Baumwolltiicher) von der Vege-
tation abgestreift (dies wird als Flagging bezeichnet), danach mit Federstahlpin-
zetten vorsichtig abgesammelt und in ein 50 ml Probegefal3 verbracht (siehe Ab-
bildung 7). Zusatzlich wurden jeweils drei Grashalme vom Standort mit in den
Behalter gelegt, um ein Austrocknen der Zecken wahrend des Transports und
der Lagerung zu verhindern. Die Lagerung der Zecken erfolgte bis zur weiteren
Verarbeitung (maximal 5 Tage) bei 4 - 8°C in einem Laborkihlschrank.
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Abbildung 6 Zeckenfahne und Schutzausristung

Abbildung 7 Absammeln von der Zeckenfahne

2.3 Laboruntersuchungen

Die Zecken wurden im Labor mit einem Mikroskop morphologisch bestimmt und
nach Entwicklungsstadium sowie Geschlecht sortiert. Mannchen und Weibchen
sowie Nymphen bis Probe 531 wurden einzeln bearbeitet, ab Probe 531 wurden
Nymphen und Larven in Pools zu maximal drei Tieren zusammengefasst. Zur
spateren Homogenisierung wurden sie mit 1000 pl Gibco Minimal Essential Me-
dium (Invitrogen) ohne Zusatze in Lysing Matrix A Tubes (MP Biomedical) ver-
bracht. Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Zecken in diesen Gefal3en bei
-80°C gelagert.
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2.3.1 Gewebehomogenisation

Die Zecken wurden homogenisiert und die Nukleinsduren extrahiert. Es erfolgte
danach eine sofortige PCR. In der Zwischenzeit wurden die Zeckenhomogenate
bei 4°C gelagert. Nach dem PCR-Ergebnis wurden die positiven Zeckenhomo-
genate sofort in Zellkultur inokuliert. Dieses Prozedere war wichtig, da herausge-
funden wurde, dass ein zwischenzeitliches Einfrieren der Homogenate zum Ab-
sterben der Rickettsien fuhrt. Zur Homogenisierung wurde das FastPrep24 In-
strument (MP Biomedical) verwendet. Mittels der eine Keramikkugel und Sand
enthaltenden Lysing Matrix A Tubes wurden alle Proben zweimal im halbgefro-
renen Zustand bei 6 m/s fur 30 s homogenisiert. Dabei wurden durch die enthal-
tene Matrix die Zecken zerkleinert und das Gewebe gleichméaflig im Medium ho-
mogenisiert. Danach wurden die Probengefalie fir 5 min bei 5000 rpm (Heraeus
Biofuge pico) zentrifugiert um Sand und Homogenatiberstand zu trennen. Die
Proben wurden mittels Lagerung auf Eis vor und zwischen den Arbeitsschritten
vor Uberwarmung geschiitzt. 200 pl des Homogenatiiberstands wurden sofort
der weiteren Verarbeitung zugeftihrt, der verbleibende Anteil wurde bis zum Vor-
liegen der PCR-Ergebnisse im Laborkihlschrank bei 4 - 8°C gelagert.

2.3.2 Nukleinsaureextraktion

200 pl Homogenatiberstand pro Probe wurden in die Reaktionsplatten des
Magna Pure LC-Instruments (Roche) pipettiert, in die zuvor pro Vertiefung 200 pl
Lysepuffer aus dem Total-NA-Isolation Kit vorgelegt wurden. Wahrend der Lyse-
zeit von 10 min wurde der MagnaPure nach Herstellervorgaben, inklusive der
Chemikalien des zugehdrigen Kits, in der vorgegebenen Menge, vorbereitet. An-
schlieBend wurde die Extraktion der Nukleinsduren mittels des Total NA exter-
nal_lysis Protokoll gestartet. Hierbei werden die Zellen durch den Lysepuffer zer-
stort und durch einen Proteinverdau mit Proteinase K die Nukleinsduren freige-
setzt. Aufgrund ihrer Ladung binden diese an die, im nachsten Schritt zugefugten,
magnetischen Partikel. Der gebildete Komplex wird mittels eines Magneten aus
der L6sung entfernt und in mehreren Waschschritten verbleibende Zellreste ent-
fernt. Im letzten Schritt werden die Nukleinsduren von den Partikeln getrennt und
ausgewaschen. Auf diese Weise wurden 50 ul Eluat gewonnen, das in zwei Ali-
guots von 25 pl aufgeteilt wurde. Ein Aliqguot wurde als Rtickstellprobe bei -20°C
gelagert, das zweite Aliquot sofort fir die molekularbiologische Analyse verwen-
det.
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2.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.3.3.1 Konventionelle Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur exponentiellen Vervielfaltigung von definierten
DNA-Abschnitten in vitro. Sie findet im Wesentlichen in drei Schritten statt, die
mehrfach wiederholt werden. Im ersten Schritt wird bei hohen Temperaturen
durch thermische Denaturierung die doppelstrangige DNA in Einzelstrdnge ge-
teilt. Danach binden im sogenannten Annealing-Schritt die Primer an die durch
die Oligonukleotidsequenz vorgegebenen Stellen auf den separierten Strangen.
Dafir sind fur jedes Primerpaar bestimmte Temperaturen (Annealing-Tempera-
turen) notwendig, um eine optimale Bindung zu erreichen. Die Elongation stellt
den letzten Schritt dar. Hierbei wird durch eine DNA-Polymerase, ausgehend von
den Primern, ein neuer DNA-Strang synthetisiert, bis dieser Vorgang durch die
erneute Denaturierung unterbrochen wird. Die Leserichtung der Polymerase ist
dabei immer vom 3° zum 5° Ende. Daher entstehen ab dem zweiten Zyklus die
gewulnschten DNA-Fragmente, die jeweils von den Primern begrenzt werden. In
der vorliegenden Arbeit wurde sowohl die konventionelle PCR, als auch die Me-
thode der Real-Time-PCR verwendet.

Fur die Anzahl der PCR-Analysen wurden zunachst die Volumina aller notwendi-
gen Komponenten nach einem festgelegten Protokoll berechnet und zu einem
ein Mastermix zusammen pipettiert. Anschliel3end erfolgte die Aufteilung in die
ReaktionsgefalRe und die Zugabe der jeweiligen Nukleinsduren aus den Proben,
beziehungsweise Probenpools. Als Positivkontrolle dienten fur alle durchgefiihr-
ten Reaktionen aufgereinigte Nukleinsduren des Eigenisolats von R. helvetica
AS819, als Negativkontrolle wurde nukleasefreies PCR-Wasser verwendet.

2.3.3.2 Real-Time-Polymerasekettenreaktion (Real-Time-PCR)

Die Real-Time-PCR arbeitet ebenfalls nach dem fir die konventionelle PCR be-
schriebenen Prinzip zur Vervielfaltigung von DNA. Zusétzlich kann hier jedoch
die Menge der synthetisierten DNA nach jedem Zyklus durch ein gleichzeitig ge-
messenes Fluoreszenzsignal quantifiziert werden. Es stehen verschiedene Tech-
niken zur Erzeugung dieses Signals zu Verfugung. Mit dieser Methode kbénnen
mit kleineren Probevolumina gleichwertige Ergebnisse wie in der konventionellen
PCR erzielt werden. Gleichzeitig ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine Kontamina-
tion bei dieser Methode deutlich geringer.



2 Material und Methoden 28

2.3.3.3 TagMan-Sonden

Die hier angewandten Real-Time-PCRs arbeiten mit sogenannten TagMan-Son-
den. Die Sonden bestehen aus einem zur Zielsequenz komplementaren Oligo-
nukleotid, mit einem Fluorophor am 5° Ende und einem Quencher-Molekll am 3°
Ende, das die Fluoreszenz unterdriickt. Trifft die Tag-Polymerase in der Elonga-
tion auf das 5 Ende der angelagerten Sonde, wird durch ihre Exonukleaseaktivi-
tat das Fluorophor freigesetzt und entfernt sich somit vom Quencher. Bei Anre-
gung mit Licht wird nun und in allen folgenden Zyklen ein Fluoreszenzsignal frei-
gesetzt. Als positiv werden Proben mit einem sigmoidalen Verlauf (exponentieller
Anstieg) und Uberschreitung eines Schwellenwerts (threshold) gewertet.

Dies wird in dieser Arbeit Uber den CT-Wert beschrieben. CT steht fur cycle-
threshold und beschreibt den Teil der Fluoreszenzkurve und den Zeitpunkt (Zyk-
lus), in dem das Signal erstmalig die Hintergrundfluoreszenz tberschreitet und
ein exponentieller Anstieg der Kurve beginnt. Vergleicht man die CT-Werte
zweier Proben, so kann man rtckfolgern, in welcher zu Anfang mehr DNA vor-
handen war, da besagter Schwellenwert schneller erreicht wird. Je niedriger also
der CT- Wert, desto mehr Material war vor der Amplifikation in der Probe vorhan-
den, wenn die verglichenen Amplifikationen mit der gleichen Effektivitat stattge-
funden haben. Der Unterschied der CT-Werte zwischen zwei verglichenen Pro-
ben wird im Folgenden als Delta-CT bezeichnet, also der Unterschied, in wel-
chem Zyklus die Kurve exponentiell ansteigt. Ein Beispiel ist in Abbildung 8 zu
sehen.

Abbildung 8 Beispiel Grafik Real-Time-PCR und CT-Werte
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2.3.3.4 Pan-Rickettsia-Real-Time-PCR

Alle Proben wurden zunachst mittels einer hochsensitiven Pan-Rickettsia-Real-
Time-PCR (Wé¢lfel et al. 2008) an einem LightCycler 1.5 Instrument (Roche) auf
Rickettsien DNA gescreent. Die Sequenzen der verwendeten Primer und der
Sonde sind Tabelle 3 zu enthehmen. Die Zusammensetzung des Mastermixes
fur diese PCR ist in Tabelle 4 dargestellt. Tabelle 5 zeigt das verwendete Tem-
peraturprofil sowie die Anzahl der Zyklen.

Gen Primer/ Sonde Oligonucleotidsequenz Anzahl Basen-
paare
gltA PanRick_gItA 2 for 5'-ATAGGACAACCGTTTATTT-3' 19-mer
gltA PanRick_gItA 2 rev 5'-CAAACATCATATGCAGAAA-3' 19-mer
gltA PanRick_gItA_2_taq: 6FAM-CCTGATAATTCGTTAGATTTTA- | 25-mer
CCG--TMR
Tabelle 3 Pan-Rickettsia PCR (Wdlfel et al. 2008)
Reagenz Konzentration Endkonzentration ul/ Reaktion
Gebrauchslésung
LC DNA Master Hy- 10x 1x 2
bridization Probes
PCR-Wasser 8,5
PanRick glta2 for (for- | 10 pumol/l 0,5 umol/l 1
ward Primer)
PanRick glta2 rev (re- 10 pmol/l 0,5 pmol/l 1
verse Primer)
Pan Rick glta2 taq 20 pmol/l 0,2 pmol/I 0,2
UGD Mix 100 U /50 ul 05U 0,25
MgCl 25 mmol/l 4 mmol/l 2,4
Gesamtvolumen 15
Mastermix
Tabelle 4 Mastermixprotokoll Pan-Rickettsia PCR
Parameter | Temperatur | Zyklen | Zeit Slope Acquisition Analysis Mode
(°C) (°Cls) Mode
UuGD 40 1 00:10:00 | 20,0 none none
Schritt
Activation 95 1 00:10:00 | 20,0 none none
Amplifica- | 95 45 00:00:20 | 20,0 none Quantification
tion 55 00:00:20 | 20,0 none
72 00:00:30 | 20,0 single
Cooling 40 1 00:00:30 | 20,0 none none

Tabelle 5 Thermoprofil Pan-Rickettsia PCR
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Die in der oben genannten Pan-Rickettsia PCR positiven Proben wurden zur wei-
teren Differenzierung der vorliegenden Rickettsien-Spezies mit einer Rickettsia
helvetica spezifischen Real-Time-PCR mittels LightCycler 1.5 untersucht. Die
Sequenzen der verwendeten Primer und der Sonde hierfur sind in Tabelle 6 dar-
gestellt. Die Zusammensetzung des Mastermix PCR ist in Tabelle 7 dargestellt.
Tabelle 8 zeigt das verwendete Temperaturprofil sowie die Anzahl der Zyklen.

Gen | Primer/ | Oligonukleotidsequenz Anzahl Ba-
Sonde senpaare

23S Rick 5°- gggATgggATCgTgTgTTTCAC 22-mer
23s rev

23S Rick 5°- gATAggTCgggTgTggAAgCAC 22-mer
23s for

23S R helv | 5- 6FAM-AAggAgACACggAACACAgAACCOTAgCgTACACT-- | 35-mer
P2 TMR

Tabelle 6 Rickettsia helvetica spezifische PCR (Wimbauer et al. 2022)

Reagenz Konzentration Endkonzentration pl/ Reaktion
Gebrauchsldsung

LC DNA Master Hy- 10x 1x 2

bridization Probes

PCR-Wasser 7,8

Rick 23s for (forward 10 pmol/l 0,5 umol/l 1

Primer)

Rick 23s rev (revers 10 pmol/l 0,5 umol/l 1

Primer)

P helvp2 taq 20 pmol/l 0,2 pmol/I 0,2

MgCl 25 mmol/l 5 mmol/l 3,0

Gesamtvolumen MM 15

Tabelle 7 Mastermixprotokoll Rickettsia helvetica spezifische PCR

Parameter Temperatur | Zyklen | Zeit Slope Acquisition Analysis Mode
(°C) (°Cls) Mode

Activation 95 1 00:10:00 | 20,0 none none

Amplification | 95 2 00:00:20 | 20,0 none Quantification
64 00:00:20 | 20,0 none
72 00:00:30 | 20,0 single

Amplification | 95 2 00:00:20 | 20,0 none Quantification
63 00:00:20 | 20,0 none
72 00:00:30 ] 20,0 single
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Amplification | 95 2 00:00:20 | 20,0 none Quantification
62 00:00:20 | 20,0 none
72 00:00:30 | 20,0 single

Amplification | 95 2 00:00:20 | 20,0 none Quantification
61 00:00:20 | 20,0 none
72 00:00:30 | 20,0 single

Amplification | 95 2 00:00:20 | 20,0 none Quantification
60 00:00:20 | 20,0 none
72 00:00:30 | 20,0 single

Amplification | 95 45 00:00:20 | 20,0 none Quantification
58 00:00:20 | 20,0 none
72 00:00:30 | 20,0 single

Cooling 40 1 00:00:30 | 20,0 none none

Tabelle 8 Thermoprofil Rickettsia helvetica spezifische PCR (Touch down Protokoll)

2.3.4 Multi Locus Sequence Typing

Zusatzlich wurde von allen positiven Proben ein Multi Locus Sequence Typing
(MLST) mittels konventioneller PCR der Targets 16S rDNA, 23S-5S intergenic
spacer des partiellen ompB Gens (Roux und Raoult 2000) und des partiellen
OmpA-Gens (I+1V) (Fournier et.al.1998) durchgefihrt. Die Sequenzen der hierfir
verwendeten Primer fir die jeweiligen Gene sind Tabelle 9 zu entnehmen. Ta-
belle 10 zeigt exemplarisch fur 18 Reaktionen die Zusammensetzung des Mas-
termixes flr die konventionelle PCR des MLST. Die Tabellen 11 - 14 zeigen die

Thermoprofile und die Anzahl der Zyklen einzeln fur die jeweiligen Genorte.

Gen (partiell) Primer/ Sonde (Sequenz) ProduktgréRe | Autor
(Basenpaare)
16S rDNA Ric: 757 Nilsson et al.
1997
5-TCTAGAACGAACGCTATCGGTAT-3
RicRt:
5-TTTCATCGTTTAACGGCGTGGACT-3'
ompA RR-70: 632 Fournier et al.
| 5-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3' 1998
cRR-701:
5-GTTCCGTTAATGGCAGCATCT-3
ompA RR-5125 889 Fournier et al.
W, 5.gCGGTTACTTTAGCCAAAGG-3' 1998
cRR-6013:
5-TCTTCTGCGTTGCATTACCG-3'
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Rick 23s rev
5 - GGGATGGGATCGTGTGTTTCAC-3'

ompB 120-2788: 811 Roux und Ra-
5- AMACAATAATCAAGGTACTGT-3 oult 2000
120-3599:
5-TACTTCCGGTTACAGCAAAGT-3'

23S-5S Rick 23s for 300-550 (Spe- | (Chitimia-

intergenic spacer zies-abhangig) | Dobler et al.
5- GATAGGTCGGGTGTGGAAGCAC-3' 2018)

Tabelle 9 Ubersicht Genorte MLST

Reagenz ul/ Reak- | Volumen fir 18 Reaktio- | Endkonzentration
tion nen

PCR-Wasser 29,8 536,4

dNTP Mix 10mM 1 18 0,2 mmol/l

PrimerRR 2,5 45 0,5 pumol/l

PrimercRR 2,5 45 0,5 umol/l

Taq DNA Polymerase | 0,2 (0,3) | 3,6 (5,4) 1,5 U/50 pl

PCR-Puffer 5 90

MgSO4 41251272 4/2,5/2 mmol/l

Gesamtvolumen MM 50 900

Tabelle 10 Mastermixprotokoll fiir 18 Reaktionen konv PCR MLST

Parameter Temperatur Zyklen Zeit
(°C)

Denaturierung 95 1 00:02:00
Denaturierung 95 2 00:00:30
Annealing Gradi- | 60 00:00:30
ent 68 00:00:60
Elongation

Denaturierung 95 2 00:00:30
Annealing Gradi- | 58 00:00:30
ent 68 00:00:60
Elongation

Denaturierung 95 2 00:00:30
Annealing Gradi- | 56 00:00:30
ent 68 00:00:60
Elongation

Denaturierung 95 2 00:00:30
Annealing Gradi- | 54 00:00:30
ent 68 00:00:60
Elongation

Denaturierung 95 2 00:00:30
Annealing Gradi- | 52 00:00:30
ent 68 00:00:60
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Elongation

Denaturierung 95 00:00:30
Annealing Gradi- | 50 35 00:00:30
ent 68 00:00:60
Elongation

Halten bei 68 - 00:10:00
Halten bei 12 - 00:00:00

Tabelle 11 Thermoprofil konventionelle PCR MLST OmpB

Parameter Temperatur (°C) | Zyklen | Zeit

Denaturierung 95 1 00:03:00

Denaturierung 95 00:00:20

Annealing 52(Fragment I) 45 00:00:30
62,4 (Fragment 00:00:30
V)

Elongation 00:00:60
68

Halten bei 68 - 00:07:00

Halten bei 12 - -

Tabelle 12 Thermoprofil konventionelle PCR MLST OmpA | und IV

Parameter Temperatur (°C) | Zyklen | Zeit
Denaturierung 95 1 00:03:00
Denaturierung 94 00:00:30
Annealing 63 35 00:00:30
Elongation 68 00:02:00
Halten bei 68 - 00:07:00
Halten bei 12 - -

Tabelle 13 Thermoprofil konventionelle PCR MLST 16S rDNA

Parameter Temperatur (°C) | Zyklen | Zeit
Denaturierung 95 1 00:03:00
Denaturierung 95 00:00:20
Annealing 57 45 00:00:30
Elongation 68 00:00:60
Halten bei 68 - 00:10:00
Halten bei 12 - -

Tabelle 14 Thermoprofil konventionelle PCR MLST 5S-23S

2.3.5 Gelelektrophorese

Die Produkte der konventionellen PCRs wurden in einem 1,5%igen Agarose-Gel
getrennt. Dieses wurde zuvor aus 1,5 g Agarose gelést, in 100 ml 1x TAE-Puffer
und 5 pl GelRed hergestellt, fur 1,5 min in der Mikrowelle erhitzt und anschlie-
Rend zum Auskihlen in entsprechende Formen gegossen. Von jeder Probe wur-
den 5 pl mit 1 pl Ladepuffer gemischt und in die mittels eines Kammes herge-
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stellten Taschen einpipettiert. Zusatzlich wurden 5 pl von einem Molekularge-
wichtsmarker (100 Basenpaare) verwendet. Bei einer Spannung von 75 V wurde
die Elektrophorese fir 40 min durchgefiihrt und anschlie3end mit einer Kamera
unter UV-Licht dokumentiert.

2.3.6 Aufreinigung des PCR-Produkts

Aus dem PCR-Produkt der im Gel positiven Proben wurde mittels QIAQuick PCR
Purification Kit nach Angaben des Herstellers die DNA manuell isoliert.

2.3.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach dem Sanger-Verfahren durch einen externen
Vertragsnehmer (GATC Biotech AG) durchgeflihrt. Bei diesem Verfahren werden
DNA-Einzelstrangfragmente synthetisiert, die sich jeweils nur um ein Basenpaar
unterscheiden. Beginnend an einer bekannten Sequenz, startet die Synthese von
einem radioaktiv markierten Primer aus. Durch den zufélligen Einbau eines mo-
difizierten Didesoxyribonukleosid-Triphosphats (ddNTP), entsteht ein Kettenab-
bruch an verschiedenen Stellen. Dies wird in vier verschiedenen parallelen An-
satzen mit modifizierten ddNTPs fiir Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin durch-
gefuhrt. Nach Auftrennung der entstandenen, unterschiedlich grof3en Einzel-
strang-Fragmenten aller vier Ansatze parallel durch eine Gelelektrophorese kann
das Ergebnis aufgrund der radioaktiven Markierung auf einem Rontgenfilm sicht-
bar gemacht werden. Beginnend vom kirzesten Molekdl hin zum langsten kann
nun die Basen-Sequenz abgelesen werden (Sanger und Coulson 1975). Diese
Methode wurde bis heute stetig weiterentwickelt. Anstatt der radioaktiven Mar-
kierung werden nun die ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert; die Auswertung erfolgt Gber eine Kapillarelektrophorese, sodass die
Methode weniger Arbeitsschritte erfordert und automatisiert durchgefiihrt werden
kann (Stranneheim und Lundeberg 2012).

2.3.8 Phylogenetische Analyse

Die gewonnenen Sequenzen wurden mit den Programmen BioEdit 7.2.5 (Hall
1999) und MEGA 7.0 (Tamura und Nei 1993; Kumar et al. 2016) ausgewertet.
Die phylogenetische Verwandschaft wurde nach Ermittlung der hdchsten Wabhr-
scheinlichkeit mit der Maximum Likelihood Methode basierend auf dem
Tamura-Nei Modell abgeleitet. In den Abbildungen 10 - 14 werden die plausi-
belsten Stammb&aume, basierend auf den in dieser Arbeit gefundenen Sequenz-
daten gezeigt. Die Prozentzahl der Stammbaume, bei denen die Sequenzen ein
identisches Cluster gebildet haben, wird jeweils an den Abzweigungen als Zahl
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dargestellt. Die Lange der jeweiligen Abzweigung stellt die Anzahl der Basen-
substitutionen in der untersuchten Zielsequenz dar.

2.3.9 Zellkultur Rickettsien

Bei allen positiven Proben, die einen CT-Wert <35 in der Screening-PCR aufwie-
sen, erfolgte ein kultureller Anzuchtversuch in epithelialen Nierenzellen der gri-
nen Meerkatze, Vero E6 Zellen (Vero C1008, European Cell Culture Collection).

Der Anzuchtversuch erfolgte parallel in kleinen Zellkulturflaschen mit 25 cm? Fla-
che (T25) und Shell Vials (SV). SV sind 4 ml Schraubréhrchengefalie, in die ein
Deckglaschen eingelegt ist, auf denen der Zellrasen angezlchtet wird.

Die Zellen wurden am Vortag in einem Verhaltnis von 1:2 eingesat und mit Mini-
mal Essential Medium (MEM) + 1x Non Essential Amino Acids (NEAA) + 5% Fe-
tales Kalberserum (FKS) Uber Nacht bei 37°C inkubiert, um einen fur die Infektion
optimalen, 80-90% dichten Zellrasen zu erhalten. Das Vorliegen der gewtinsch-
ten Zelldichte und der Zellvitalitat in allen T25 und SV wurde lichtmikroskopisch
vor der weiteren Bearbeitung verifiziert. Vor der Infektion wurden Zellen mit zu-
satzfreiem MEM gewaschen. Zur Infektion wurde das Zecken-Homogenat 1:5
verdunnt. Je Probe wurden ein SV mit 200 pl und eine T25 mit 500 pl dieser
Verdinnung, sowie eine Handling-Kontrolle mit 500 pl zusatzfreiem und erreger-
freiem MEM inokuliert. Nach der Zugabe des Inokulats wurden die SV bei
800 x g fur eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, die Flaschen eine
Stunde bei 32°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde das Infektions-
medium wieder abgenommen, die Zellen mit Anzuchtmedium (MEM + 1x NEAA
+ 3% FKS+ 1x Antibiotikum/Antimykotikum) gewaschen und anschlieRend die
T25 mit 5 ml, die SV mit 1,5 ml frischem Anzuchtmedium aufgefillt. Vom Zellkul-
turiberstand wurden je T25/SV 200 pl fir einen Nullwert der Anzuchtkontrolle
entnommen und bei -20°C eingelagert. Die weitere Inkubation der T25/SV er-
folgte bei 32°C im Brutschrank. Die infizierten Zellen wurden téaglich mittels In-
vers-Mikroskop auf Verdnderungen (Entwicklung eines zytopathischen Effekts -
CPE-, toxische Effekte, Alterungsprozesse) geprift.

Aus den SV wurde nach 6 - 8 Tagen eine Passage in wie oben beschrieben her-
gestellten frischen Zellen in T25 Flaschen durchgefiihrt. Die Passage der infizier-
ten Zellkulturen erfolgte nach folgendem Prinzip: Sowohl in den SV, als auch in
den T25 wurde der Zellrasen mit Zellschabern vom Untergrund geldst und im
verbleibenden Zellmedium homogenisiert. Vom Homogenat wurden 200 pl fur die
Anzuchtkontrolle entnommen und bei -20°C eingelagert. Es wurden weitere 500
ul des Zellhomogenats entnommen und fur die Infektion der neuen Zellkulturfla-
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schen — in gleicher Weise, wie oben beschrieben — genutzt. Diesmal wurde An-
zuchtmedium (MEM + 1x NEAA+ 3% FKS) ohne Zusatz von Antibiotikum/Antimy-
kotikum hinzugefugt. 200 pl Zellkulturiberstand je T25/SV wurde unmittelbar wie-
der entnommen und bei -20°C eingelagert (Nullwert fir Anzuchtkontrolle). An-
schlieRend wurden die Zellen bei 32°C im Brutschrank inkubiert und auch die
Passagen taglich auf mikroskopische Veranderungen tberpruft.

Nach 7 - 14 Tagen Inkubation wurden die infizierten Zellen der 1. Passage ge-
erntet. Hierfir wurde erneut der Zellrasen mittels Zellschaber vorsichtig mobili-
siert und die Zellen vollstandig im Medium suspendiert. Aus der Suspension wur-
den 200 pl entnommen und zum Zweck der Anzuchtkontrolle bei -20°C gelagert.
Die Anzuchtkontrolle erfolgte mittels Real-Time-PCR durch Nachweis einer Ab-
nahme des CT-Werts (>2). Hierflr wurde zuvor aus den eingelagerten Zellkul-
turiberstanden der Tage O, 7 und 14 der Anzucht, sowie der Passagen die ri-
ckettsiale DNA mittels Magna Pure extrahiert. Erfolgreich angeziichtete Rickett-
sien wurden aus den Passageflaschen mit den Zellen geerntet und nach Zugabe
von 20% FKS in 1 ml Aliquots bei -80°C gelagert.

Zur Ermittlung des Temperatur-Optimums der Anzucht von R. monacensis in
Zellkultur wurden die Stamme AS 787, MU 635 und MU 612 in einem verglei-
chenden Ansatz, jeweils in Doppelbestimmung, bei 28°C, 32°C und 37° C nach
der oben beschriebenen Methode angezichtet. Der Erfolg der Anzucht wurde
mittels Immunfluoreszenz und CT-Wert-Reduktion in der Real-Time-PCR ermit-
telt.

2.3.10 Infektionsnachweis mit Indirektem Immunfluoreszenz-Test (IIFT)

Bei einzelnen Proben (siehe Tabelle 21) erfolgte der Nachweis der erfolgreichen
Infektion mittels IIFT. Bei dieser Technik binden spezifische Antikdrper an das
nachzuweisende Substratantigen. Diese gebundenen Antikdrper werden durch
einen weiteren Antikorper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff verbunden ist,
markiert. Mit einem Fluoreszenzmikroskop kann man nun auswerten, ob das ge-
suchte Antigen in der Probe vorhanden ist.

Dafur wurde 1 ml Zellsuspension fur 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert und das
Zelltemplate zur Deaktivierung der Rickettsien in 1 ml Phosphate bufferd saline
(PBS)-Puffer mit 4% Formalin resuspendiert und fir 1 h bei Raumtemperatur in-
kubiert. AnschlieRend wurde die Probe erneut zentrifugiert und die Zellen mit 1
ml PBS gewaschen. Das resultierende Zellpellet wurde in 50 pl PBS resuspen-
diert. Davon wurden pro Probe 10 ul auf einen Objekttrager gegeben, an der Luft
getrocknet und anschliel3end mit einer 1:1 Aceton-Methanol Lésung bei -20°C
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fixiert. Die so hergestellten Objekttrager wurden an der Luft getrocknet und an-
schlie3end bei 4 - 8°C gelagert.

Dann wurden pro Feld 10 pl eines hoch positiven Patientenserums als Positiv-
kontrolle in der Verdiinnungsstufe 1:128 aufgetragen und der Objekttrager 30
min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach erfolgte ein Wasch-
schritt (einmal spilen, 3 mal 5 min in Kivette auf Schuttler) mit 0,2 % Tween
(Euroimmun) in PBS. Von der 1:20 verdinnten Konjugatldsung (Dako, anti-hu-
man IgG, 0,4 g/l), der 0,5 ul Evans Blue (Biomeril) pro 100 pl zur Gegenfarbung
zugesetzt wurde, wurden 10 pl je Testfeld aufgetragen. Nach einer Inkubation
von 30 min bei 37°C wurde der oben erlauterte Waschschritt wiederholt. An-
schlieBend wurden die Objekttrager feucht mit Eindeckmedium (Dako) einge-
deckt. Die Objekttrager wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica
DMS5000) durch zwei unabhéngige Ableser ausgewertet.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden 1084, morphologisch als Ixodes ricinus bestimmte Zecken ge-
sammelt. Davon waren 134 Adulte (55 Mannchen und 79 Weibchen), 941 Nym-
phen und 9 Larven. Die Sammelorte sowie das Zeckengeschlecht und -entwick-
lungsstadium sowie die Anzahl der Zecken in der Probe (PoolgroRRe) sind in Ta-
belle 15 dargestellt.

Proben- Sammelort Zeckengeschlecht/ Anzahl Zecken in
nummer Entwicklungsstadium Probe/Probenpool

1 Oberabing wW 1
2 Oberabing M 1
3 Oberabing N 1
4 Oberabing N 1
5 Oberabing w 1
6 Oberabing N 1
7 Oberabing w 1
8 Oberabing N 1
9 Oberabing M 1
10 Oberabing w 1
11 Oberabing M 1
12 Oberabing N 1
13 Oberabing N 1
14 Oberabing M 1
15 Oberabing N 1
16 Oberabing N 1
17 Oberabing N 1
18 Oberabing N 1
19 Oberabing N 1
20 Oberabing N 1
21 Oberabing N 1
22 Oberabing M 1
23 Oberabing N 1
24 Oberabing N 1
25 Oberabing N 1
26 Oberabing N 1
27 Oberabing N 1
28 Oberabing N 1
29 Oberabing N 1
30 Oberabing N 1
31 Oberabing N 1
32 Oberabing N 1
33 Oberabing N 1
34 Oberabing N 1
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35 Oberabing N 1
36 Oberabing N 1
37 Oberabing N 1
38 Oberabing N 1
39 Oberabing N 1
40 Oberabing N 1
41 Oberabing N 1
42 Oberabing N 1
43 Oberabing N 1
44 Oberabing N 1
45 Oberabing N 1
46 Oberabing N 1
47 Oberabing N 1
48 Oberabing N 1
49 Oberabing N 1
50 Oberabing N 1
51 Oberabing N 1
52 Oberabing N 1
53 Oberabing N 1
54 Oberabing N 1
55 Oberabing w 1
56 Oberabing N 1
57 Oberabing wW 1
58 Oberabing N 1
59 Oberabing N 1
60 Oberabing w 1
61 Oberabing w 1
62 Oberabing M 1
63 Oberabing N 1
64 Oberabing w 1
65 Oberabing M 1
66 Oberabing N 1
67 Oberabing N 1
68 Oberabing N 1
69 Oberabing w 1
70 Oberabing N 1
71 Oberabing M 1
72 Oberabing N 1
73 Oberabing N 1
74 Oberabing N 1
75 Oberabing w 1
76 Oberabing N 1
77 Oberabing N 1
78 Oberabing N 1
79 Oberabing N 1
80 Oberabing N 1




3 Ergebnisse

40

81 Oberabing N 1
82 Oberabing N 1
83 Oberabing N 1
84 Oberabing N 1
85 Oberabing N 1
86 Oberabing N 1
87 Oberabing w 1
88 Oberabing wW 1
89 Oberabing M 1
90 Oberabing N 1
91 Oberabing N 1
92 Oberabing N 1
93 Oberabing N 1
94 Oberabing M 1
95 Oberabing N 1
96 Oberabing M 1
97 Oberabing N 1
98 Oberabing N 1
99 Oberabing N 1
100 Oberabing N 1
101 Oberabing N 1
102 Oberabing N 1
103 Oberabing N 1
104 Oberabing N 1
105 Oberabing N 1
106 Oberabing N 1
107 Oberabing N 1
108 Oberabing N 1
109 Oberabing N 1
110 Oberabing N 1
111 Oberabing N 1
112 Oberabing N 1
113 Oberabing N 1
114 Oberabing N 1
115 Oberabing N 1
116 Oberabing N 1
117 Oberabing N 1
118 Oberabing N 1
119 Oberabing N 1
120 Oberabing N 1
121 Oberabing N 1
122 Oberabing N 1
123 Oberabing N 1
124 Oberabing N 1
125 Oberabing N 1
126 Oberabing N 1
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127 Oberabing wW 1
128 Oberabing N 1
129 Oberabing N 1
130 Oberabing N 1
131 Oberabing N 1
132 Oberabing N 1
133 Oberabing N 1
134 Oberabing N 1
135 Oberabing N 1
136 Oberabing N 1
137 Oberabing N 1
138 Oberabing N 1
139 Oberabing N 1
140 Oberabing N 1
141 Oberabing N 1
142 Oberabing N 1
143 Oberabing N 1
144 Oberabing N 1
145 Oberabing w 1
146 Oberabing M 1
147 Oberabing w 1
148 Oberabing N 1
149 Oberabing N 1
150 Oberabing N 1
151 Oberabing wW 1
152 Oberabing N 1
153 Oberabing M 1
154 Oberabing N 1
155 Oberabing N 1
156 Oberabing N 1
157 Oberabing N 1
158 Oberabing N 1
159 Oberabing N 1
160 Oberabing N 1
161 Oberabing N 1
162 Oberabing N 1
163 Oberabing N 1
164 Oberabing wW 1
165 Oberabing N 1
166 Oberabing N 1
167 Oberabing N 1
168 Oberabing N 1
169 Oberabing M 1
170 Oberabing W 1
171 Oberabing wW 1
172 Oberabing N 1
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173 Oberabing N 1
174 Oberabing N 1
175 Oberabing N 1
176 Oberabing N 1
177 Oberabing N 1
178 Oberabing N 1
179 Oberabing N 1
180 Oberabing N 1
181 Oberabing N 1
182 Oberabing N 1
183 Oberabing N 1
184 Oberabing N 1
185 Oberabing N 1
186 Oberabing N 1
187 Oberabing N 1
188 Oberabing N 1
189 Oberabing N 1
190 Oberabing N 1
191 Oberabing N 1
192 Oberabing N 1
193 Oberabing N 1
194 Oberabing N 1
195 Oberabing N 1
196 Oberabing N 1
197 Oberabing N 1
198 Oberabing N 1
199 Oberabing N 1
200 Oberabing N 1
201 Oberabing N 1
202 Oberabing N 1
203 Oberabing N 1
204 Oberabing N 1
205 Oberabing N 1
206 Oberabing N 1
207 Oberabing N 1
208 Oberabing N 1
209 Oberabing N 1
210 Oberabing N 1
211 Oberabing N 1
212 Oberabing N 1
213 Oberabing N 1
214 Stitzingl W 1
215 Stiutzingl W 1
216 Stitzingl N 1
217 Stitzingl N 1
218 Stiutzingl N 1
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219 Stiutzingl N 1
220 Stiutzingl N 1
221 Stitzingl N 1
222 Stutzingl w 1
223 Stiutzingl N 1
224 Stitzingl N 1
225 Stiutzingl M 1
226 Stitzingl M 1
227 Stitzingl N 1
228 Stutzingl N 1
229 Stitzingl N 1
230 Stiutzingl N 1
231 Stitzingl N 1
232 Stiutzingl N 1
233 Stiutzingl N 1
234 Stitzingl N 1
235 Stiutzingl N 1
236 Stitzingl M 1
237 Stiutzingl N 1
238 Stitzingl wW 1
239 Stitzingl M 1
240 Stiutzingl N 1
241 Stitzingl M 1
242 Stiutzingl M 1
243 Stitzingl N 1
244 Stitzingl N 1
245 Stitzingl N 1
246 Stitzingl N 1
247 Stiutzingl N 1
248 Stitzingl M 1
249 Stiutzingl N 1
250 Stitzingl N 1
251 Stitzingl N 1
252 Stiutzingl N 1
253 Stitzingl N 1
254 Stitzingl N 1
255 Stitzingl N 1
256 Stiutzingl N 1
257 Stiutzingl N 1
258 Stitzingl N 1
259 Stitzingl N 1
260 Stitzingl N 1
261 Stiutzingl N 1
262 Stitzingl N 1
263 Stitzingl N 1
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264 Stiutzingl N 1
265 Hacken W 1
266 Hacken W 1
267 Hacken N 1
268 Hacken N 1
269 Hacken N 1
270 Hacken N 1
271 Hacken N 1
272 Hacken N 1
273 Hacken N 1
274 Hacken N 1
275 Hacken w 1
276 Hacken W 1
277 Hacken N 1
278 Hacken N 1
279 Hacken N 1
280 Hacken N 1
281 Hacken N 1
282 Hacken N 1
283 Hacken N 1
284 Hacken N 1
285 Hacken N 1
286 Hacken N 1
287 Hacken N 1
288 Hacken M 1
289 Hacken N 1
290 Hacken M 1
291 Hacken N 1
292 Hacken N 1
293 Hacken N 1
294 Hacken N 1
295 Hacken N 1
296 Hacken N 1
297 Hacken N 1
298 Hacken M 1
299 Hacken M 1
300 Hacken N 1
301 Hacken N 1
302 Hacken N 1
303 Hacken N 1
304 Hacken N 1
305 Hacken N 1
306 Hacken N 1
307 Hacken N 1
308 Hacken N 1
309 Hacken N 1
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310 Hacken N 1
311 Hacken N 1
312 Hacken N 1
313 Hacken N 1
314 Hacken N 1
315 Hacken N 1
316 Hacken N 1
317 Hacken N 1
318 Hacken N 1
319 Hacken N 1
320 Hacken N 1
321 Hacken M 1
322 Hacken N 1
323 Hacken N 1
324 Hacken N 1
325 Hacken N 1
326 Hacken N 1
327 Hacken N 1
328 Hacken N 1
329 Hacken N 1
330 Hacken N 1
331 Hacken N 1
332 Hacken N 1
333 Hacken N 1
334 Hacken N 1
335 Hacken N 1
336 Hacken N 1
337 Hacken N 1
338 Hacken N 1
339 Hacken N 1
340 Hacken w 1
341 Hacken N 1
342 Hacken w 1
343 Hacken N 1
344 Hacken N 1
345 Hacken N 1
346 Hacken N 1
347 Hacken N 1
348 Hacken N 1
349 Hacken N 1
350 Hacken N 1
351 Hacken N 1
352 Hacken N 1
353 Hacken N 1
354 Hacken N 1
355 Hacken N 1
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356 Hacken M 1
357 Hacken N 1
358 Hacken N 1
359 Hacken N 1
360 Hacken N 1
361 Hacken N 1
362 Hacken N 1
363 Hacken N 1
364 Hacken N 1
365 Hacken M 1
366 Hacken N 1
367 Hacken N 1
368 Hacken N 1
369 Hacken N 1
370 Hacken N 1
371 Hacken N 1
372 Hacken N 1
373 Hacken M 1
374 Hacken N 1
375 Hacken N 1
376 Hacken W 1
377 Hacken N 1
378 Hacken N 1
379 Hacken N 1
380 Hacken N 1
381 Hacken N 1
382 Hacken N 1
383 Hacken N 1
384 Hacken N 1
385 Hacken N 1
386 Hacken N 1
387 Hacken N 1
388 Hacken N 1
389 Hacken N 1
390 Hacken N 1
391 Hacken N 1
392 Hacken M 1
393 Hacken M 1
394 Hacken N 1
395 Hacken N 1
396 Hacken N 1
397 Hacken N 1
398 Hacken N 1
399 Hacken N 1
400 Hacken L 1
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401 Hacken N 1
402 Hacken N 1
403 Hacken L 1
404 Hacken N 1
405 Hacken N 1
406 Hacken N 1
407 Hacken N 1
408 Hacken N 1
409 Hacken N 1
410 Hacken M 1
411 Hacken N 1
412 Hacken N 1
413 Hacken N 1
414 Hacken N 1
415 Hacken N 1
416 Hacken N 1
417 Hacken N 1
418 Hacken N 1
419 Hacken N 1
420 Hacken N 1
421 Hacken N 1
422 Hacken N 1
423 Hacken N 1
424 Hacken N 1
425 Hacken N 1
426 Hacken N 1
427 Hacken N 1
428 Hacken N 1
429 Hacken N 1
430 Hacken N 1
431 Hacken N 1
432 Hacken N 1
433 Hacken N 1
434 Hacken N 1
435 Hacken N 1
436 Hacken N 1
437 Hacken N 1
438 Hacken N 1
439 Hacken N 1
440 Hacken N 1
441 Hacken N 1
442 Hacken N 1
443 Hacken N 1
444 Hacken N 1
445 Hacken N 1
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446 Hacken N 1
447 Hacken N 1
448 Hacken N 1
449 Hacken N 1
450 Hacken N 1
451 Hacken N 1
452 Hacken N 1
453 Hacken N 1
454 Hacken N 1
455 Hacken N 1
456 Hacken W 1
457 Hacken w 1
458 Hacken N 1
459 Hacken N 1
460 Hacken N 1
461 Hacken N 1
462 Hacken N 1
463 Hacken N 1
464 Hacken N 1
465 Hacken N 1
466 Hacken N 1
467 Hacken N 1
468 Hacken N 1
469 Hacken N 1
470 Hacken N 1
471 Hacken N 1
472 Hacken N 1
473 Hacken N 1
474 Hacken N 1
475 Hacken N 1
476 Hacken N 1
477 Hacken M 1
478 Hacken N 1
479 Hacken N 1
480 Hacken N 1
481 Hacken N 1
482 Hacken N 1
483 Hacken N 1
484 Hacken N 1
485 Hacken N 1
486 Hacken N 1
487 Hacken N 1
488 Hacken N 1
489 Hacken N 1
490 Hacken N 1
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491 Hacken N 1
492 Hacken N 1
493 Hacken N 1
494 Hacken N 1
495 Hacken N 1
496 Hacken N 1
497 Hacken N 1
498 Hacken N 1
499 Hacken N 1
500 Hacken N 1
501 Hacken N 1
502 Hacken N 1
503 Hacken N 1
504 Hacken N 1
505 Hacken N 1
506 Stutzing 2 W 1
507 Stitzing 2 wW 1
508 Stutzing 2 w 1
509 Stitzing 2 wW 1
510 Stitzing 2 wW 1
511 Stutzing 2 W 1
512 Stitzing 2 wW 1
513 Stitzing 2 w 1
514 Stutzing 2 W 1
515 Stitzing 2 wW 1
516 Stitzing 2 wW 1
517 Stitzing 2 W 1
518 Stitzing 2 w 1
519 Stitzing 2 w 1
520 Stitzing 2 w 1
521 Stitzing 2 w 1
522 Stitzing 2 w 1
523 Stitzing 2 w 1
524 Stitzing 2 N 1
525 Stitzing 2 w 1
526 Stitzing 2 w 1
527 Stitzing 2 w 1
528 Stutzing 2 W 1
529 Stitzing 2 w 1
530 Stitzing 2 W 1
531 Penning N 3
532 Penning N 3
533 Penning N 3
534 Penning N 3
535 Penning N 3
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536 Penning N 3
537 Penning N 3
538 Penning wW 1
539 Penning N 3
540 Penning N 3
541 Penning N 3
542 Penning N 3
543 Penning M 1
544 Penning M 1
545 Penning wW 1
546 Penning wW 1
547 Penning M 1
548 Penning N 3
549 Penning N 3
550 Penning N 3
551 Penning M 1
552 Penning N 3
553 Penning N 3
554 Penning N 3
555 Penning N 3
556 Penning M 1
557 Penning N 3
558 Penning wW 1
559 Penning N 3
560 Penning N 3
561 Penning N 3
562 Penning N 3
563 Penning N 3
564 Penning N 3
565 Penning M 1
566 Penning N 3
567 Penning N 3
568 Penning N 3
569 Penning N 3
570 Penning N 3
571 Penning M 1
572 Penning N 3
573 Penning N 3
574 Penning N 3
575 Penning w 1
576 Penning N 3
577 Penning N 3
578 Penning N 3
579 Penning W 1
580 Penning wW 1
581 Penning N 3
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582 Penning M 1
583 Penning M 1
584 Penning N 3
585 Penning N 3
586 Penning N 3
587 Penning N 3
588 Penning N 3
589 Penning N 3
590 Penning N 3
591 Penning N 3
592 Penning N 3
593 Penning N 3
594 Penning N 3
595 Penning N 3
596 Penning N 3
597 Penning M 1
598 Penning N 3
599 Penning N 3
600 Penning M 1
601 Penning N 3
602 Penning M 1
603 Penning N 3
604 Penning N 3
605 Penning N 3
606 Penning N 3
607 Penning wW 1
608 Penning N 3
609 Penning N 3
610 Penning M 1
611 Penning M 1
612 Penning N 3
613 Penning N 3
614 Penning N 3
615 Penning w 1
616 Penning N 3
617 Penning N 3
618 Penning N 3
619 Penning N 3
620 Penning N 3
621 Penning N 3
622 Penning N 3
623 Penning N 3
624 Penning M 1
625 Penning N 3
626 Penning N 3
627 Penning N 3
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628 Penning N 3
629 Penning N 3
630 Penning N 3
631 Penning N 3
632 Penning N 3
633 Penning N 3
634 Penning N 3
635 Penning N 3
636 Penning N 3
637 Penning N 3
638 Penning N 3
639 Penning N 3
640 Penning N 3
641 Penning N 3
642 Penning N 3
643 Penning N 3
644 Penning wW 1
645 Penning wW 1
646 Penning w 1
647 Penning M 1
648 Penning N 3
649 Penning N 3
650 Penning N 3
651 Penning N 3
652 Penning N 3
653 Penning N 3
654 Penning N 3
655 Penning N 3
656 Penning w 1
657 Penning M 1
658 Penning N 3
659 Penning N 3
660 Penning N 3
661 Penning N 3
662 Penning N 3
663 Penning N 3
664 Penning N 3
665 Penning N 3
666 Penning N 3
667 Penning N 3
668 Penning N 3
669 Penning N 3
670 Penning N 3
671 Penning N 3
672 Penning N 3
673 Penning N 3
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674 Penning N 3
675 Penning N 3
676 Penning N 3
677 Penning N 3
678 Penning N 3
679 Penning N 3
680 Penning N 3
681 Penning N 3
682 Penning N 3
683 Penning L 2
684 Hohenbuchbach N 3
685 Hohenbuchbach M 1
686 Hohenbuchbach M 1
687 Hohenbuchbach N 3
688 Hohenbuchbach N 3
689 Hohenbuchbach N 3
690 Hohenbuchbach N 3
691 Hohenbuchbach wW 1
692 Hohenbuchbach w 1
693 Hohenbuchbach N 3
694 Hohenbuchbach N 3
695 Hohenbuchbach N 3
696 Hohenbuchbach N 3
697 Hohenbuchbach w 1
698 Hohenbuchbach M 1
699 Hohenbuchbach N 3
700 Hohenbuchbach L 3
701 Hohenbuchbach N 3
702 Hohenbuchbach N 3
703 Hohenbuchbach w 1
704 Hohenbuchbach N 3
705 Hohenbuchbach N 3
706 Hohenbuchbach M 1
707 Hohenbuchbach N 3
708 Hohenbuchbach w 1
709 Hohenbuchbach L 2
710 Hohenbuchbach N 3
711 Hohenbuchbach N 3
712 Hohenbuchbach N 3
713 Hohenbuchbach N 3
714 Hohenbuchbach N 3
715 Hohenbuchbach M 1
716 Hohenbuchbach N 3
717 Hohenbuchbach N 3
718 Hohenbuchbach N 3
719 Hohenbuchbach N 3
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720 Hohenbuchbach N 3
721 Hohenbuchbach N 3
722 Hohenbuchbach N 3
723 Hohenbuchbach N 3
724 Hohenbuchbach N 3
725 Hohenbuchbach wW 1
726 Hohenbuchbach N 3
727 Hohenbuchbach N 3
728 Hohenbuchbach N 3
729 Hohenbuchbach N 3
730 Hohenbuchbach N 3
731 Hohenbuchbach w 1
732 Hohenbuchbach N 3
733 Hohenbuchbach N 3
734 Hohenbuchbach w 1
735 Hohenbuchbach N 3
736 Hohenbuchbach N 3
737 Hohenbuchbach N 3
738 Hohenbuchbach N 3
739 Hohenbuchbach N 3
740 Hohenbuchbach W 1
741 Hohenbuchbach N 3
742 Hohenbuchbach N 3
743 Hohenbuchbach N 3
744 Hohenbuchbach N 3
745 Hohenbuchbach L 2

Tabelle 15 Ubersicht Milhldorfzecken

M: Mannchen
W: Weibchen
N: Nymphe

L: Larve

3.1 PCR-Ergebnisse

Bei der Screening Untersuchung mittels der Pan-Rickettsia-PCR wurden 59 Pro-
ben als positiv bestimmt. Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse und die entsprechen-
den CT-Werte.
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Nummer PanRick-PCR CT
34 positiv 34,83
73 positiv 29,36
85 positiv 33,14
99 positiv 32,12
130 positiv 39,18
139 positiv 37,95
140 positiv 36,61
144 positiv 38.69
161 fraglich 42,28
173 positiv 30,72
231 schwach positiv 40,02
233 positiv 28.82
243 positiv 31,7
256 positiv 30,45
258 positiv 31,27
262 schwach positiv 40,74
322 schwach positiv 39,25
325 positiv 29.52
348 positiv 29,88
429 positiv 27,74
460 schwach positiv 43,21
471 positiv 28,45
505 positiv 28,73
531 positiv 30,23
533 positiv 27,35
534 positiv 37,98
535 positiv 28,12
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541 positiv 35,96
550 schwach positiv 40,16
552 positiv 29,8
566 positiv 27,19
588 positiv 31,87
601 positiv 29,85
602 positiv 24,58
611 positiv 27,1
612 positiv 28,91
617 positiv 27,52
620 positiv 28,62
635 positiv 29,07
639 positiv 28,96
661 positiv 29.83
662 positiv 37,28
663 positiv 28,81
666 positiv 38,88
667 positiv 38,92
668 positiv 38,84
670 schwach positiv 39,61
673 schwach positiv 39,35
676 positiv 38,9
678 positiv 29.19
682 positiv 38,6
684 positiv 26,67
697 positiv 37,27
704 positiv 28,67
718 positiv 28,44
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724 schwach positiv 39,5
726 positiv 29.96
729 positiv 29,58
739 positiv 25,91

Tabelle 16 positive Ergebnisse Pan Rickettsia PCR (PanRickPCR)

Schwach positiv: CT>39

Fraglich: sigmoidaler, aber flacher Kurvenverlauf

Bei der folgenden Untersuchung dieser 59 Proben oder Probenpools mittels der
R. helvetica spezifischen Real-Time-PCR wurden 36 Zecken (Pools) positiv und
23 Zecken (Pools) negativ bestimmt. In Tabelle 17 sind hier ebenfalls die Ergeb-
nisse und die CT-Werte zusammengefasst

Nummer

161

231

262

R. helvetica spez. -
PCR

negativ

negativ

negativ

CT

33,87

30,2

37,07

32,74

31,94

34,49

32,41

22,88

29,26

27,71

28,52

27,79

28,61
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322 negativ
29,11
348 negativ
27,95
460 negativ
27,74
28,33
531 negativ
27,66
534 negativ
27,99
541 negativ
550 negativ
29.73
26,92
28,96
25,58
26.89
27,78
28,81
30,68
27,77
25,82

666

negativ
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667 negativ
668 negativ
670 negativ
673 negativ
676 negativ

682

697

negativ

negativ

Tabelle 17 Ergebnisse Rickettsia helvetica spezifische PCR

27,96

26,52

28,41

26,97

28,32

27,43

24,41

Die in der Rickettsia helvetica spezifischen PCR negativ bestimmten Proben/Pro-
benpools wurden mittels MLST in der Folge in 5 Fallen als Rickettsia monacensis
identifiziert. Bei den restlichen 18 Proben/Probenpools war eine weitergehende
Identifikation der Rickettsien-Spezies nicht erfolgreich. Die Ergebnisse des MLST
sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

ompAl ompAlV ompB 16S 23S
34 nd neg neg HELV neg
73 nd HELV neg neg neg
85 nd HELV HELV HELV HELV
99 nd HELV HELV HELV HELV
130 nd neg HELV neg HELV
139 nd neg HELV HELV HELV
140 nd neg HELV HELV HELV
144 nd HELV HELV HELV HELV
161 nd nd nd nd nd




3 Ergebnisse

60

173 nd HELV HELV HELV HELV
231 nd nd nd nd nd
233 nd HELV HELV HELV HELV
243 nd HELV HELV HELV HELV
256 nd HELV HELV HELV HELV
258 nd HELV HELV HELV HELV
262 nd nd nd nd nd
322 nd nd nd nd nd
325 nd HELV HELV HELV HELV
348 MON MON MON MON MON
429 nd HELV HELV HELV HELV
460 nd nd nd nd nd
471 nd HELV HELV HELV HELV
505 nd HELV HELV HELV HELV
527 nd nd nd nd nd
531 MON MON MON MON MON
533 nd HELV HELV HELV HELV
534 nd nd nd nd nd
535 nd HELV HELV HELV HELV
541 nd nd nd nd neg
550 nd nd nd nd nd
552 nd HELV HELV HELV HELV
566 nd HELV HELV HELV HELV
588 MON MON MON MON MON
601 nd HELV HELV HELV HELV
602 nd HELV HELV HELV HELV
611 nd HELV HELV HELV HELV
612 MON MON MON MON MON
617 nd HELV HELV HELV HELV
620 nd HELV HELV HELV HELV
635 MON nd MON MON MON
639 nd HELV HELV HELV HELV
661 nd HELV HELV HELV HELV
662 nd nd nd nd nd
663 nd HELV HELV HELV HELV
666 nd nd nd nd nd
667 nd nd nd nd nd
668 nd nd nd nd nd
670 nd nd nd nd nd
673 nd nd nd nd nd
676 nd nd nd nd nd
678 nd HELV HELV HELV HELV
682 nd nd nd nd nd
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684 nd HELV HELV HELV HELV
697 nd nd nd nd nd

704 nd HELV HELV HELV HELV
718 nd HELV HELV HELV HELV
724 nd nd nd nd nd

726 nd HELV HELV HELV HELV
729 nd HELV HELV HELV HELV
739 nd HELV HELV HELV HELV

Tabelle 18 Ergebnisse MLST

HELV: R. helvetica
MON: R. monacensis
nd: PCR nicht durchgefiihrt

neg: PCR negativ

Abbildung 9 zeigt die Verteilung der Rickettsien-Spezies in den jeweiligen Sam-
melorten. Da nicht jede Zecke einzeln untersucht wurde, sondern die Proben in
Pools aus 1 - 3 Zecken zusammengefasst wurden, ist das Ergebnis als minimale
Infektionsrate (MIR) beschrieben. Bei positiven Pools wird hier von minimal einer
positiven Zecke pro Pool ausgegangen. Die resultierenden minimalen Infektions-
raten, bezogen auf die unterschiedlichen Sammelorte, sind in Tabelle 19 darge-
stellt.

B R. helvetica B R. monacensis 1 Rickettsia spp.

Abbildung 9 Verteilung der nachgewiesenen Rickettsien-Spezies in den Sammelorten
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Site Ticks (n) | Rickettsia- R. helvetica Ndiff
pos. (MIR) (MIR) (MIR)
1 213 9 (4,2%) 9 (4,2%) 0 (0%) 0 (0%)
2 51 6 (11,7%) 4 (7,8%) 0 (0%) 2 (3,9%)
3 241 7 (2,9%) 4 (1,6%) 1 (0,4%) 2 (0,8%)
4 25 1 (4,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4,0%)
5 398 28 (7,0%) 13 (3,2%) 4 (1,0%) 11
(2,7%)
6 156 8 (5,1%) 6 (3,8%) 0 (0%) 2 (1,3%)
Gesamt| 1084 59 (5,4%) 36 (3,32%) 5 (0,46%) 18
(1,66%)

Tabelle 19 Minimal Infektionsrate (MIR)

Bei den zugeordneten Proben zeigte sich in den untersuchten Genorten kein
Unterschied innerhalb der jeweiligen Spezies und im Vergleich zu anderen uns
vorliegenden Proben aus Deutschland. Die Alignments der phylogenetischen
Analysen aus den Sequenzen des MLST sind in Abbildung 10 bis 14 zu sehen.
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MD 726
MD 729
MD 718
MD 704
MD 678
MD 663
MD 661
MD 639
MD 620
MD 617
MD 611
MD 602
MD 601
MD 566
MD 552
MD 535
MD 533
MD 505
MD 471
MD 429
MD 325
MD 258
MD 256
MD 243
MD 233
MD 173
MD 144
53 MD 140
MD 139
MD 99

MD 85

MD 34

AS 819 own isolate
L36212 Rickettsia helvetica C9P9 16S rRNA gene
MD 739
LN794217 Rickettsia monacensis IrR/Munich
MD 348

MD 531

MD 588

MD 612

MD 635
DQ212706 Rickettsia massiliae AZT80 partial 16S rRNA gene
MD 7 2004

97

97

—
0.0020

Abbildung 10 Auf den verfugbaren rickettsialen molekularbiologischen Sequenzdaten beruhende
phylogenetische Analyse des partiellen 16S rDNA Gens
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AY125017 Rickettsia helvetica C9P9 partial 23S 5S intergenic spacer

R. helvetica AS 819 own isolate partial 23s 5s intergenic spacer

MD 85

MD 99

MD 130

MD 140

MD 144

MD 233

MD 243

MD 256

MD 258

MD 325

MD 429

MD 471

MD 505

MD 533

MD 535

MD 552

MD 566

MD 601

MD 602

MD 611

MD 617

MD 620

MD 639

MD 661

MD 663

MD 678

MD 684

MD 726

MD 739

CP003319 Rickettsia massiliae AZT80
LN794217 Rickettsia monacensis IrR/Munich
R. monacensis AS 787 own isolate partial 23S 5S intergenic spacer
MD 348
MD 531

99| MD 588
MD 612
MD 635

99

—
0.020

Abbildung 11 Auf den verfligbaren rickettsialen molekularbiologischen Sequenzdaten beruhende
phylogenetische Analyse der 5S-23S intergenetic spacer region
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AS819 Rickettsia helvetica own isolate partial ompA (IV) gene
MD 73
MD 85
MD 99
MD 144
MD 173
MD 233
MD 243
MD 256
MD 258
MD 325
MD 429
MD 471
MD 505
MD 533
MD 535
MD 552
MD 566
MD 601
MD 602
MD 611
MD 617
MD 620
MD 639
MD 661
MD 663
MD 678
MD 684
MD 704
MD 718
MD 726
MD 729
MD 739

100

CP000683 Rickettsia massiliae MTU5S
LN794217 Rickettsia monacensis IrR/Munich
MD 348

MD 531

MD 588

MD 612

MD 635

100

—
0.0100

Abbildung 12 Auf den verfugbaren rickettsialen molekularbiologischen Sequenzdaten beruhende
phylogenetische Analyse des partiellen ompA (Fragment IV) Gens
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MD 726

MD 729

MD 718

MD 704

MD 684

MD 663

MD 661

MD 620

MD 617

MD 602

MD 601

MD 566

MD 552

MD 535

MD 533

MD 505

MD 471

MD 429

MD 325

MD 258

MD 256

MD 243

MD 233

MD 173

MD 144

MD 140

MD 139

MD 130

MD 99

MD 85

R. helvetica C9P9 partial ompB

R helvetica AS819

MD 739

CPO003319Rickettsia massiliae str. AZT80
R monacensis AS787 (IR Munich) own isolate partial ompB
LN794217 Rickettsia monacensis IrR/Munich
MD 348
MD 531

100 \1p 588
MD 612
MD 635

100

—
0.020

Abbildung 13 Auf den verfligbaren rickettsialen molekularbiologischen Sequenzdaten beruhende
phylogenetische Analyse des partiellen ompB Gens
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MD 635

MD 348

MD 612

MD 531

- LN794217 Rickettsia monacensis IrR/Munich
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Abbildung 14 Phylogenetischer Stammbaum der verfligbaren Sequenzen von Rickettsia mo-
nacensis (aus Muhldorf) des partiellen ompA (Fragment I) Gens von Rickettsia monacensis

3.2 Erregeranzucht

Aus 59 Rickettsien-positiven Proben wurde bei 41 Proben ein kultureller Anzucht-
versuch unternommen. Dieser war bei 35 Proben erfolgreich. Dabei war die
Shell-Vial-Technik gegentber konventioneller Zellkultur deutlich Uberlegen, die
Ergebnisse im Vergleich sind in Tabelle 20 dargestellt. In den SV konnten 32 R.
helvetica Stamme und 3 R. monacensis Stamme erfolgreich kultiviert werden,
wahrend mittels konventioneller Technik lediglich die Isolation von 20 Stammen
R. helvetica und keine erfolgreiche Anzucht von R. monacensis gelang. Gesamt
war sowohl das ACT (CT-Wert am Tag der Ernte (dx) - CT-Wert am Tag der
Anzucht (d0)) im Durchschnitt als auch die Anzahl der erfolgreich isolierten
Stdmme in Shell-Vial-Technik héher.

Insgesamt zeigte sich, dass eine erfolgreiche Anzucht der Erreger erst ab einem
CT< 35 in der Pan-Rickettsia-PCR zu erwarten war. Die 18 nicht differenzierba-
ren Proben lagen alle deutlich dartiber. Nach erneuter manueller Extraktion von
DNA aus der doppelten Menge Homogenat wurden die Proben wiederholt mittels
Pan-Rickettsia-PCR untersucht. Hier zeigte sich reproduzierbar bei allen Proben
ein schwach positives Ergebnis. Diese Proben/Probenpools wurden somit als be-
statigt positiv gewertet, jedoch reichte die Erregerlast in diesen Proben/Proben-
pools nicht fiir eine erfolgreiche Anzucht aus.
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In  Kultur gebrachte
Proben/Probenpools
(n=38)

Zellkultur

(erfolgreich: rot

erfolglos: beige)

Nummer T25 SV T25-ACT SV ACT
MD-73 neg neg 0,00 0,00
MD-85 -6,88 -14,87
MD-99 -7,13 -10,87
MD-130 neg neg 0,00 0,44
MD-139 neg - 0,86 -0,78
MD-140 neg neg -0,42 0,00
MD-144 1,43 -2,58
MD-233 1,43 -8,13
MD-243 -6,84 -6,42
MD-348 -9,00 -1,44
MD-429 -5,56 -12,98
MD-471 -6,04 -12,44
MD-505 -6,84 -9,80
MD-531 -3,63 -0,52
MD-533 -5,05 -15,63
MD-535 -7,19 -9,89
MD-541 0,00 0,00
MD-552 1,83 -10,31
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MD-566 0,00 -1,92
MD-588 -4,34 -0,60
MD-601 0,00 -9,92
MD-602 0,00 -7,49
MD-611 -5,63 -12,90
MD-612 0,00 -2,88
MD-617 -6,22 -9,35
MD-620 3,53 -14,85
MD-635 0,00 -3,20
MD-639 -5,97 -10,14
MD-661 -6,26 -14,52
MD-663 -10,23 -8,60
MD-678 -1,88 -15,03
MD-684 -1,62 -5,40
MD-704 -1,04 -4,13
MD-718 2,10 -3,39
MD-724 0,00 0,00
MD-726 neg neg 0,00 0,00
MD-729 neg 2,07 -2,52
MD-739 -4,20 -9,71
Gesamt-Erfolgsrate 20/38 32/38 (84%) -2,60 -6,65
(%) und ACT Gesamt | (52%)
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ACT erfolgreiche Kul- -5,87 -14,88
tur

Tabelle 20 Zellkulturelle Verfahren im Vergleich SV versus T25; je negativer das ACT (ACT: CT
Wert am Tag der Ernte (dx) - CT-Wert am Tag der Anzucht (d0)) ausfiel, desto starker konnte der
Erreger in Kultur vermehrt werden.

* Anzucht konnte in der Passage nicht erhalten werden

Bei unterschiedlichen Erfolgen der Inkubation der Anzuchten von R. monacensis
bei 32°C erfolgte ein vergleichender Ansatz von fiinf Stammen bei drei unter-
schiedlichen Temperaturen (Raumtemperatur, 28°C, 32°C). Hier waren bei drei
Stammen die besten Ergebnisse bei 28°C zu erkennen, zwei Stamme konnten
auch in diesem Ansatz nicht erfolgreich kultiviert werden.

AS 787 MD 531 MD 588
RT Vero E6 (+) (+) (+)
28°C Vero E6 +++ +++ +++
32°C Vero E6 + + +

Tabelle 21 Erfolg Temperaturvergleich Anzucht R. monacensis

(+) fraglich erfolgreiche Anzucht: einzelne infizierte Zellen in IFT
+ gering erfolgreiche Anzucht: wenige infizierte Zellen in IIFT

+++ erfolgreiche Anzucht: viele infizierte Zellen im IIFT

3.3 Indirekte Immunfluoreszenz Technik

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Anzuchtkontrollen mittels IIFT bestatigten die
in der PCR gewonnen positiven Ergebnisse (siehe Tabelle 22). Jedoch zeigte




3 Ergebnisse

71

sich im mikroskopischen Bild nicht bei allen Proben die nach den PCR-Ergebnis-
sen erwartete quantitativ hdhere Anzahl an nachgewiesenen Rickettsien.

Nummer Probe Ergebnis IIFT 1. Passage aus SV

MD-85 negativ

MD-130 negativ

MD-139

MD-140

MD-144

MD-531

MD-533 . positv. |
MD-552

MD-566

MD-588

MD-612 negativ

MD-635 negativ

MD-684

MD-704

MD-718

MD-726

MD-729

MD-739

Tabelle 22 Ergebnisse IIFT
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Im Folgenden werden einige Beispiele fir die Kontrolle der erfolgreichen Anzucht
mittels [IFT gezeigt.

R. monacensis
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Abbildung 15 Anzuchtkontrolle mittels IIFT R. monacensis

(von oben nach unten: AS787 (eigener Rickettsia monacensis Stamm), MD 531, MD 588, Ne-
gativ-Kontrolle, jeweils 14 Tage nach Infektion bei 28°C Inkubationstemperatur)

Rot: Vero E6 Zellen Grin: R. monacensis
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R. helvetica
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Abbildung 16 Anzuchtkontrolle mittels IIFT R. helvetica

(von oben nach unten: MD 726, MD 718, MD 139, Negativ-Kontrolle, jeweils 13 Tage nach In-
fektion bei 32°C Inkubationstemperatur)

Rot: Vero E6 Zellen Griin: R. helvetica



4 Diskussion 76

4 Diskussion

Rickettsien verursachen teils schwere Krankheitsbilder und kommen weltweit vor
(Parola et al. 2013). Fur Deutschland existieren bisher jedoch sehr begrenzt Da-
ten zum Vorkommen von Rickettsien. Ziel dieser Arbeit war es, Daten zum Vor-
kommen von Rickettsien aus einer bisher nicht untersuchten Region in Stidost-
Bayern zur Erganzung der bisherigen Daten in Bezug auf Vorkommen von Ri-
ckettsien in Deutschland zu gewinnen und die Fahigkeiten zur Detektion und Er-
regerisolation zu verbessern. Rickettsienisolate fur weitergehende molekularbio-
logische und phéanotypische Untersuchungen fehlten bisher ganz. Ein weiteres
Ziel war daher die Gewinnung von neuen Rickettsienisolaten aus Deutschland
und aus dieser Region fur weitere molekularbiologische Untersuchungen. Dabei
wurde ebenfalls das Vorkommen, die Haufigkeit und die Diversitat von Rickett-
sien der Zeckenstichfieber-Gruppe insgesamt in dieser Region untersucht und
das Vorkommen einer einmalig im Jahr 2004 gefundenen Rickettsien-Spezies
mit Ahnlichkeit zu R. massiliae Uberpruift.

4.1 Daten zum Vorkommen von Rickettsien

Im beprobten Gebiet wurde aus 1084 untersuchten I. ricinus in verschiedenen
Entwicklungsstadien keine bisher unbekannte oder in Deutschland nicht zuvor
als endemische gezeigte Rickettsien-Spezies entdeckt. Jedoch wurde das Vor-
kommen von R. monacensis und R. helvetica mit mehrfachem Nachweis der In-
fektion innerhalb der untersuchten Ixodes-Zecken bestétigt und somit die epide-
miologischen Daten weiter erganzt. Insgesamt wurde mit einer MIR von 5,4%
gesamt sowie 3,32% flr R. helvetica und 0,46% flr R. monacensis eine, im Ver-
gleich zu zuvor beprobten Gebieten in Deutschland, durchschnittliche Durchseu-
chung der Ixodes-Zecken mit Rickettsien festgestellt (Silaghi 2008; Dobler und
Wodlfel 2009; Dobler et al. 2009; Schorn et al. 2011; Franke et al. 2010). Daher
ergibt sich auch nicht die Annahme, dass das beprobte Gebiet ein besonders
gunstiges, ungunstiges oder anderweitig aul3ergewohnliches Habitat fiir Zecken
und Rickettsien darstellt.

Es gibt Hinweise auf ein moglicherweise fokales Vorkommen von R. monacensis,
da diese Art nur in zwei der funf Sammelorte nachgewiesen werden konnte, die
ortlich direkt nebeneinander liegen. Grinde dafur sind aus den fur diese Unter-
suchung vorliegenden Daten nicht zu erkennen. Mdglicherweise spielt hier eine
Rolle, welcher Wirt fir die Zecken zur Verfigung steht und ein natirliches Re-
servoir fur Rickettsien darstellt. 2005 wurde in einer Studie in Italien eine hohe
Pravalenz von R. monacesis in von Eidechsen abgesammelten Ixodes-Zecken
nachgewiesen (Kubelova et al. 2015). Diese Reptilien kdnnten ein Resevoir fur
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Rickettsien, insbesondere R. monacensis, darstellen. Sie sind wechselwarme Or-
ganismen und bevorzugen mildere Klimazonen, was erklaren wirde, dass diese
Rickettsien-Art haufiger in Stideuropa nachgewiesen wurde.

Sollte sich dieses Muster in weiteren Untersuchungen an anderen Orten wieder-
holen, kénnten moglicherweise auch weitere Umweltfaktoren identifiziert werden,
die die Etablierung von R. monacensis in bestimmten Regionen begunstigen. Der
Interessensschwerpunkt in der vorliegenden Arbeit war jedoch nicht auf die im
Sammelgebiet vorliegenden Umweltfaktoren wie Temperatur, Wetterbedingun-
gen, Wildtieraufkommen und Ahnliches gerichtet. Des Weiteren wurden auch alle
Zecken innerhalb eines Jahres im Zeitraum von April bis Oktober gesammelt. Will
man also in Zukunft solche Faktoren identifizieren, missen diese vorab definiert
und gezielter untersucht werden. Auch ware eine Betrachtung Uber einen lange-
ren Zeitraum mit Stichproben zu verschiedenen Jahreszeiten und unter Berick-
sichtigung der sich verandernden Umweltfaktoren hinsichtlich klimatischer, bau-
licher und anderer Veranderungen Uber die Zeit sinnvoll. Diese Daten wurden in
der vorliegenden Arbeit nicht systematisch erfasst, sodass ein Vergleich mit an-
deren Regionen hinsichtlich dieser Fragestellung an dieser Stelle nicht sinnvoll
ist.

4.2 Verbesserung der Fahigkeiten zur Detektion

Fur den Nachweis von Rickettsien stehen verschiedene molekularbiologische
Techniken zur Verfigung. In der vorliegenden Arbeit wurden hauptséchlich PCR-
Nachweise verwendet, erganzt durch Indirekte Immunfluoreszenz. Der Nachweis
von Rickettsien allgemein gelingt mit den bisher zur Verfigung stehenden Me-
thoden zufriedenstellend, allerdings ist die Unterscheidung zwischen den Spe-
zies aufwendig und zeitintensiv. In vorherigen Arbeiten wurden unterschiedliche
Kriterien fur die Definition einer neuen Spezies festgelegt. Die aktuelle Grundlage
zur Unterscheidung bezieht sich auf Unterschiede in den Gensequenzen von
ompA, ompB, gltA und 16S rDNA (Fournier et al. 2003).

Im in dieser Untersuchung durchgefiihrten MLST der Genorte ompA, ompB, 16S-
rDNA zeigten sich innerhalb der untersuchten Proben und im Vergleich zu ande-
ren vorliegenden Proben keine Unterschiede im Genom. Die bisher bekannten
und hier untersuchten Genorte eignen sich daher vermutlich nicht, um Unter-
schiede in der Pathogenitat der Rickettsien darzustellen und auch nur bedingt
zur Differenzierung der unterschiedlichen Spezies.

Die ebenfalls untersuchte 23S-5S intergenic spacer region wurde in dieser Studie
und in weiteren (Kakumanu et al. 2016; Chitimia-Dobler et al. 2017) als hyperva-
riable Region zur moglicherweise besseren Differenzierung zwischen den Spe-
zies und gegebenenfalls auch fir Unterschiede innerhalb einer Spezies identifi-
ziert. In der vorliegenden Untersuchung war hier als einziges auch eine Deletion
nachzuweisen, ndmlich innerhalb der verglichenen R. helvetica Sequenzen. Hier
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war ein deutlicher Unterschied (110 zu 65 Basenpaare) der Stamme 50-5 Kob-
lenz und 52-1 Altenkirchen zu den Zecken aus dieser Untersuchung nachzuwei-
sen. Deletionen spielen mdglicherweise eine wichtige Rolle fur die Pathogenitat
von Rickettsien. In mehreren Studien wurde ein moglicher Zusammenhang fur
unterschiedliche Pathogenitdt mit Deletionen und/oder Insertionen bei unter-
schiedlichen Stammen einer Rickettsien-Art, oder auch zwischen verschiedenen
Arten, gezeigt (Ellison et al. 2008; Felsheim et al. 2009). R. rickettsii und R. pro-
wazekii, welche die Erreger fur die gefahrlichsten Rickettsiosen sind, besitzen
zudem die kirzesten Genome (Fournier et al. 2009).

R. helvetica wurde lange als nicht humanpathogen betrachtet, da trotz des fl&-
chendeckenden Vorkommens in Deutschland und Europa keine symptomati-
schen Infektionen beim Menschen nachgewiesen wurden. 2010 wurde jedoch
ein Fall beschrieben, in dem R. helvetica im Liquor einer Patientin mit akuter Me-
ningoenzephalitis nachgewiesen wurde (Nilsson et al. 2010). In weiteren Fallen
ist ein Zusammenhang von Infektionen mit R. helvetica und Perimyokarditis bei
Patienten aus Frankreich beschrieben worden (Fournier et al. 2000). Es gibt aber
bisher keine Erklarung fur die unterschiedliche Pathogenitat von R. helvetica. Pa-
tientenbezogene Risikofaktoren kbnnen auf die Schwere der Erkrankung Einfluss
nehmen. Genetische Unterschiede innerhalb einer Spezies kdnnten hier jedoch
auch eine Rolle spielen. Bisher gibt es aber keine vergleichenden Untersuchun-
gen der Genome verschiedener Stamme von R. helvetica. Lediglich ein Vergleich
des Stammes C9P9 mit R. massiliae und R. prowazekii wurde bisher durchge-
fuhrt und zeigte deutliche Unterschiede (Dong et al. 2012). Isolate und vollstan-
dige Genome von R. helvetica Stammen aus den klinischen Fallen liegen bisher
nicht vor. Damit konnten auch die in dieser Arbeit gewonnenen Gen-Sequenzen
nicht verglichen werden, um mogliche Unterschiede zu erfassen und weiter zu
untersuchen. Zukunftig ist es daher von grol3er Bedeutung, den molekularbiolo-
gischen Nachweis und mdglichst eine kulturelle Anzucht von R. helvetica in Ver-
bindung mit klinisch manifesten Rickettsiosen zu erreichen, um die Frage der
unterschiedlichen Pathogenitéat zu klaren. Je mehr Isolate mit Unterschieden in
einem oder mehreren Genorten zum Vergleich vorliegen, desto besser kénnen
diese Variationen hinsichtlich der Pathogenitat untersucht werden. Der Beitrag
dieser Arbeit zu diesem zukunftigen Forschungsziel ist der Nachweis und die Ge-
winnung von zahlreichen Sequenzen von R. helvetica und R. monacensis im
MLST sowie der erfolgreichen kulturellen Anzucht und somit der Gewinnung von
Material fr weitergehende Untersuchungen.

Fir die R. helvetica spezifische Real-Time-PCR wurde beziglich der vorliegen-
den Proben eine gute Sensitivitat und Spezifitdt gezeigt. Alle hier positiven Pro-
ben wurden im MLST ebenfalls als R. helvetica identifiziert. Die diagnostischen
Mdglichkeiten zur schnellen Identifikation einer Spezies im Falle einer Infektion
sind sehr begrenzt. Bisher waren die Ublichen Nachweisverfahren zum Direkt-
nachweis von Rickettsien in erster Linie konventionelle molekularbiologische Ver-
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fahren und nachfolgende Identifizierung durch Immunfluoreszenz und Sequen-
zierung, alternativ oder auch ergénzend zellkulturelle Verfahren. Als nachteilig
bei diesen Verfahren ist der relativ hohe Aufwand und die Verfligbarkeit der Me-
thoden an wenigen spezialisierten Zentren sowie im Zusammenhang mit der Zell-
kultur der hohe zeitliche Aufwand der Untersuchung anzusehen. Einfach zu ge-
winnendes Probenmaterial wie Blutproben sind fur die Diagnostik meist nicht gut
geeignet, da rickettsiale Nukleinsdure— wenn tberhaupt — nur in geringer Kon-
zentration wahrend einer Bakteriamie vorliegt. Eine Identifizierung durch eine
hochsensitive, spezifische Real-Time-PCR-Methode kénnte eine wertvolle Zeit-
ersparnis bei der Diagnostik und somit eine schnellere Therapieentscheidung
bringen. Zuséatzlich ware eine Einschatzung zum erwarteten Krankheitsverlauf in
Zusammenschau mit patientenindividuellen Risikofaktoren mdglich. Die Rickett-
sia helvetica spezifische Real-Time-PCR basiert auf der 5S-23S intergenetischen
Spacer-Region, deren relativ konservative Flanken eine hypervariable Sequenz
umschlie3en. Diese Zielregion kann auch Moglichkeiten fir die Entwicklung wei-
terer spezifischer Real-Time-PCR-Nachweisverfahren bieten. Auch in der For-
schung kénnen solche Verfahren zeit- und kostensparend eingesetzt werden. In
Kombination mit einer weitreichenden Kenntnis der endemischen Rickettsien-Ar-
ten in Bezug auf ein Gebiet, in dem ein Patient eine Infektion erworben hat,
konnte eine schnelle und spezifische Diagnostik erfolgen.

4.3 Verbesserung der Fahigkeiten zur Erregerisolation und
kulturelle Gewinnung von neuen Rickettsienisolaten

Das beschriebene Protokoll zur Erregeranzucht in Zellkultur erbrachte eine gute
Rate an erfolgreichen Isolationen. Insbesondere die erfolgreichere Anzucht mit-
tels Shell-Vial-Technik im Vergleich zur konventionellen Zellkultur zeigt, dass
diese bei zuklnftigen Untersuchungen zu bevorzugen ist. Auch in vorangegan-
gen Untersuchungen gibt es fur unterschiedliche Rickettsien Hinweise, dass die
Anzucht mittels SV erfolgreicher verlauft (Kelly et al. 1991; Birg et al. 1999). Hier
wurde dies durch die gewonnenen Isolate von R. monacensis und die hohere
Anzahl an Isolaten von R. helvetica fir diese beiden Rickettsien-Spezies bestéa-
tigt.

Grundlage dafir konnte eine erleichterte Zellinvasion der Rickettsien durch die
mechanischen Krafte oder eine hohere Dichte der zelladharenten Erreger durch
die Zentrifugation im Gegensatz zur passiven ,Ablagerung® der Rickettsien auf
den Zellen bei konventioneller Zellkultur sein, da sich Rickettsien nicht aktiv fort-
bewegen kdnnen. Bei den Mechanismen der Zellinvasion gibt es zusatzlich Un-
terschiede zwischen den Gruppen. Ob die unterschiedlichen Invasionsmechanis-
men unmittelbaren Einfluss auf die Pathogenitéat der unterschiedlichen Arten ha-
ben, konnte bisher nicht geklart werden. Es ist jedoch mdglich, dass die unter-
schiedlichen Invasionsmechanismen in Bezug auf den kulturellen Nachweis eine
Erklarung fiur den hoheren Erfolg von Anzuchten in Shell-Vial-Technik fir beide
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Gruppen darstellen. Die diskutierte hohere Anzahl von zelladharenten Rickett-
sien erleichtert in beiden Féllen die Invasion der Erreger in die Zelle. Durch die
Zentrifugation erfolgt die ,,Ablagerung“ auch innerhalb kirzerer Zeit als beim pas-
siven, rein durch die Schwerkraft bedingen Absetzen der Erreger. Hierdurch kann
die Vermehrung in der Kultur schneller beginnen und insgesamt bis zur Passage
eine hohere Infektionsrate, beziehungsweise eine héhere Erregerzahl innerhalb
der Kultur erreicht werden.

Aus den SV erfolgte nach 6 - 8 Tagen eine Passage in konventionelle Zellkultur-
flaschen, um einem toxischen Effekt der Infektion bezogen auf die geringere Zell-
zahl vorzubeugen. Durch die vermutete hohere Infektionsrate der Zellen in den
SV im Vergleich zur konventionellen Anzucht kann erklart werden, dass trotzdem
in den Passagen der hohere Anzuchterfolg erhalten blieb.

R. helvetica wurde in Vero E6 Zellen bei einer Temperatur von 32°C erfolgreich
angezichtet. Es ist also davon auszugehen, dass dies die optimale Temperatur
fur die Vermehrung des Erregers in dieser Zelllinie ist. Im Vergleich dazu waren
jedoch R. monacensis Anzuchten bei 32°C nicht oder weniger erfolgreich. Paral-
lele Anzuchten bei unterschiedlichen Temperaturen erbrachten optimale Ergeb-
nisse bei 28°C. Hinsichtlich des kulturellen Erregernachweises aus Patientenpro-
ben mussen diese Unterschiede bertcksichtigt und weiter untersucht werden.
Ein Anzuchterfolg aus Patientenmaterial, insbesondere aus Blut ist bisher nur
selten gelungen (Marrero und Raoult 1989). Aus Biopsien von Haut im Bereich
der Eschare bei Rickettsien-Spezies, die diese typischerweise ausbilden, ist ein
Nachweis haufiger gelungen (Melles et al. 1999). Ein weiterer Ansatzpunkt zur
Optimierung der Anzucht von R. monacensis wéare die Verwendung anderer Zell-
linien wie zum Beispiel Insektenzellen, welche bei geringeren Temperaturen in-
kubiert werden kdnnen, da sie von wechselwarmen Organismen stammen. Eine
Anzucht von R. monacensis in einer Zellinie, welche von Zecken stammt, gelang
in vorherigen Untersuchungen; hierbei wurden jedoch die Zellen bei 34°C inku-
biert (Simser et al. 2002). Vergleichende Ansatze mit verschiedenen Zelllinien
und bei unterschiedlichen Temperaturen konnten in zukinftigen Untersuchungen
ein genaueres Ergebnis liefern, welche Zellen und welche Temperatur zu einem
optimalen Anzuchtergebnis fir R. monacensis fuhren.

Da bei groBeren Wirbeltieren selten generalisierte Rickettsiamien auftreten,
kénnte eine Abhangigkeit der Vermehrungsrate von der Umgebungstemperatur
eine Rolle fur den Nachweis als auch fur die Erregeranzucht aus Patientenmate-
rial spielen. Der hohere Erfolg von Nachweisen aus Hautproben kann bei Arten
mit geringerem Temperaturoptimum zur Vermehrung mit einer hdheren Erreger-
dichte an diesen Korperstellen fihren. Menschliche Haut hat je nach Umge-
bungstemperatur eine Temperatur von 24 - 34°C. Wenn sich die Rickettsien nach
einem Stich dort etablieren und vermehren kdnnen, kann eine Infektion von dort
ausgehend generalisiert auftreten. Moglicherweise entscheidend in der Frage der
unterschiedlichen Pathogenitat von Rickettsien ist, wie die Erreger die hdhere
Temperatur im Blut, im Korperkern und in den befallenen Organen kompensieren
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und sich dort weiter vermehren. Der dann auftretende pathogene Effekt ist nicht
durch den Erreger selbst, sondern durch die Immunreaktion bedingt und z.B. Zy-
tokin-induziert. Hierdurch entsteht eine Fehlfunktion der befallenen Epithelien
und in der Folge ein Organversagen (Sahni et al. 2019). In der Fallbeschreibung
einer Patientin mit Meningoenzephalitis erfolgte ein Nachweis von R. helvetica
aus dem Liquor der Patientin (Nilsson et al. 2010). Die Rickettsien wurden hier
vermutlich aus befallenem Gewebe in die umgebende Koperflissigkeit freige-
setzt. Es gilt hier weitere Forschung anzustreben, um die genauen Zusammen-
hange zu den Pathomechanismen zu klaren.

Hinsichtlich der klimatischen Bedingungen fiir eine Vermehrung der Erreger im
naturlichen Reservoir, kdnnte auch eine Erklarung fur das bevorzugte Vorkom-
men verschiedener Arten in bestimmten klimazonengebundenen Vektoren lie-
gen. Die Vektoren und Wirte sind biologisch an warmere oder kaltere Bedingun-
gen angepasst, die Erreger vermehren sich symbiontisch am besten innerhalb
der entsprechenden Reservoire. Eine Anderung dieser Bedingungen kann zu ho-
heren oder geringeren Nachweisquoten bzw. Erregerzahlen fuhren und stellt so-
mit einen maoglichen Einflussfaktor fur das Risiko der Krankheitsiibertragung dar.

4.4 Klarung des Vorkommens einer einmalig im Jahr 2004
gefundenen Rickettsien-Spezies mit Ahnlichkeit zu R.
massiliae

Die 2004 in der 16S R. massiliae ahnliche Spezies wurde im beprobten Gebiet
nicht erneut nachgewiesen. Eine mdgliche Ursache dafur ware eine zu kleine
Stichprobe beziglich dieser Fragestellung in vorliegender Arbeit. Eine weitere,
ausgedehntere Beprobung des Gebiets ware moglich, um dieser Frage weiter
auf den Grund zu gehen. Allerdings muss auch in Betracht gezogen werden, dass
der Nachweis ein zum damaligen Zeitpunkt einmaliger Befund war und sich die
Spezies nicht dauerhaft in dem dort vorhandenen Reservoir etablieren konnte.
Es gibt Hinweise, dass bestimmte Spezies und Subspezies in definierten Klima-
zonen ausschlief3lich oder gehauft vorkommen (Parola et al. 2013). Viele Rickett-
sien befallen zudem bevorzugt eine bestimmte Zecken-Spezies. Fur R. massil-
liae ist dies Rhipicephalus sanguineus. Diese Art Zecken kommt bisher vor allem
in Regionen mit warmerem Klima vor. Es gibt jedoch zahlreiche Hinweise, dass
sich in den letzten Jahren verschiedene Zecken-Arten weiter Richtung Norden
ausbreiten, wo sie bisher nicht oder kaum vorkamen (Dautel et al. 2006).

Eine maogliche Erklarung fur den einmaligen Nachweis wére ein Einschleppen der
beschriebenen Spezies in das beprobte Gebiet, in einem Zeitraum, in dem Be-
dingungen herrschten, die fir R. sanguineus guinstig waren. Das beprobte Wald-
gebiet dient des Weiteren als Naherholungsgebiet fir Spaziergdnger und deren
Haustiere. Eine Einschleppung von Zecken zum Beispiel aus Urlaubsgebieten
mit Vorkommen von R. massiliae, oder anderer nicht vor Ort endemischer Spe-
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zies und die Ubertragung der Erreger auf die lokale Zeckenpopulation in einzel-
nen Fallen ware daher denkbar und kdnnte den einmaligen Nachweis erklaren.
Wenn bis zur nachsten Beprobung die Ubertragung der Erreger an weitere
Wirtstiere oder andere Zecken nicht erfolgt ist, konnte sich der Erreger nicht dau-
erhaft vor Ort etablieren. Die dauerhafte Etablierung eines Erregers ist von meh-
reren Faktoren abhangig. Vektoren, Wirte und deren Biologie, sowie die des Er-
regers selbst, spielen hierbei eine wesentliche Rolle.

Fur die Ubertragung von Rickettsien von Zecke zu Zecke sind verschiedene
Wege untersucht und beschrieben worden. Sie kann innerhalb einer Zeckenpo-
pulation sowohl vertikal als auch horizontal erfolgen. In einem kiinstlichen Futte-
rungsmodell wurde eine horizontale Ubertragung von R. massiliae und R. raoultii
bei Co-Feeding fur D. reticulatus und R. sanguineus nachgewiesen (Olivieri et al.
2018). Bei einer ausreichenden Bakteriamie eines Wirts ist diese Ubertragung
auch auf Ixodes-Zecken denkbar. Fir diese Art Zecken ist wiederum eine transo-
varielle Ubertragung verschiedener Rickettsien-Arten beschrieben. Ein Vorkom-
men von R. massiliae in dem beprobten Gebiet unter guten Bedingungen fiir die
verschiedenen Vektoren in verschiedenen Entwicklungsstadien zu einem defi-
nierten Zeitpunkt vor dem ersten Nachweis kénnte bestanden haben. Eine Ande-
rung der Umweltbedingungen konnte jedoch dazu gefiihrt haben, dass sich der
Erreger vor Ort nicht weiter vermehren und dauerhaft etablieren konnte und so
zum Zeitpunkt dieser Studie nicht mehr nachgewiesen werden konnte. In diesem
Fall wirde auch eine gréRere Stichprobe keinen weiteren Nachweis und damit
keine neuen Erkenntnisse liefern.

Insgesamt gibt es wenige Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen Kkli-
matischen Bedingungen und dem Vorkommen bestimmter Rickettsien-Spezies.
Will man diesen Zusammenhang eindeutig klaren, wéaren weitere umfangreiche
Untersuchungen in vielen Gebieten mit unterschiedlichen klimatischen Bedingun-
gen Uber langere ZeitrAume mit regelmafiger Beprobung und Untersuchung not-
wendig. Es zeigen sich jedoch aktuell angesichts des Klimawandels immer mehr
lokale und globale Extremwetterlagen. Auch Temperaturen und Niederschlags-
mengen im Jahresverlauf veréandern sich stetig (Wetter und Klima - Deutscher
Wetterdienst - Basisfakten zum Klimawandel 2022). Diese wechselhaften Bedin-
gungen erschweren es zusatzlich, einen eindeutigen Zusammenhang herzustel-
len.

Das entsprechende Originalmaterial zum Nachweis der R. massiliae @hnlichen
Rickettsien-Spezies ist nicht mehr vorhanden, es existieren nur die 16S rDNA-
Sequenzdaten. Daher ist auch eine weitere Untersuchung weiterer MLST-Tar-
gets der fraglichen Probe und der Vergleich mit den neu gewonnen Stammen,
eine Erregeranzucht oder weitere Untersuchungen zur Klarung dieses Befundes
nicht mehr moéglich. Es bleibt also ungeklart, welche Spezies zu diesem Befund
gefuhrt hat und ob in diesem Gebiet eine Ausbreitung bisher als nicht endemisch
betrachteter Rickettsien-Arten im Zusammenhang mit Klimaveranderungen und
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veranderter Ausbreitung verschiedener Vektoren stattgefunden hat oder weiter-
hin stattfindet.
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Anhang:
Liste Material

Gerate

Brutschrénke

Modell 700 (NIZK)

Hareus (IKZ)
Elektophorese
ChemiDoxXRS (Kamera)
RunOne Electrophoresis Cell
Feinwaage

Mikrowelle
Gewebshomogenisierung
FastPrep 24

Magna Pure LC

Gefrier - und Kuhlschrénke

Mikroskope

Floureszenzmikroskop DMS5000

Mikroskope (insvers)

Stemi DU4 (Stereolupe Zecken sortieren)

DMIL LED (NIZK)

AE21 (1ZK)
PCR
GeneAmp PCR System 2004
GeneAmp PCR System 9700
Light Cycler 1.5
Pipetten
Pipettierhilfe Pipetus

Pipetten

Memmert

Thermofisher Scientific

Biorad
Embitec
Satorius

Bosch

MP Biomedical

Roche

Liebherr

Leica

Zeis

Leica

Motic

Perkin Elmer

Applied Biosystems

Roche

Hirschmann

Eppendorf
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Zentrifugen

Biofuge pico (Probenaufbereitung)
Minspin plus (Cyclerraum)

LC Carousel Centrifuge

5424 R (Gelraum DNA —Aufr.)
Rotata 460R (Shell Vial Zentrifuge)

Galaxy Mini Star

Reagenzien

Gelelektrophorese

TAE Puffer 50x

Argarose

Gelred

Ladder

IHFT

Antikorper SFG 1gG

Konjugat

PBS

Tween

Formalin

Aceton

Methanol

Evansblue

Fluorescent Mounting Medium
Kits

Magna Pure Kit

DNA FastStartHybProbe (Real-Time-PCR)

Platinum Taq Polimerase (konventionelle PCR)

Heraeus
Eppendorf
Roche
Eppendorf
Hettich

VWR

PanReac AppliChem
Roth
Biotoum

Invitrogen

Fuller Laboratories
Dako

Euroimmun ZF
PanReac AppliChem
Merk

Roth

Sigma Aldrich
Biomeril

Dako

Roche
Roche

Invitrogen
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QIAQuick PCR Purification Kit

Primer/Sonden

Qiagen

Primer und Sonden von Invitrogen gel6st in 10pl DNAse freiem Wasser, gela-

gert bei -20°C in 30ul Alliquots.

PanRickPrimer plus Taq

HelvPCR 23S Primer plus Taq
OmpA/B Primer, 16S/23S Primer plus PlatiniumTaq

Rickettsienstamme fur Positivkontrollen (PCR)

AS 819 R. helvetica
Zellkultur

FKS

MEM

NEAA
Antibiotikum/Antimykotikum
Zelllinien

VeroE6

Verbrauchsmaterialien

Kryordhrchen
Lysing Matrix A Tubes

LightCycler Glaskapillaren

MiniatureaktionsgefalRe (1,5 ml)

Pipettenspitzen PEQLAD Safeguard

Pipettenspitzen ArtGel gestopft

Pipettenspitzen Pipettboy
Platten Magna Pure

Reaktionsgefal3e (50 ml)

Roche
Roche

Invitrogen

Gibco
Gibco
Gibco

Gibco

American Type Culture
Collection (ATCC)

Thermofisher Scientific
MP Biomedical

Roche

Eppendorf

PEQLab Biotechnologie
GmbH
Thermofisher Scientific

Falcon
Roche

Falcon
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Shell Vials
Zellkulturflaschen

Zellschaber Castor

SterilinUK
Thermofisher Scientific

Corning Incorporated
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