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Meinen Eltern



Parturient montes, nascetur ridiculus mus.

(Horaz, Ars poetica, Vers 139)
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Einleitung

1. Einleitung

Bei der Frihsommer-Meningo-Enzephalitis (FSME) und der Borreliose handelt es
sich um zeckenubertragene Krankheiten. Die FSME ist die bedeutendste durch
GliederfulBler  Ubertragene  Viruserkrankung (sogenannte  Arbovirose) in
Zentraleuropa, die zum Teil bleibende, schwerste neurologische Schaden (z. B.
Lahmungen) und eine Letalitdt von 1-2 % verursacht (Knipe et al., 2001). In
Deutschland entfallen ein Drittel der flr das Jahr 2003 registrierten Infektionen mit
dem FSME-Virus (Flaviviridae, RNS-Virus) allein auf Bayern. Die Lyme Borreliose,
hervorgerufen durch das Bakterium B. burgdorferi sensu lato (Burgdorfer et al., 1982)
ist die haufigste vektor-ubertragene Erkrankung in Deutschland. Da es sich bei der
Borreliose nicht um eine meldepflichtige Erkrankung handelt, liegen derzeit keine
exakten Angaben uber Pravalenz und Inzidenz vor (Oehme et al., 2002).
Schatzungen zufolge liegt die Inzidenz der Lyme Borreliose in Europa zwischen 16
und 140 je 100.000 Einwohner (O’Conell et al., 1998; Stanek et al., 1993). Dabei
belaufen sich die Therapiekosten auf etwa 50 Milionen Euro. Mit der
Weiterbehandlung chronischer Verlaufsformen kdnnen sich die Kosten bis auf das
Doppelte erhohen (Huppertz et al., 1999). Der Infektionszyklus von FSMEV und
Borrelia burgdorferi sensu lato ist sehr komplex. Die Erreger werden von
Reservoirwirten durch die verschiedenen Zeckenstadien aufgenommen. Diese
fungieren als Vektoren und kénnen die Erreger auf Menschen und Tiere Ubertragen.
Uber das Vorkommen der Erreger im Reservoirwirt Maus ist bislang nur wenig
bekannt. Aber gerade diese Daten sind fur die Risikobewertung einer Region basal.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, in ausgewahlten Regionen Bayerns
Wildmauspopulationen und Zecken auf das Vorkommen von FSMEV und Borrelien
hin zu untersuchen, um so Ruckschlusse auf das aktuelle Gefahrdungspotential fur
Mensch und Tier zu ziehen. Zu diesem Zweck wurden in unterschiedlichen
Untersuchungsarealen in Bayern Wildmause und Zecken gefangen. Fur die
Untersuchungen wurden neue, hochsensitive nested PCRs etabliert. In den
Wildmausen wurden Faktoren, die auf das Infektionsgeschehen Einflul nehmen
analysiert. Positive Proben wurden sequenziert und die ermittelten Sequenzen fur
phylogenetische Analysen verwendet. Die erhaltenen Daten wurden mit bekannten

Daten zu Vorkommen der Erreger in Zecken und Mensch verglichen.
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2. Schrifttum

2.1. Bedeutung der Lyme Borreliose und der Frihsommer-Meningo-
Enzephalitis (FSME)

Zeckenubertragene Infektionen haben in der nordlichen Hemisphare in den letzten
20 Jahren betrachtlich zugenommen. Die Ursachen fir diese Entwicklung sind nicht
genau bekannt. Diskutiert wird, dass die globale Klimaerwarmung hier eine
wesentliche Rolle spielen konnte. In Deutschland gehoren neben der Lyme
Borreliose und der Frihsommer-Meningo-Enzephalitis (FSME), die Ehrlichiose, das
Q-Fieber und die Babesiose zu den wichtigsten durch Zecken Ubertragenen
Infektionen  (Bundesinstitut  fir  gesundheitlichen  Verbraucherschutz  und
Veterinarmedizin, www. BgVV.de/cd/542). Aufgrund der Relevanz fur die vorliegende
Arbeit wird im Folgenden auf die Bedeutung der beiden erstgenannten Erreger
eingegangen.

Sowohl das Bakterium Borrelia burgdorferi, als auch der Erreger der FSME, das
FrGhsommer-Meningo-Enzephalitis-Virus (FSMEV) sind auf einen Vektor-Wirts-
Kreislauf angewiesen, der Zecken und verschiedene Saugetierwirte umfasst (Nuttall,
1999). Warme Winter begunstigen die Vermehrung von Kleinnagern, die als
Virusreservoir angesehen werden, ebenso wie das gehaufte Auftreten des Vektors
Zecke (Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus), (Kunz, 1999). Parallel dazu hat sich in
einer modernen Industrie- und Dienstleistungsgesellschaft das Bedurfnis der
Menschen nach einer Freizeitgestaltung, die sich vornehmlich in der freien Natur
abspielt verstarkt (Gratz, 1999; Gubler et al., 2001; Rodriguez-Garcia, 2001).

In diesen Zusammenhangen lasst sich die gestiegene Bedeutung der Lyme
Borreliose bei Mensch und Tier verstehen (Berglund et al., 1995). Die Lyme
Borreliose ist eine Zoonose, hervorgerufen durch Borrelia burgdorferi. Das
Vorkommen von Borrelia burgdorferi deckt sich grofitenteils mit der geographischen
Verbreitung von Ixodes ricinus Zecken (Abb. 1), dem Hauptvektor des Erregers. Das
Verbreitungsgebiet liegt in Europa hauptsachlich zwischen dem 40. Breitengrad als

sudliche Begrenzung und dem 60. Breitengrad im Norden (Horst, 2003).
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Abb. 1: Verbreitungsgebiete von Ixodes ricinus (gestrichelte Linie) und Ixodes

persulcatus (durchgehende Linie), (modifiziert nach Monath & Heinz, 1996).

Kenntnisse uber Vorkommen und Haufigkeit dieser Erkrankung in Deutschland sind
luckenhaft. In Deutschland besteht nach dem deutschen Infektionsschutzgesetz
keine Meldepflicht flr die Borreliose. Angaben zu Pravalenz und Inzidenz basieren
daher auf Schatzungen (Oehme et al., 2002). Lediglich einige Bundeslander (Berlin,
Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen-Anhalt und der Freistaat
Sachsen) machten von der Moglichkeit der Ausweitung der Meldepflicht nach §15 (3)
des Infektionsschutzgesetzes (IfSG) Gebrauch und Ubermitteln dem RKI (Robert-
Koch-Institut) regelmallig Daten Uber auftretende Erkrankungen (RKI,
Epidemiologisches Bulletin Nr. 28 / 2004). Als Erfassungsgrundlage werden vom RKI
Falldefinitionen bereitgestellt (Falldefinition des RKI zu Borrelia burgdorferi sensu
stricto, Borrelia garinii, Borrelia afzelii | Erythema migrans, frihe Neuroborreliose,
Epidemiologisches Bulletin Nr. 28 / 2004). In diesen Bundeslandern ist, seit Beginn
der Ubermittlung von Lyme Borreliose-Erkrankungen an das RKI im Jahr 1991, ein
Anstieg der gemeldeten Neuerkrankungen zu verzeichnen. So lag die Zahl der
Ubermittelten Falle bis 1995 noch unter 300. 1998 stieg die Zahl auf Uber 1.500
Neuerkrankungen und erreichte im Jahr 2003 mit 3.968 Ubermittelten
Neuerkrankungen den bisherigen Hochstwert (Epidemiologisches Bulletin Nr. 28 /
2004). Die Infektion erfolgt meist von Marz bis Oktober (bei entsprechenden
Witterungsbedingungen eventuell auch friher oder spater). Ein Gipfel besteht in den
Monaten Juni und Juli. Untersuchungen aus dem Jahr 1999 zeigen, dass in Bayern

im Menschen eine Seropravalenz fur Borrelien von 14 % zu finden ist. Wobei sich

3
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80 % der seropositiven Personen nicht an einen vorangegangenen Zeckenstich
erinnern konnten (Reimer et al., 1999). Uberproportional haufig betroffen sind
Personen, die sich berufsbedingt (Forst-, Landwirtschaft) oder aufgrund ihrer
Freizeitaktivitdt vermehrt in Zeckenbiotopen aufhalten (Maiwald et al., 1995).

In den gemaRigten Breiten Europas (Tschechien, Slowakei, Ungarn, Osterreich,
Slowenien, Schweiz, Polen, Schweden, Deutschland) ist das FSMEV endemisch
(Heinz & Mandl, 1993; Monath & Heinz, 1996). Im letzten Jahrzehnt konnte auch in
diesen Landern ein Anstieg an FSME-Erkrankungen festgestellt werden (Kunz, 1999;
Randolph et al., 1999; Suss, 2003). Zum Beispiel war in Schweden im Jahr 1994
eine Verdreifachung, im Jahr 2001 eine Verdoppelung der FSME Falle im Vergleich
zum jeweiligen Vorjahr zu beobachten. Dabei wurde eine Korrelation zu dem
veranderten, milderen Klima und der damit einhergehenden Zunahme von Zecken
nachgewiesen (Lindgren & Gustafson, 2001). Seit 1997 ist die FSME sogar in
Norwegen, aulRerhalb der klassischen Endemiegebiete, zu finden (Ormasen et al.,
2001; Skarpaas et al., 2001). Infektionen mit dem FSMEV treten dabei ebenfalls
saisonal abhangig von den jahreszeitlichen Temperaturschwankungen in den
Monaten Marz bis November auf (Kaiser, 2000). Insgesamt ist in den letzten Jahren
eine Veranderung des saisonalen Infektionsmaximums festzustellen. Infektionen
werden etwa drei Wochen friher als in den letzten Jahren verzeichnet (ersichtlich
anhand Daten vom RKI und Osterreich, Dobler G., pers. Mitteilung). FSME wird als
die bedeutendste Arbovirose in Zentraleuropa angesehen (Knipe et al., 2001). Auch
hier infizieren sich die meisten Patienten in ihrer Freizeit (Kaiser, 1996).
Erkrankungen mit dem meist von Ixodes ricinus Zecken Ubertragenen Europaischen
Subtyp des FSMEV verlaufen dabei milder als Infektionen mit dem Ferndstlichen
Subtyp der sich eher Zecken der Art Ixodes persulcatus als Vektor bedient (Heinz &
Mandl, 1993). Die Verbreitung der beiden FSMEV Subtypen ist in Abbildung 2

dargestellt.
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Abb. 2: Verbreitungsgebiete von FSMEV; gelb gefarbtes Gebiet: Europaischer
Subtyp des FSMEV; rot eingefirbtes Gebiet: Fernostlicher Subtyp; ocker
gefarbtes Gebiet: Uberschneidungsgebiet der beiden Subtypen

(Quelle: http://www.punkki.net).

In Deutschland sind Gebiete in Bayern, in Baden-Wurttemberg und im Odenwald
(Hessen) endemisch fiur FSMEV. Im Gegensatz zur Lyme Borreliose besteht fir die
FSME nach §7 Abs. 1 des Infektionsschutzgesetzes (IfSG) eine Meldepflicht. Auch
hier stellt das RKI Falldefinitionen als Erfassungsgrundlage bereit (Falldefinitionen fur
meldepflichtige Infektionskrankheiten, Epidemiologisches Bulletin Nr. 2 / 2002). Im
Jahr 1994 wurde eine Verdreizehnfachung (von 11 auf 142 Falle pro Jahr) der
humanen FSME Falle beobachtet (Kaiser, 1995). 2003 konnten sogar 276 humane
FSME-Falle in Deutschland registriert werden. Fur das Jahr 2004 sind bislang 193
Falle bekannt (RKI, Epidemiologisches Bulletin, Stand 08.10.2004). Auch hier sind
Risikogruppen (Forst- und Landwirtschaft) starker betroffen. So konnte z.B. bei
Waldarbeitern in Berlin-Brandenburg eine FSME-Seropravalenz von 29 % festgestellt
werden (RKI Epidemiologisches Bulletin Nr. 16 / 2000). Je nach Anzahl der
auftretenden FSME-Erkrankungen werden Stadt-/ Landkreise als Risiko- bzw.
Hochrisikogebiete bezeichnet. Allerdings werden fir diese Einteilung lediglich
humane Erkrankungsfalle berlcksichtigt. Als FSME Risikogebiet gelten dabei Kreise,

in denen mindestens funf autochthon entstandene FSME-Erkrankungen in einer flnf
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Jahresperiode oder mindestens zwei autochthon entstandene FSME-Erkrankungen
innerhalb eines Jahres registriert wurden. Als FSME Hochrisikogebiet gelten
diejenigen der als Risikogebiet ausgewahlten Kreise, in denen in einer funf
Jahresperiode mindestens 25 FSME-Erkrankungen aufgetreten sind (RKI,
Epidemiologisches Bulletin, Nr. 21 / 2003). Deutschlandweit gelten derzeit 83 Stadt-
bzw. Landkreise als FSME Risikogebiete, 45 davon entfallen auf Bayern, weitere 30
sind in Baden-Wurttemberg zu finden. Neun Landkreise werden als
Hochrisikogebiete angesehen.

Unklar bleibt, wie viele der Erkrankungen tatsachlich gemeldet werden und ob die
veroffentlichten Daten den tatsachlichen Verhaltnissen entsprechen. In Anbetracht
dessen, dass klinisch geringgradig ausgepragte Falle unter Umstanden nicht
diagnostiziert werden, bleibt die Dunkelziffer ungeklart. Andererseits konnte ein
Anstieg der registrierten Falle auch durch verbesserte diagnostische Methoden oder
eine erhdhte Aufmerksamkeit Grund flr den Anstieg der registrierten Falle sein.

Die zunehmende Relevanz dieser Erreger erfordert genaue Kenntnisse Uber die
Epidemiologie der zeckenubertragenen Infektionskrankheiten. Die Lokalisation der
Naturherde bzw. Regionen in denen Infektionen gehauft auftreten, stellen die

Grundlage fur infektionsprophylaktische Mallnahmen dar (Kimmig, 2004).
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2.2. Erreger-Vektor-Wirt-Interaktion

Sowohl das FSMEV als auch Borrelia burgdorferi sind auf einen Vektor-Wirts-
Kreislauf angewiesen, der Zecken und verschiedene Saugetierwirte umfasst (Nutall,
1999). Diese Zoonose-Erreger treten dabei in sogenannten Naturherden, Risiko- und
Endemiegebieten auf (Suss, 2003). Das Naturherdkonzept wurde bereits 1939 von
E. Pavlovski entwickelt und seitdem von anderen Autoren weiter ausgearbeitet. Es
beschreibt das langer andauernde Auftreten eines bestimmten Erregers in einem
endemischen, also raumlich begrenzten Gebiet. Dabei ist der Erreger nicht primar im
Menschen, der einen Fehlwirt darstellt, angesiedelt (Suss, 2003). Im Laufe der Zeit
konnten sich hier wechselseitige Beziehungen zwischen Krankheitserreger, Vektor
und Wirt ausbilden (Pavlovski, 1939; Pavlovski, 1966; Kahl, 1994). Durch diese
Interaktionen wird der Ubertragungsmodus bestimmt (Nuttall, 1999; Suss, 2003). Die
Erreger werden dabei von hamatophagen Vektoren auf Wirbeltiere (Reservoirwirte)
Ubertragen. Als Vektor kommen hier vor allem Zecken der Art Ixodes ricinus
(gemeinhin ,Holzbock” genannt) eine besondere Bedeutung zu, da sie etwa 90 % der
gesamten Zeckenfauna West- und Mitteleuropas ausmachen (Eckert, 1998). Im
Kontrast zum aktiven Vektor, den saugenden Zecken, werden die Vertebraten, die
das Naturreservoir fur die Erreger darstellen, als passive Mitglieder in der Vektor-
Reservoir-Beziehung beschrieben (Labuda & Randolph, 1999; Spielman et al.,
2001).

Interessanterweise ist eine Erregertbertragung auch direkt von einer infizierten auf
eine nicht-infizierte Zecke wahrend einer gemeinsamen Blutmahlzeit (sogenanntes
co-feeding) mdglich, ohne dass dabei eine disseminierte Infektion im Wirt vorliegen
mul (Gern & Rais 1996; Randolph et al., 1996; Patrican, 1997; Labuda et al., 1997,
Rosa et al., 2003).
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2.2.1. Ixodes ricinus als Vektor

Zecken sind temporare Ektoparasiten, die von ihren Wirten Blut und Lymphe
aufnehnmen. Dies und die Besonderheiten ihrer Entwicklung (siehe unten)
pradestiniert sie, als Vektor fur Infektionserreger zu fungieren (Suss, 2003). Weltweit
sind Uber 850 verschiedene Zeckenarten bekannt (Keirans, 1992). In West- und
Mitteleuropa gibt es rund 20 Schildzeckenarten, die den Gattungen Ixodes,
Rhicephalus, Dermacentor und Haemaphysalis angehoren (Eckert, 1998). Die am
haufigsten vorkommende Zeckenart Europas (Eckert, 1998) Ixodes ricinus gehort
dem Stamm der Arthropoden, der Klasse der Arachnida und der Ordnung der Acari
an. Sie sind den Schildzecken zugehdrig, die auf ihrem Ricken ein Scutum (einen
chitinisierten Ruckenschild) tragen. Bei mannlichen Tieren wird der Rucken
vollstandig von diesem Schild bedeckt, im Gegensatz zu den weiblichen Tieren und
den Entwicklungsstadien, bei denen der herzférmige Schild nur im vorderen Bereich
des Ruckens liegt (Liebisch & Liebisch, 2003), (Abb. 3A).

Abb. 3A: Verschiedene Entwicklungsstufen (Larven (L), Nymphe (N) und
adultes Weibchen (W) von Ixodes ricinus; B: Saugwerkzeug einer Zecke, 1=
Pedipalpen, 2= Hypostom, 3= Cheliceren (Quelle: Baxter Deutschland GmbH).
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Ixodes ricinus durchlauft eine 3-wirtige Entwicklung. Dabei ist die Zecke in jeder
Entwicklungsstufe auf eine Blutmahlzeit angewiesen, um das nachste
Entwicklungsstadium zu erreichen. Nach der Blutmahlzeit verlassen die Zecken ihre
Wirte, um sich auf dem Erdboden zu hauten (Liebisch & Liebisch, 2003). Der
Lebenszyklus der Zecken (Abb. 4) beginnt mit der Eiablage, wobei ein einziges
Weibchen bis zu 3000 Eier legen kann (Kutzer, 1992). Bereits die abgelegten Eier
konnen mit FSMEV oder B. burgdorferi infiziert sein (Liebisch & Liebisch, 2003). Dies
wird als transovarielle oder vertikale Ubertragung bezeichnet. Aus den Eiern
schltpfen die ca. 0,5 mm grol3en, leicht durchsichtig anmutenden Larven. Aufgrund
ihres relativ begrenzten Aktionsradius dicht Uber dem Erdboden, befallen sie
vorzugsweise Wirte, die sich in der bodennahen Vegetation aufhalten (z.B. Mause).
Jedoch werden auch Vogel und grolRere Saugetiere (einschliel3lich dem Menschen)
befallen. Fur die Wirtsfindung orientiert sich die Zecke an mechanischen,
thermischen und chemischen Reizen. Ist ein potentieller Wirt ausgemacht, lasst sich
die Zecke von der Vegetation abstreifen, klammert sich an ihm fest und sucht nach
einer geeigneten Einstichstelle (Liebisch & Liebisch, 2003). Fur die
Nahrungsaufnahme ritzt die Zecke zunachst die Haut mit den Cheliceren (Abb. 3B)
ein und schiebt dann ihren Stechapparat (Hypostom, Abb. 3B) in die Wunde. Neben
entzindungs- und gerinnungshemmenden Substanzen wird auch eine
Zementsubstanz aus den Speicheldriusen der Zecke in die Wunde abgesondert, in
der sich die Zecke mit den am Hypostom befindlichen Widerhaken verankert
(Fingerle, 2001). Nach eingenommener Blutmahlzeit (ca. 3 Tage) lassen sich die
Larven zu Boden fallen und entwickeln sich zu Nymphen. Die bis zu 1,5 mm grof3en
Nymphen bevorzugen gro3ere Sauger und Vogel als Wirte (Abb. 4, rechts). Auch der
Mensch wird sehr haufig von Nymphen befallen (Liebisch et al., 1995). Nach dieser
ca. 5 Tage dauernden Blutmahlzeit schliel3t die Zecke ihre Entwicklung ab. Die
adulten Zecken warten dann, da sie zum Uberleben eine Luftfeuchtigkeit von ca.
80 % bendtigen, in einer maximalen Hohe von 1,5 m auf ihren nachsten Wirt von
dem sie sich abstreifen lassen. Die Begattung erfolgt in der Regel auf dem Wirtstier.
Das vollgesogene Weibchen fallt dann zu Boden und stirbt nach der Eiablage. Die
Gesamtentwicklungszeit kann bei 3-wirtigen Zecken mehrere Jahre dauern (Kutzer,
1992; Liebisch & Liebisch, 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass bis zu 35 % der Zecken mit Borrelien befallen sind,

wobei adulte Zecken im Durchschnitt zu 20 %, Nymphen zu 10 % und Larven nur zu
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etwa 1 % infiziert sind. Es wird davon ausgegangen, dass bei etwa einem Drittel der
Zeckenstiche eine Ubertragung der Borrelien auf Mensch oder Tier stattfindet
(Maiwald et al., 1998).

Merkmale, die Ixodes ricinus in ihrer Rolle als Vektor von anderen sympatrischen
Zeckenarten hervorheben, sind also ihr langer Lebenszyklus von 2-6 Jahren sowie
die jahreszeitlich Uberlappende Aktivitat von Larven und Nymphen. Dadurch konnen
sowohl viele verschiedene Wirte infiziert werden, ebenso wird eine
Infektionsiibertragung durch co-feeding (transstadiale oder horizontale Ubertragung)
erleichtert (Randolph et al., 1999; Liebisch & Liebisch, 2003). In Abbildung 4 ist der

Lebenszyklus von Ixodes ricinus dargestellt.

Larven saugen am 1. Wirt

Larven fallen zu
Boden

Aus Eiemn ' “

schltipfen j -

Larven ‘ A a‘ P
¥ 4

Larven entwickeln
W ﬂl‘.-:hen legen :
r sich zu Nymphen *

3, Wirt

ﬁ..:-'M

N}'mphen saugen
am 2. Wirtwirt

Weibchen saugen
am 3. Wirt

Nymphen entw: ||:ke||1 sich zu Adulten

Abb. 4: Lebenszyklus von Ixodes ricinus.
(Quelle: www.bibd.uni-giessen.de/gdoc/2000/uni)
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2.2.2. Mause als Naturreservoir

Weltweit sind Nagetiere mit einem breitgefacherten Spektrum von human- und
tierpathogenen Infektionskrankheiten assoziiert. Nager dienen einerseits als
Reservoir fur die stabile Zirkulation der Erreger und koénnen andererseits als
Erregerverschlepper und / oder —Ubertrager von Bedeutung sein (Faulde, 2004).
Durch Nischenbesiedlung innerhalb verschiedener Okosysteme sowie Verhaltens-
und Expositionsweise des Menschen, kann das Erregerspektrum der Nagetiere in
das direkte Umfeld des Menschen gelangen, was die Infektionswahrscheinlichkeit
erhoht (Faulde, 1998).

Die Fahigkeit des Reservoirwirtes Infektionen zu Ubertragen wird als Reservoir-
Kompetenz bezeichnet (Suss, 2003). Dabei ist die Wahrscheinlichkeit der
Infektionstbertragung wahrend der Blutmahlzeit vom Reservoirwirt auf den Vektor
unterschiedlich hoch. So sind z.B. Nagetierreservoire ca. zwei bis drei Wochen
nachdem sie selbst mit Borrelien infiziert wurden, hochinfektios fur die an ihnen
parasitierenden Zecken. Der Wirt infiziert dann nahezu alle an ihm saugenden
Zecken. Nach dieser Zeit nimmt die Infektiositat ab, jedoch liefl3 sich eine erfolgreiche
Ubertragung des Erregers auf die Zecke ungefahr noch weitere 200 Tage
nachweisen (Donahue et al., 1987; Shih et al., 1992). Fur das FSMEV konnte gezeigt
werden, dass Gelbhalsmause (siehe Tab. 1) das Virus auf 80 %, Feldmause auf
68 %, Rotelmause auf etwa 28 % der saugenden Zecken ubertrugen (Labuda et al.,
1997). Experimente mit Wildmausen dieser drei Genera zeigten auch, dass diese
eine Viramie durchmachen und Antikoérper bilden (Chunikhin & Kurenko, 1979;
Kozuch et al., 1981).

Die Reproduktionsrate eines Erregers wird durch die durchschnittliche Anzahl an
sekundaren Infektionen, die durch ein infiziertes Individuum in einer empfanglichen
Wirtspopulation vermittelt werden, definiert (Anderson & May, 1991). Somit ist ein
Reservoirwirt, der eine groRe Population mit hoher Reproduktionsrate bildet und
somit einen schnellen Generationswechsel aufweist, fur den Erreger von gro3em
Vorteil (Suss, 2003). Diese Bedingungen werden von Kleinnagern optimal erfullt. In
Tabelle 1 sind fUr diese Arbeit relevante, als Reservoirwirt mogliche Arten aufgefuhrt.
Dabei sind die Gelbhalsmaus (Apodemus flavicollis) und die Roételmaus
(Clethrionomys glareolus) die haufigsten in Zentraleuropa auftretenden Mausspezies
und sind somit bedeutsame Wirte vor allem fir die jugendlichen Stadien von Ixodes
ricinus (Labuda et al., 1997).

11
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Tab. 1: Taxonomie einiger als Reservoirwirt

Mausspezies (modifiziert nach Gern et al., 1998).

in Europa bedeutsamer

Familie Spezies Lateinische Bezeichnung
Muridae Echte Mause Brandmaus Apodemus agrarius
Waldmaus Apodemus sylvaticus

Gelbhalsmaus
Wanderratte
Hausratte
Arvicolidae Wuhlmause Roételmaus
Feldmaus

Erdmaus

Apodemus flavicollis
Rattus norwegicus
Rattus rattus
Clethrionomys glareolus
Microtus arvalis

Microtus agrestis

Bislang liegen nur wenige Untersuchungen uber die Verbreitung von Borrelien und

FSMEV in Wildmausen vor. In einer Studie konnte eine Korrelation zwischen der

geographischen Verteilung der Erreger und Anzahl der Reservoirwirte (vor allem

kleine Sauger in Waldern und Blschen) bzw. Vektoren (insbesondere Ixodes ricinus)

beobachtet werden (Nuttall & Labuda, 1994). Um das Infektionsrisiko kunftig besser

abschatzen zu konnen, ist es notwendig weitere Erkenntnisse Uber diese Naturherde

Zu gewinnen.
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2.3. Borrelien

2.3.1. Taxonomie

Bei Borrelien handelt es sich um gram negative Bakterien der Ordnung der
Spirochaetales und der Familie der Spirochaetaceae (Burgdorfer W., 1982). Die
Familien der Leptospiraceae und der Brachyspiraceae sind ebenfalls dieser Ordnung
zugehdrig. Aulder dem Genus Borrelia gehoren noch funf weitere Genera zur Familie
der Spirochaetacea (Tab. 2), (Paster & Dewhirst, 2000).

Tab. 2: Ubersicht iliber die Familien der Ordnung der Spirochaetales
(modifiziert nach Paster & Dewhirst, 2000).

Familie Genus
Spirochaetaceae Borrelia
Brevinema

Cristispira
Spirochaeta
Spironema
Treponema
Leptospiraceae Leptonema
Leptospira

Brachyspiraceae Brachyspira (Serpulina)

Das Genus Borrelia wird in zwei phylogenetische Hauptgruppen unterteilt. In der
einen Gruppe sind die Erreger des Ruckfallfiebers (z.B. B. duttonii, B. hispanica, B.
mazotti) zusammengefasst. Die andere Gruppe wird als Borrelia burgdorferi sensu
lato-Komplex bezeichnet, der auch die Erreger der Lyme Borreliose beinhaltet
(Kurtenbach et al., 1999).

Nach der Entdeckung des Erregers der Lyme disease durch Dr. W. Burgdorfer 1981
in Lyme (Connecticut / USA), nahm man zunachst an, dass es sich hierbei um einen
einheitlichen Stamm handeln wirde (Burgdorfer et al., 1982). Erst durch genetische
Analysen wurde die grolde Heterogenitat dieser Gattung deutlich. So sind bislang
zehn Genospezies (siehe Tab. 3) beschrieben (Baranton et al., 1992; Wang et al.,
1997; Le Fleche et al., 1997; Kawabata et al., 1993). Des weiteren werden derzeit
sieben OspA- und 70 OspC-Serotypen (davon wahrscheinlich nur 10 invasiv)

unterschieden (Baranton et al., 2001; Lagal et al., 2002).

13
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Tab. 3: Genospezies von Borrelia burgdorferi s. |. (modifiziert nach Baranton et
al., 1992; Wang et al., 1997; Le Fleche et al., 1997; Kawabata et al., 1993;
Baranton et al., 2001; Lagal et al., 2002).

Genospezies Verbreitungsgebiet Pathogenitat
B. burgdorferi sensu stricto Nordamerika / Europa pathogen

B afzelii Eurasien pathogen

B. garinii Eurasien pathogen

B. bissettii sp. nov. Nordamerika / Slowenien  pathogen / Einzelfall
B. valaisiana Europa unklar

B. lusitaniae Europa / Nordafrika unklar

B. turdi Eurasien unklar

B. tanukii Eurasien unklar

B. japonica Eurasien unklar

B. andersonii USA unklar

2.3.2. Morphologie

Borrelien sind schraubenformige Bakterien mit 4 bis 20 Windungen (Abb. 5A). Sie
haben eine Lange von 10-30 ym und eine Breite von nur 0,18-0,25 pm (Salyers &
Whitt, 2002). Borrelien bewegen sich wie die Ubrigen Spirochaten korkenzieherartig
(Barbour & Hayes, 1986). Dazu ist eine besondere Zellanatomie nétig (Abb. 5B). Sie
besitzen subterminal inserierte Endoflagellen. Diese befinden sich, eng um den
Zellkorper gewunden, zwischen der duf3eren und inneren Membran des Bakteriums.
Durch Kontraktion dieser Fibrillen kann der gesamte Zellkérper in eine rotierende
Bewegung versetzt werden. Auch in ihrer Langsachse sind Borrelien biegbar,
dadurch konnen sie auch seitliche Bewegungen ausfuhren (Horst, 2003). Diese
Bewegungsmechanismen ermdglichen Borrelien sowohl ein Eindringen in Gewebe,
als auch Fortbewegung in hochviskdsen Medien wie der extrazellularen Matrix
(Charon & Goldstein, 2002). Sie sind mikroaerophil und catalase-negativ (Russel et
al., 1984).

14
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B Querschnitt

Aussere Membran

Abb. 5A: Borrelie im Dunkelfeldmikroskop aufgenommen; B: Querschnitt durch

eine Borrelie, (Quelle Baxter).

Borrelien besitzen an ihrer auReren Membran keine Lipopolysaccharide (LPS),
jedoch sind in ihre auRere Membran einige Lipoproteine, die sogenannten outer
surface Proteine (Osp) eingelagert (siehe unten). Obwohl Borrelia Spezies keine LPS
aufweisen, wird durch ihre Oberflache dieselbe Entzindungsreaktion hervorgerufen,
wie durch LPS. Man vermutet, dass dies durch die outer surface proteine bedingt ist
(Salyers & Whitt, 2002).

2.3.3. Genomaufbau

Die genomische Struktur von B. burgdorferi ist, verglichen mit anderen Bakterien,
eine der komplexesten unter den Prokaryoten (Porcella & Schwan, 2001).
Spirochaeten des Genus Borrelia besitzen neben einem linearen Chromosom, mit
einer Grofe von 910-920 kbp und einem durchschnittlichen Guanin+ Cytosin Gehalt
(G+C) von 28,6 %, eine grol’e Anzahl an linearen und zirkularen Plasmiden (Fraser
et al., 1997). So konnte fur Borrelia burgdorferi gezeigt werden, dass es 12 lineare
sowie 9 zirkulare Plasmide mit ca. 610 kpb besitzt. Fur kein anderes Bakterium ist
eine solch grof3e Anzahl an extrachromosomalen DNS Elementen bekannt (Casjens
et al., 2000). Das Chromosom enthalt 853 Gene. Diese kodieren fur Proteine, die fur
die DNS-Replikation, -Transkription, -Translation sowie den Stoffwechseltransport
und Energiemetabolismus bendtigt werden. Gene, die flir zellulare biosynthetische
Reaktionen kodieren, sind jedoch kaum vorhanden. So konnten keine Gene ermittelt
werden, die fur Cytochrome, respiratorische Proteine, oder fur Enzyme des

Zitronensaurezyklus (ausgenommen Succinat Dehydrogenase) kodieren (Fraser et

15



Schrifttum

al., 1997). Diese Erkenntnis deckt sich mit der Beobachtung, dass Borrelien zwar in
Anwesenheit von Sauerstoff wachsen konnen, ihn aber fir ihr Wachstum nicht
bedurfen (Salyers & Whitt, 2002). Ein fur Lipopolysaccharide kodierendes Gen ist
ebenfalls nicht existent. Ein weiterer faszinierender Aspekt an Borrelien ist, dass sie
eine neue Strategie entwickelt haben, die es ihnen ermdglicht, eisenunabhangig zu
sein. Die wenigen Metalloproteine flr die das Genom kodiert benétigen Mangan
anstatt Eisen. Dies verschafft ihnen einen besonderen Vorteil, da sie nicht auf die
limitierten Eisenvorrate des Wirtsorganismus angewiesen sind (Posey & Gherardini,
2000).

Die Enden der doppelstrangigen DNS der linearen Plasmide bilden covalent
geschlossene Haarnadelstrukturen. Diese Plasmide der Borrelien konnen durchaus
mit Replikons anderer Erreger verglichen werden. So konnte durch Sequenzvergleich
der Telomere gezeigt werden, dass zwischen Borrelia Plasmiden und dem
Afrikanischen Schweinepestvirus (ASPV), einem Arbo-Virus aus der Familie der
Asfaviridae, Ahnlichkeiten bestehen (Hinnebusch & Barbour, 1991; Rolle et al.,
2002). Die meisten Plasmide konnen entfernt werden, ohne dass negative
Konsequenzen fur die Fortpflanzung der Bakterien in Kultur resultieren. Jedoch

bedingt der Verlust von Plasmiden eine verminderte Infektiositat (Xu et al., 1996).

2.3.4. Oberflachenproteine von Borrelia burgdorferi

Als outer surface Proteine (Osp) werden die Lipoproteine der aul3eren
Borrelienmembran bezeichnet (Salyers & Whitt, 2002). Eine Vielzahl dieser
Lipoprotein-Gene werden nur in einem bestimmten Stadium des Lebenszyklus der
Spirochaeten exprimiert (Ohnishi et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass
Makrophagen, endotheliale Zellen, Neutrophile und B-Zellen durch B. burgdorferi
outer surface Lipoproteine aktiviert werden (Brown et al., 1999).

Das outer surface Protein A (OspA) mit einer Grofde von 30,5- 33 kDa (Fernandez et
al., 1997) gehort mit dem OspB (~34 kDa) und dem OspC (21-25 kDa) zu den am

Besten untersuchten outer surface Proteinen der Borrelien. Die Gene, die fur OspA

und OspB kodieren bilden gemeinsam ein Operon (Salyers & Whitt, 2002). Sie liegen
auf einem 49 kb grof3en linearen Plasmid (Stanek, 1997). OspA und OspB besitzen
auf Aminosaurenebene eine Sequenzhomologie von 53 % und einige Antikorper
zeigen Kreuzreaktionen mit beiden Proteinen (Salyers & Whitt, 2002). OspA ruft

Immunitat gegen Infektionen mit Borrelia burgdorferi hervor (de Silva et al., 1997). Im
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Darm nuchterner Zecken produziert Borrelia burgdorferi vornehmlich OspA (Fingerle
et al.,, 1995). Man vermutet, dass diese selektive Expression von OspA beim
Eindringen der Spirochaeten in die Zecke die Anhaftung und Kolonisation des
Vektors ermdglicht. Zentral und in seinem terminalen COOH-Bereich besitzt das
OspA Domanen, die spezifisch mit einem oder mehreren Proteinen im Zeckendarm
Bindungen eingehen. Ebenso werden hier andere OspA gebunden, wodurch die
Adhasion der OspA, speziell bei hoher Borreliendichte, zusatzlich verstarkt wird (Pal
et al., 2000). Diese Bindungsmdglichkeit erklart zumindest teilweise die in vivo
beschriebene Aggregation von Borrelia burgdorferi im Zeckendarm oder die in vitro
beschriebene Aggregation in Zelllinien (Burgdorfer et al., 1982; Kurtti et al., 1993).
Die Rolle des OspA wahrend der Infektion im Saugetier ist noch nicht bekannt
(Comstock et al., 1993). Wahrend der Blutmahlzeit der Zecke erfolgt eine Repression
der OspA Produktion. Man vermutet, dass dadurch die Freisetzung von B.
burgdorferi aus dem Zeckendarm sowie die Migration in die Speicheldrise und
letztendlich in den Saugetierwirt erleichtert wird (Pal et al., 2000). Im Gegensatz zu

OspA und OspB liegt das Gen fur das outer surface Protein C auf einem 25- 27 kb

grolRen zirkularen Plasmid (Stanek, 1997). Es wird, anders als OspA, wahrend der
Blutmahlzeit vermehrt exprimiert und erreicht einen Peak nach 48 Stunden (Ohnishi
et al., 2001). Durch OspC wird bereits in einer fruhen Phase der Infektion eine streng
humorale Immunantwort induziert (Montgomery et al., 1996). Die Repression von
OspA sowie die vermehrte Bildung von OspC sind temperaturabhangig (Obonyo et
al., 1999). Diese Veranderungen der Proteinzusammensetzung der Oberflache sind
vermutlich entscheidend firr die Infektiositat im Saugetierwirt und fir das Uberleben
im Vektor (Schwan, 1996). Das Gen fur OspD liegt auf einem 38 kbp grof3en linearen
Plasmid und wird von niedrigen Passagen virulenter B. burgdorferi Stamme
exprimiert. In Stdmmen mit hoher Passagezahl, denen das OspD-kodierende
Plasmid fehlte, konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass dies auch mit einem
Verlust der Infektionsfahigkeit einhergeht (Norris et al., 1992; Stanek, 1997).

Uber die outer surface Proteine E (OspE) und F (OspF), deren Gene als Tandem

angeordnet auf einem 45 kb grof3en Plasmid liegen, ist bislang nur wenig bekannt.
Es qilt aber als wahrscheinlich, dass die Erforschung dieser Proteine einen wichtigen
Beitrag zum besseren Verstandnis bezuglich der Pathogenese der Lyme Borreliose

und der durch sie induzierten Immunantwort leisten wird (Lam et al., 1994).
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B. burgdorferi produziert einige weitere outer surface proteine, die sogenannten

ERPS (OspE related proteins) die dem OspE auf Aminosaureebene sehr ahnlich

sind. Sie werden in der frihen Phase der Saugetierinfektion gebildet und induzieren
eine Antikdrperreaktion. Auch in vitro kann ihre Bildung durch Erhéhung der
Inkubationstemperatur von 23°C auf 35°C ausgelost werden, was ein Hinweis auf
ihre Rolle bei der Wirtstieradaption sein kdnnte (Salyers & Whitt, 2002). Eine weitere
sehr interessante Gruppe von Oberflachenproteinen sind die Dbps (Decorin-binding-
proteins). Es handelt sich dabei um die sehr ahnlichen Dbp A (20 kDa) und Dbp B
(18 kDa), (Guo et al., 1995; Guo et al., 1998). Die beiden Proteine werden von

Genen eines linearen Plasmides kodiert und werden von Borrelia burgdorferi in

Saugetiergewebe exprimiert (Parveen et al., 2003). Sie vermitteln die Bindung von B.
burgdorferi an Decorin, ein Proteoglykan das Kollagenfibrillen bedeckt, im
Saugetierwirt (Salyers & Whitt, 2002; Guo et al., 1995). Trotz der Annahme, dass
Dbps eine wichtige Rolle bei der Besiedlung des Wirtstiergewebes spielen, ist bislang
ihre genaue Funktion, insbesondere das Zusammenspiel mit anderen Faktoren, nicht
ausreichend charakterisiert (Fischer et al., 2003). Des weiteren besitzt B. burgdorferi
ein variables Oberflachenprotein, das 34 kDa groRe VISE (variable-major-protein
(VmP)-like sequence (vls) E), (Liang & Philipp, 1999). Das fur VISE kodierende Gen
liegt auf einem linearen Plasmid. Im Laufe einer Infektion finden hier
Rekombinationen statt, aus denen sich fur VISE eine grol3e antigenetische Varianz
ergibt (Zhang et al., 1997; Indest et al., 2001). Diese Varianz ermdglicht es dem
Erreger, zumindest voribergehend der Immunantwort des Wirtes zu entgehen (Liang
& Philipp, 1999).
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2.3.5. Erkrankung des Menschen mit Lyme Borreliose

Die Lyme Borreliose ist eine Multisystemerkrankung, die sich uberwiegend als
lokalisierte Hautinfektion manifestiert (Erythema migrans, EM), (Steere, 1989). Die
Klinik der Lyme Borreliose wird in frihe und spate Manifestationen eingeteilt (Shapiro
& Gerber, 2000; Steere, 2001). Von der ehemals vorgenommenen Einteilung der
Lyme Borreliose in drei Stadien (z.B. Steere et al., 1986) ist man abgekommen, da
ein hierdurch suggeriertes konsekutives Durchlaufen verschiedener
Organmanifestationen nur ausnahmsweise auftritt. Frihe Manifestationen treten
Tage bis Wochen nach dem Zeckenstich auf. Spate Manifestationen hingegen treten
erst nach Monaten bis zu zwei Jahren in Erscheinung, konnen nach einem
rezidivierenden Verlauf chronisch werden und dann zu bleibenden Organschaden
fuhren (Huppertz & Krause, 2003). Diese Einteilung verschafft zwar einen Uberblick
Uber den komplexen Krankheitsverlauf der Lyme Borreliose, grundsatzlich kann
jedoch jede der im Folgenden genannten klinischen Manifestationen in jeder Phase
der Erkrankung isoliert oder aber auch in unterschiedlichen Kombinationen auftreten
(Horst, 2003).

Hautmanifestation

Das pathognomische Krankheitsbild der Frihmanifestation ist das Erythema migrans
(EM), (Shapiro & Gerber, 2000). Es tritt Tage bis Wochen nach einem Zeckenstich
(Ublicherweise nach ca. 7-10 Tagen) um die Stichstelle in Erscheinung. Dabei findet
sich ein zumeist nicht juckendes, sich zentrifugal ausbreitendes Erythem, das bei
langerem Bestehen eine zentrale Abblassung zeigen kann. Das Erythema migrans
kann in seiner Auspragung stark variieren, atypische Verlaufe mit Papeln und
Quaddeln sind moglich (Shapiro & Gerber, 2000; Huppertz & Krause, 2003). Seltener
tritt als erste Hautmanifestation die Lymphadenosis cutis benigna
(Borrelienlymphozytom, LCB) auf, die sich als livide Schwellung an Ohrlappchen,
Mamille oder Skrotum darstellt. Ebenso treten in dieser frihen Phase der Infektion
gelegentlich unspezifische Allgemeinsymptome, wie z.B. Fieber, Myalgie, Arthralgie,
Kopfschmerz, Konjunktivitis oder Lymphknotenschwellung in Erscheinung. Die
Diagnose wird dadurch erschwert, dass diese unspezifischen Symptome auch ohne
EM auftreten konnen, das nur bei etwa der Halfte der Patienten manifest wird (Horst,
2003; Huppertz & Krause, 2003).
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Durch hamatogene Aussaat kann es bei der fruhen disseminierten Form der Lyme
Borreliose in der Regel nach 3-5 Wochen zur Ausbildung multipler Erythema migrans
kommen (Shapiro & Gerber, 2000). Eine mogliche Hautmanifestation in der
Spatphase ist die Acrodermatitis chronica atrophicans, einhergehend mit
Hautatrophie nach entzundlichen Veranderungen an den Extremitaten (Huppertz &
Krause, 2003). Die Acrodermatitis chronica atrophicans wird nahezu ausschlieflich in

Europa angetroffen (Wilske, 2001).

Neuroborreliose

Bei Kindern kann in der Frihphase der Infektion eine lymphozytare Meningitis, mit
oder ohne Hirnnervenlahmung (v.a. N. facialis) auftreten. Bei Erwachsenen hingegen
steht meist die sehr schmerzhafte Polyradikuloneuritis (Bannwarth-Syndrom) im
Vordergrund, charakterisiert durch qualende, brennende Schmerzen, die vor allem
nachts exazerbieren und ebenfalls haufig mit Hirnnervenparese assoziiert sind. Die
meningitische Symptomatik ist hier meist weniger stark ausgepragt (Wilske, 2001;
Huppertz & Krause, 2003). Sehr selten kann es in der Spatphase zur zerebralen
Vaskulitis oder chronisch progredienten Enzephalomyelitis mit Para- und Tetra-
Paresen kommen (Wilke et al., 2000; Wilske, 2001). Symptomatisch ist hier zuweilen
die Abgrenzung zur multiplen Sklerose problematisch, man bedient sich daher dem
Nachweis erregerspezifischer Antikorper aus dem Liquorraum (Wilske, 2001; Horst,
2003).

Manifestation am Bewegungsapparat

Im Vordergrund der Spatphase der Erkrankung steht die Lyme-Arthritis, die
typischerweise monoartikular bzw. oligoartikular ist und oftmals intermittierend
verlauft (Shapiro & Gerber, 2000; Huppertz & Krause, 2003). In der Mehrzahl der
Falle ist hierbei das Kniegelenk betroffen (Huppertz et al., 1995). Eine Polyarthritis
tritt selten auf (Huppertz & Krause, 2003). In nur etwa 10 % der Falle kommt es zu
einem chronischen Befall der Gelenke (Wilske, 2001).

In Tabelle 4 sind die klinischen Manifestationen der Lyme Borreliose

zusammenfassend dargestellt.
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Tab. 4: Klinische Manifestationen der Lyme Borreliose beim Menschen
(modifiziert nach Huppertz & Krause, 2003).

Organ frihe Manifestation spate Manifestation

Haut Erythema migrans, LCB Acrodermatitis chronica

atrophicans

Nervensystem Lymphozytare Meningitis ~ Chronische
+/- Hirnnervenlahmung, Enzephalomyelitis,
Polyradikuloneuritis zerebrale Vaskulitis
Bewegungsapparat Arthralgie Arthritis, Myositis
Andere Karditis, ,Sommergrippe“  Uveitis, Keratitis

2.3.6. Erkrankung der Tiere mit Lyme Borreliose

Da Haustiere in der Regel haufiger und in starkerem Ausmal} als der Mensch vom
Befall mit Zecken betroffen sind, ist das Risiko eine durch Zecken Ubertragene
Krankheit zu erwerben naturgemafl gegeben (Liebisch & Liebisch, 2003). Allerdings
ist noch weitgehend unbekannt, inwieweit und wann infizierte Tiere an einer
Borrelien-Infektion erkranken oder aufgrund der Persistenz des Erregers zu einem
Reservoir fur Borrelien werden, ohne dabei klinisch auffallig zu werden (Liebisch,
1997).

Borrelien-Infektion bei Hund und Katze

Der sichere experimentelle Nachweis zur Reproduzierbarkeit der Lyme Borreliose in
Hunden, unter Erflllung der Koch’schen Postulate wurde im Jahr 1992 von
Wasmoen erbracht (Wasmoen et al., 1992). Die Ausbildung eines Erythema migrans
wird bei Hunden nur ausnahmsweise beschrieben. Dies ist sicherlich auch auf die
oftmals dunkel pigmentierte Haut bei Hunden zurlckzufihren, da ein Erythema
migrans hier haufig unerkannt bleibt (Liebisch & Liebisch, 2003). Beim Hund wird
neben unspezifischen Allgemeinsymptomen, wie Anorexie, Mattigkeit und Fieber, vor
allem intermittierende Lahmheit, bedingt durch Arthritiden und Gelenkergusse, als
dominierendes Symptom beschrieben (Appel et al., 1993; Breitschwerdt et al., 1994;
Liebisch & Liebisch, 2003). Ebenso konnte zuweilen von Lymphadenopathie,

chronischen Nephritiden mit Uramie, Affektionen von Herz und Nervensystem sowie
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rheumatoider Arthritis infolge von Infektion mit Borrelia burgdorferi berichtet werden
(Roush et al., 1989; Fischer & Leuterer, 1992; Kraft, 2000).

In serologischen und experimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
auch Katzen fur eine Infektion mit Borrelia burgdorferi empfanglich sind, jedoch nach
einer Infektion nicht zwangslaufig klinische Symptome zeigen (Magnarelli et al.,
1990; Burgess, 1992). Dies mag ein Grund sein, weshalb bislang in der Literatur nur
sparliche Angaben zum Krankheitsbild der Lyme Borreliose bei Katzen zu finden
sind. Berichtet wurde Uber Lahmheit und Gelenkbeschwerden, ohne zusatzlich
Allgemeinsymptome wie Fieber, Anorexie oder Ermudungserscheinungen oder Uber
Katzen bei denen lediglich die genannten Allgemeinsymptome ohne Lahmbheit
bestanden (Magnarelli et al., 1990; Kraft, 1996).

Borrelien-Infektion beim Pferd

Wie eine Untersuchung aufwies, wurden die meisten Pferde aufgrund wenig
spezifischer Symptome wie Abmagerung, Leistungsabfall, Gelenkentziindung, steifer
Gang und Lahmheit vorgestellt. Mehrfach konnten Polyarthritiden beobachtet
werden. Ebenfalls auffallig war der hohe Anteil an Augenerkrankungen, wie
Konjunktivitis, Keratokonjunktivitis und Retinitis (Parker & White, 1992; Liebisch,
1997; Liebisch & Liebisch, 2003). Aus Wisconsin wurde von einem Fall berichtet, bei
dem eine Borrelia burgdorferi-Infektion mit Enzephalitis assoziiert war. Das Pferd
zeigte zentralnervose Storungen. Differentialdiagnostisch in Frage kommende
Erkrankungen wie Eastern und Western Equine Enzephalomyelitis (Fam.
Togaviridae) und Tollwut (Fam. Rhabdoviridae) konnten in diesem Fall

ausgeschlossen werden (Burgess & Mattison, 1987).

Borrelien-Infektion beim Rind

Die erste detaillierte Fallbeschreibung eines mit Borrelia burgdorferi infizierten Rindes
erfolgte 1987 aus einem nicht endemischen Gebiet aus Wisconsin. Es wurde uber
hochgradige akute Lahmheit, Myokarditis, Gewichtsverlust und Glomerulonephritis
berichtet (Burgess, et al., 1987). In einer weiteren, umfangreichen Studie wurden als
die am haufigsten auftretenden Symptome Lahmheit, Gelenkschwellung, Steifheit,

Gewichtsverlust sowie Fieber und Abort beschrieben (Burgess, 1988).
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2.4. Fruhsommer-Meningo-Enzephalitis-Virus (FSMEV)

2.4.1. Taxonomie

Das Frihsommer-Meningo-Enzephalitis-Virus (FSMEV) ist ein Arbovirus (Arthropode
borne virus) und gehort zur Familie der Flaviviridae. Diese Familie umfasst drei
Genera (Tabelle 5).

Tabelle 5: Charakteristische Vertreter der Flaviviren (Modrow et al., 2003).

Genus Mensch Tier

Flavivirus FSME-Virus FSME-Virus
Gelbfiebervirus Gelbfiebervirus
Denguevirus Typ 1-4 Wesselbronnvirus
West-Nile-Virus West-Nile-Virus

Japanese-Enzephalitis-Virus  Louping-Ill-Virus
St.-Louis-Enzephalitis-Virus
Pestivirus Classic-Swine-Fever-Virus
(klassische Schweinepest)
Virus der bovinen Virusdiarrho
(Mucosal Disease)
Border-Disease-Virus
Hepacivirus Hepatitis-C-Virus

unbenannt Hepatitis-G-Virus

Das Genus Flavivirus wird anhand von Kreuzreaktionstests mit polyklonalen
Hyperimmunseren in unterschiedliche Serogruppen unterteilt (Calisher et al., 1989).

Die drei Subtypen des FSME-Virus (Europaischer—, Ferndstlicher- und Sibirischer
Subtyp) werden, wie das ebenfalls fur diese Arbeit verwendete Langat-Virus der
Serogruppe der Tick-borne-encephalitis-Viren (TBE-Viren) zugeordnet. Die
Unterteilung des FSMEV in einen Europaischen und einen Ferndstlichen Subtyp
erfolgte bereits in den sechziger Jahren (Clarke, 1964), wohingegen der Sibirische
Subtyp des FSMEV erst vor wenigen Jahren beschrieben wurde (Ecker et al., 1999;
Heinz et al., 2000). Alle Viren dieser Gruppe werden von Zecken Ubertragen (Mandl

et al., 1989). Eine Ubersicht tiber Flaviviren dieser Serogruppe gibt Abbildung 6.
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TBE-virus group

— TBE Virus

— European subtype

— Hanzalova virus

— Hypr virus

— Kumling virus

— Neudorfl virus

— Far Eastern subtype (Russian spring-summer encephalitis virus RSSE)
— Absettarov virus

— Sofyn virus

— Sibirien Subtype

— Aina

— Vasilchenko
— Latvi-1-96

— Langat-virus

— Kyasanur Forest disease virus
— Karshi virus

— Loupin Il virus (Negishi virus)
— Omsk haemorrhagic fever virus
— Powassan virus

— Royal Farm virus

— Carey Island virus

— Phnom-Penh bat virus

Abb. 6: Ubersicht iiber die Serogruppe der TBE-Viren, erstellt anhand von

Sequenzanalysen (modifiziert nach Grésikova & Kaluzova, 1997).

Die enge verwandtschaftliche Beziehung der Erreger einer Serogruppe wird deutlich
durch den Sequenzvergleich von Strukturproteinen. So konnte z.B. durch Vergleich
der Aminosauresequenzen des E-Proteins eine Sequenzhomologie flir die Viren
einer Serogruppe zwischen 62-83 %, fur die Subtypen des FSMEV sogar eine
Homologie von 94-97 % nachgewiesen werden, wohingegen die Sequenzhomologie
zwischen Viren unterschiedlicher Serogruppen bei nur 41-53 % liegt (Mandl et al.,
1988; Heinz, 1999).
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2.4.2. Morphologie

Das Frihsommer-Meningo-Enzephalitis-Virus ist ein behlilltes, ca. 40-50 nm grol3es
RNS Virus mit einem ikosahedralen Kapsid (Abb. 8A). Das Kapsid besteht aus der
positiven RNS und dem C-Protein (Capsid-Protein). Neben dem Kapsidprotein
besitzt das FSMEYV lediglich zwei weitere Strukturproteine, das M-Protein (Membran-
assoziiertes Protein) und das E-Protein (Envelope-Protein), die beide in die Lipidhtille
eingelagert sind (Heinz, 1999). Des weiteren weist es sieben Nichtstrukturproteine
auf, die fur die Replikation des Virus in der Zelle notwendig sind (Chambers et al.,
1990).

2.4.3. Genomaufbau

Das Genom des FSMEV liegt als einzelstrangige 10477 Basen lange RNS mit
positiver Polaritat und einem durchgehenden offenen Leserahmen vor. Die
genomische RNS ist polaritatsbedingt direkt infektids und fungiert als einzige virus-
spezifische mMRNS in der infizierten Wirtszelle. An ihrem 5 Ende weist sie eine Cap-
Struktur auf (Heinz & Mandl, 1993). Der Leserahmen wird am 5- und 3’- Ende von
nichttranslatierten Nukleotidfolgen flankiert, die fur die RNS-Replikation bedeutsam
sind (Chambers et al., 1990). In Abbildung 7 ist die Genomorganisation des FSMEV

dargestellt.
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Abb. 7: Genomaufbau des FSMEV (modifiziert nach Modrow et al., 2003).
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Nichtstrukturproteine

NS1, NS2A, NS2B, NS3 NS4A, NS4B und NS5 sind die Nichtstrukturproteine des
FSMEV. Bei den Nichtstrukturproteinen NS1, NS3 und NS5 handelt es sich um
hochkonservierte Bereiche (Chambers et al, 1990). Die Hauptfunktion der
Nichtstrukturproteine (NS) besteht in der Replikation der viralen RNS (Lindenbach &
Rice, 1999). Das NS1-Protein ist mit der Zellmembran assoziiert und wird teilweise
durch Sekretion von der Zelle abgegeben (Modrow et al., 2003). Bei einigen
Flaviviren scheint es die antikorpervermittelte Lyse der infizierten Zelle einzuleiten
und besitzt somit die Fahigkeit eine protektive Immunitat hervorzurufen (Muylaert,
1997). Die genaue Funktion des 39 bis 41 kDa grolien Proteins wahrend des
Infektionszyklus ist umstritten, jedoch gibt es Hinweise, dass es am intrazellularen
Transport der viralen Strukturproteine und an der Virusfreisetzung beteiligt ist. Das

14 kD grol’e NS2B-Protein wird als ein essentieller Cofaktor der NS3-Protease

angesehen, die als Heterodimer bestehend, aus NS2B und NS3 vorliegen. Fir das
NS3-Protein (70 kDa) konnte gezeigt werden, dass es in der spaten Phase der
Infektion an der RNS Replikation beteiligt ist (Morozova et al., 1991). Es verfugt Uber
Proteaseaktivitdt in seinem aminoterminalen Bereich ebenso wie Uber NTP-
Bindungsstellen und Helicaseaktivitat in der carboxyterminalen Region (Takegami et
al., 1994; Modrow et al., 2003). Das NS5-Protein, mit 100 kDa das grolte
Nichtstrukturprotein des FSMEV, ist die RNS-abhangige RNS-Polymerase und somit
essentiell fur die RNS Replikation. Die putative Methyltransferase im
aminoterminalen Bereich des Proteins ist vermutlich in den Capping-Prozess
eingebunden (Chambers et al., 1990). Die Bedeutung der kleinen, hydrophoben
NS2A, NS4A und NS4B sind bislang nicht bekannt (Modrow et al., 2003).
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Strukturproteine

Kapsidprotein: Das 13-16 kDa groRRe Kapsidpotein ist reich an basischen

Aminosauren. Sein stark hydrophobes carboxyterminales Ende wirkt als Signalpeptid
fUr das prM-Protein. Somit ist es fur die Inkorporation des in Translation befindlichen
Polyproteins in die Membran des endoplasmatischen Retikulums verantwortlich und
induziert die Spaltung durch zellulare Signalpeptidase (Modrow et al., 2003).
M-Protein: Das M-Protein mit einer Grolde von 7-8 kDa ist nur in reifen, infektidsen
Viruspartikeln anzutreffen. Unreife, nichtinfektiose Viruspartikel, die auRerstande sind
in Zellen einzudringen (Guirakhoo et al., 1991), enthalten eine Vorstufe dieses
Proteins, namlich das 24-27 kDa groRe prM-Protein (precursor of M). Das noch
ungespaltene prM-Protein geht in unreifen Virionen einen protektiven Komplex mit
dem Envelope-Protein ein (siehe unten). Im Laufe der Virusreifung wird im Golgi-
Apparat der aminoterminale Anteil des prM-Proteins durch die zellulare Protease
Furin abgespalten. Die Spaltung des prM-Proteins wird von einer
Konformationsanderung des E-Proteins begleitet (Wengler & Wengler, 1989). Durch
Endozytose werden die reifen, das M-Protein enthaltenden Viruspartikel entlassen
(Heinz, 1999).

E-Protein: Mit einer GroRe von 50-60 kDa stellt das Envelope-Protein die
Hauptkomponente der Virusoberflache dar (Heinz et al., 1991). Bei einigen wichtigen
Virusfunktionen ist es von zentraler Bedeutung. So induziert es die Bildung
virusneutralisierender Antikorper, die vor einer Neuinfektion mit dem selben Virustyp
schitzen und ist zudem verantwortlich fur die hamagglutinierenden Eigenschaften
der Flaviviren (Modrow et al., 2003). Ebenso spielt es eine entscheidende Rolle bei
der Rezeptorerkennung und Fusion der Viren mit der Endosomenmembran (Heinz &
Roehrig, 1990). Die meisten der bislang untersuchten viralen Fusionsproteine
konnen zwei unterschiedlichen Klassen zugeordnet werden (Lescar et al., 2001).
Fusionsproteine der Klasse |, die beispielsweise in Orthomyxoviren oder Retroviren
vertreten sind, bilden an der Virusoberflache sogenannte ,Spikes“ aus. Diese werden
zunachst in einer Vorlauferform gebildet und bedlrfen einer proteolytischen
Spaltung, um aktiviert zu werden. Im Gegensatz dazu stehen die Fusionsproteine der
Klasse Il, zu der auch das E-Protein des FSMEV gehort. Hier sind die Proteine
parallel zur Virusmembran angeordnet (Stiasny et al, 2003). Mittels
Rontgenbeugung gelang es 1995 erstmals den aullergewodhnlichen Aufbau des E-

Poteins von FSMEV darzustellen (Rey et al., 1995). Es liegt als Dimer der

27



Schrifttum

Virusoberflache flach auf. In Abbildung 8B ist die Struktur des E-Proteins in einem
Bandermodell dargestellt. Fur die Aktivierung der Fusionsproteine der Klasse Il ist
eine proteolytische Spaltung nicht erforderlich, jedoch sind sie mit einem zweiten
Protein assoziiert (bei FSMEV handelt es sich um das oben beschriebene prM-
Protein), dessen Spaltung flr die Fusion essentiell ist (Heinz & Allison 2000; Heinz &
Allison 2001). Wahrend des intrazellularen Transportes durch die sauren
Kompartimente des Trans-Golgi-Netzwerkes ist die Komplexbildung zwischen E-
Protein und prM-Protein jedoch von besonderer Bedeutung, da es eine vorzeitige
Konformationsanderung des E-Proteins in diesem sauren Milieu verhindert (Allison et
al., 1995). Erst die Spaltung des prM-Proteins ermdglicht die flr den Fusionsprozess
so wichtige Umwandlung des im reifen FSMEV als Dimer vorliegenden E-Proteins in
ein stabileres Trimer. Diese in zwei Stufen erfolgende Dimer-Trimer-Transition wird
durch eine pH-Wert Absenkung ausgelost, wobei als Schwellenwert pH 6,5
angesehen wird (Allison et al., 1995). Abbildung 8A zeigt die Anordnung der Proteine

im unreifen und reifen Virion.

Immature virion Mature virion

Nucleocaosid (C)

Abb. 8A: Schematische Morphologie eines unreifen und reifen Virus
(modifiziert nach Heinz, 2003); B: Bandermodell des E-Proteins (aus Modrow et
al., 2003).
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2.4.4. Erkrankung des Menschen mit FSMEV

In der Literatur sind zwei mogliche Infektionswege, Uber die FSMEV in den Koérper
gelangen kann, beschrieben. Entweder vektorvermittelt durch den Stich einer
infizierten Zecke, oder Uber Rohmilchkonsum (Dumpis et al., 1999). Die Infektion
durch Verzehr von Rohmilch spielt jedoch eine deutlich untergeordnete Rolle (Rieger
et al., 1998).

Die Mehrzahl der FSMEV-Infektionen verlauft klinisch inapparent, nur etwa 30 % der
Infizierten erkranken (Heinz & Holzmann, 2001; Modrow et al., 2003). Bei zwei Drittel
der Patienten verlauft die Erkrankung biphasisch (Gerold, 2001). Nach einer
Inkubationszeit von 7- 14 Tagen tritt ein febriler, unspezifischer Symptomenkomplex
mit Kopfschmerz, Unwohlsein, Myalgie etc. auf, der kaum von einem grippalen Infekt
zu unterscheiden ist und nach einigen Tagen wieder abklingt. Nach einem
beschwerdefreien Intervall von etwa einer Woche manifestiert sich bei etwa einem
Drittel der Patienten die zweite Phase der Erkrankung, die mit einem erneuten
Fieberschub beginnt. Entsprechend der Schwere der Erkrankung, kann es zur
Ausbildung einer aseptischen Meningitis bis hin zu Meningo-Enzephalitis kommen.
Die schlimmste Form der Erkrankung ist die Menigo-Enzephalomyelitis, die mit
starken Schmerzen in Rucken und Extremitaten einhergehen kann. Die Beteiligung
der Hirnnerven und des Motoneurons im Vorderhorn des Rickenmarks fuhrt zur
Ausbildung einer schlaffen Lahmung von Hals und oberen Extremitaten (Noack,
1997; Dumpis et al., 1999; Heinz & Holzmann, 2001; Horst, 2003; Modrow et al.,
2003). Bei Patienten mit zerebralen Symptomen persistieren in 2- 10 %
neurologische Ausfalle und in 0,5- 2 % ist ein letaler Ausgang zu erwarten (Holmgren
& Forsgren, 1990; Gustafson, 1994; Schwanda et al., 2000). Im Vergleich zu
Infektionen mit dem osteuropaischen Virustyp, die im Allgemeinen schwerwiegend
mit hoher Letalitat verlaufen, sind die Infektion mit dem europaischen Virustyp in der
Regel relativ mild (Horst, 2003; Modrow et al., 2003). Klinische Fallbeispiele Uber
ungewohnlich fulminant verlaufende europaische FSME-Infektionen mit todlichem
Ausgang sind jedoch ebenfalls bekannt (Herzig et al., 2002). Bei Kindern scheint der
Krankheitsverlauf milder zu sein als bei Erwachsenen (Dumpis et al., 1999).
Angesichts der Variabilitat der klinischen Manifestationen, wird neuerdings vermutet,
dass eventuell mehr als nur eine FSMEV-Variante in endemischen Regionen
zirkuliert (Gritsun et al., 2003) In Tabelle 6 sind die klinischen Manifestationen der
FSMEV-Infektion dargestellt.
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Tab. 6: Klinische Manifestationen einer FSMEV-Infektion (modifiziert nach
Dumpis et al., 1999).

Klinische Manifestation Symptome

Fiebriger Verlauf Kopfschmerz, Fieber, Erbrechen, Vertigo,
Photophobie, keine Anzeichen
menigealer Irritation

Aseptische Meningitis hohes Fieber, Erbrechen, Kopfschmerz,
Vertigo, Photophobie, menigeale Irritation

Meningo-Enzephalitis Anzeichen meningealer Irritation,
Nystagmus, Somnolenz, asymmetrische
Paresen, Hyperasthesie, Hyperakusis,
Sprachschwierigkeiten, Schmerzen in
Extremitaten und Ricken, Ohnmacht,
profuses Schwitzen, Halluzinationen,
Psychosen, Delirium

Meningo-Enzephalomyelitis Anzeichen meningealer Irritation, nervale
Dysfunktionen mit Paresen in Schulter-

gurtel und Extremitaten

1: zuweilen auch als febrile headache bezeichnet
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2.4.5. Erkrankung der Tiere mit FSMEV

In erster Linie ist das FSMEV als humanpathogenes Agens anzusehen. Es besitzt
jedoch auch ein erhebliches pathogenes Potential fur andere Saugetiere
(Weissenbock et al., 1998). Bislang wurde lediglich bei Hund und Pferd uber eine
klinische Manifestation berichtet, obgleich bei einer Vielzahl von Insektenfressern,
Nagern, Wild- und Nutztieren Seropositivitdt nachgewiesen werden konnte (Sixl et
al., 1973; Waldvogel et al., 1981; Tipold et al., 1993; Reiner & Fischer, 1998).

FSMEV-Infektion beim Hund

Erstmals konnte im Jahr 1972 aus dem Gehirn eines Hundes, der klinisch durch
zentralnervose Storungen auffiel, FSMEYV isoliert werden (Grésikova et al., 1972 a).
Hunde scheinen fur die Auspragung klinischer Symptome weniger anfallig zu sein als
Menschen. Bei einer experimentellen FSMEV-Infektion von sechs Hundewelpen
fuhrte die Infektion zwar zur Serokonversion, die Tiere erkrankten jedoch nicht
(Grésikova et al., 1972 b). Handelt es sich aber um eine klinisch manifeste Infektion,
so treten nach einer Inkubationszeit von 5- 9 Tagen die ersten Symptome in
Erscheinung (Leschnik et al., 2002). Der Krankheitsverlauf ist progressiv, verlauft
beim Hund, im Gegensatz zum Menschen, in der Regel nicht biphasisch und ist
durch eine hdhere Mortalitat gekennzeichnet. Bei perakutem Verlauf sterben die
Tiere nach 3- 7 Tagen (Tipold et al., 1993; Reiner et al., 1999; Tipold, 2000). Die
auftretenden Symptome, meist vergesellschaftet mit Fieber, weisen auf eine
multifokale Beteiligung von GroBhirn (Hirnnervendefizit, Tetraplegie, Tetraparese,
Bewusstseinstribung), Kleinhirn (Hypermetrie, Hyperasthesie) und Rickenmark
(Ataxie, Parese, Paralyse, Hyporeflexie) hin. Auffallend ist die Hyperalgesie im
Halsbereich (Reiner et al., 1999; Hartmann, 2000). Die histopathologischen und
immunhistochemischen Befunde gehen mit den Symptomen konform (Weissenbdck
et al., 1998). Uberleben erkrankte Hunde die erste Woche, wird die Prognose
deutlich gunstiger. Bei akutem Krankheitsverlauf verbessert sich der klinische
Zustand der Tiere nach 1- 3 Wochen und die Erkrankung heilt oft folgenlos aus.
Ebenso wurde ein mdglicher chronischer Verlauf beschrieben, bei dem betroffene
Tiere bis zu sechs Monate zur vollstandigen Rekonvaleszenz benétigten (Leschnik et
al., 2002).
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FSMEV-Infektion beim Pferd

Uber FSME-Erkrankungen beim Pferd ist bislang noch sehr wenig bekannt. Die erste
Beschreibung bezuglich dieser Erkrankung beim Pferd stammt aus dem Jahr 1981
(Waldvogel et al., 1981). Es werden hier neurologische Symptome verschiedenen
Schweregrades beschrieben. So konnte bei Pferden, die an schweren
neurologischen Ausfallen litten, Fieber, deutlich reduziertes Allgemeinbefinden mit
Inappetenz, Bewusstseinstribung sowie Zittern und Zahneknirschen festgestellt
werden. Die Tiere fielen auf durch ataktischen Gang, Krampfe, Schreckhaftigkeit,
Kreisbewegungen und Apathie bis hin zu Stupor. Verlief die Infektion jedoch
chronisch, zeigten die Pferde meist nur geringgradige neurologische Defizite wie
verzogerte Stell- und Haltungsreflexe, die binnen Wochen bis Monaten vollstandig
ausheilten (Waldvogel et al., 1981; Luckschander et al., 1999).
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3. Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit verwendete Materialien sind im Anhang unter 10.1.

aufgelistet.

3.1. Fangorte

3.1.1. Mause

Mause wurden in Gebieten bei Grafrath, Traunstein und Erlangen-Furth gefangen
(siehe Ubersicht Abb. 9 und Karten A1- A9, Anhang Kapitel 10.3.). Traunstein und
Erlangen-Furth sind nach Angaben des RKI (Robert Koch Institut) bereits bei
Fangbeginn als Risikogebiete fur die FSME deklariert worden. Das

Untersuchungsareal Grafrath (siehe Karten A8 / A9, Anhang Kapitel 10.3.) hingegen
war zu Beginn dieser Arbeit vom RKI nicht als FSME-Risikogebiet bezeichnet. Bei
Grafrath wurde die Beprobung eines im Wald gelegenen Gartengrundstlickes
(AuBenstelle des Lehrstuhls fur Tierdkologie der TU Mlnchen) in Kooperation mit
Prof. Dr. W. Baumler vom Lehrstuhl fur Tier6kologie der TU Munchen durchgefuhrt.
Im Landkreis Traunstein erfolgte eine Beprobung des Stadtwaldes (Burgerwald),
einer am Waldrand liegenden Wiese und eines Moorgebietes (Burkhartséd), (siehe
Karte A5- A7). Im Landkreis Erlangen-Flrth wurde ein Mischwald (Frauenaurach),
ein Wasserschutzgebiet (Klosterholz) und ein Hugelwald (Dietenhofen) beprobt. Bei
allen Fanggebieten befanden sich die beprobten Flachen in oder bei
Naherholungsgebieten  (Trimm-Dich-Pfaden, beliebte = Spazierwege  oder
Wanderstrecken). Bei den Waldsticken handelte es sich vorwiegend um Laubwalder
mit teilweise sehr dichtem Unterholz, haufig mit Brombeer-/ Himbeerbuschen und
dichtem Springkraut-Bewuchs, was den jeweiligen Mauspopulationen ideale
Lebensbedingungen verschafft. Wenn der Lebensraum in seiner Qualitat als
Schutzbieter und Nahrungslieferant verschlechtert wird, kann das negative
Auswirkungen auf viele Kleinsauger haben und zeigt sich beispielsweise in
Nagerschaden (Kuthe & Kramer, 1961). Da Nagerschaden fur die Forstbestande ein
grolRes Problem darstellen, erfolgt zeitweise der Einsatz von Rodentiziden. Dabei
sind vor Ausbringung der Rodentizide Probefange im jeweiligen Gebiet gesetzlich
vorgeschrieben. In Absprache mit den jeweiligen Forstamtern sowie unter Anleitung
von Prof. Baumler, wurden im Rahmen der Forstschutzprognose Mause in den

genannten Gebieten gefangen. Die Fangdaten wurden den Forstamtern Ubermittelt.
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3.1.2. Zecken

Fur die Untersuchung auf das Vorkommen des FSMEV in Zecken wurden nlichterne
Zecken in drei Parkanlagen Munchens (Englischer Garten, Nymphenburger Park,
Forstenrieder Park) und in Schongeising (Lkr. Furstenfeldbruck) gefangen (siehe
Abb. 9 und Karten A8, A10, Anhang, Kapitel 10.3.). Die beprobten Parkanlagen
liegen in Arealen, die bislang nicht zu den von RKI oder LGL (Landesamt flr
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit) veroffentlichten Risikogebieten gehdrten.
Dieser Teil des Projekts wurde vom Bayerischen Staatsministerium fur Umwelt,
Gesundheit und Verbraucherschutz (STMUGYV) als Pilotstudie gefordert.
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Abb. 9: Darstellung der Fanggebiete auf einer FSME-Risikogebietskarte
Bayerns von 2002; schwarze Pfeile: Mausfanggebiete; blaue Pfeile
Zeckenfanggebiete; rot: FSME-Hochrisikogebiet (modifiziert nach RKI
»Risikogebiete der Fruhsommer-Meningo-Enzephalitis (FSME) in
Deutschland”, Epidemiologisches Bulletin Nr. 26 / 2002).
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3.2. Fangmethodik
3.2.1. Mause

Die ausgewahlten Fangflachen in Traunstein und Erlangen wurden im Turnus von

drei Wochen im Rahmen von 2-Tagesfahrten von Marz bis einschliellich Oktober
2003 beprobt. Um die Wildmause zu fangen, wurde eine Vorkddertechnik eingesetzt.
Bei dieser Technik werden 500 ml Plastikbecher mit einem Koder (Apfelstucke,
bevorzugte Sorte: Golden Delicious) versehen und in 10 Meter Abstanden in
mehreren, parallel zueinander verlaufenden Reihen ausgelegt. Da Mause ein
ausgepragtes Revierverhalten besitzen, werden Stellen, an denen sie gefressen
haben, durch Harn- oder Kotabsatz markiert. Die Koderbecher wurden daher
mindestens 24 Stunden nach der Ausbringung auf Faeces und Urinspuren Uberpruft.
Markierte Kdderbecher wurden durch kdderbestlckte Lebendfallen (Shermanfallen)
ausgetauscht (Abb. 10). Die Kontrolle der Fallen auf eingefangene Tiere erfolgte
dabei am Abend des selben Tages sowie am Morgen des darauffolgenden Tages.
Am Abend des zweiten Fangtages wurden alle Fallen eingesammelt und wieder

durch Kdéderbecher ersetzt. Gefangene Tiere wurden in Laborkafige umgesetzt und

nach Minchen gebracht.

Pl

Abb. 10A: Sherman-Lebendfalle (Quelle: http://www. patrickmarsh.org/
trap.html); B: Uberpriifen der Koderbecher und Ersetzen der markierten

Becher durch Sherman-Lebendfallen.
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In Grafrath erfolgte die Beprobung der Gebiete stichprobenartig von 2001- 2003 mit
der oben beschriebenen Methode durch Prof. Dr. W. Baumler. Die hier gefangenen
Tiere wurden dann, ebenfalls lebend, nach Minchen ins Institut fir Medizinische

Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin der Tierarztlichen Fakultat gebracht.

3.2.2. Zecken

Nuchterne Zecken wurden mit Leintiichern (sogenannten Fahnen) an mehreren
Standorten in Parklandschaften Munchens (Englischer Garten, Nymphenburger
Park, Forstenrieder Park sowie in Schongeising bei Furstenfeldbruck gefangen (Abb.
11A). Durch den taktilen Reiz des Tuches lassen sich die Zecken von der Vegetation
abstreifen. Mit einer feinen Pinzette (Rubis) kénnen sie sodann von der Fahne
abgesammelt werden (Abb. 11B). Die eingefangenen Zecken wurden vor Ort nach
Stadium (Larven, Nymphen, Adulte) und Geschlecht in 5- 10er Pools in 1,5 ml Mikro
Tubes (Sarstedt, Nimbrecht) sortiert. Bei den gefangenen Tieren handelte es sich
ausschlieBlich um Zecken der Art Ixodes ricinus. Um die Stabilitdt der viralen RNS
zu gewahrleisten, wurden die Zecken unmittelbar am Fangort auf Trockeneis

verbracht und im Labor in Munchen anschlief3end bei —70°C eingefroren.

Abb. 11A: Zeckenfang mit Leintiichern in Miinchen, Englischer Garten; B:

Gefangene Zecken werden mit Hilfe einer Pinzette vom Leintuch abgesammelt

und dem Entwicklungsstadium entsprechend sortiert.

36



Material und Methoden

3.3. Aufarbeitung der Proben
3.3.1. Sektion der Wildmause

Am Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin der

Tierarztlichen Fakultat erfolgte die Totung der Mause nach den Richtlinien Uber das
fachgerechte und tierschutzkonforme Téten von Versuchstieren des Bundesamtes
fur Veterinarwesen mit CO, (Bundesamt fur Veterinarwesen, Richtlinie Tierschutz
3.01, 1993). Alle Tiere wurden nach erfolgter Artbestimmung vermessen (Kopf-
Rumpf-Lange; Kopf-Schwanz-Lange) und gewogen. Ebenso wurden sie, durch
Kammen mit einem Flohkamm, auf vorhandenen Ektoparasiten hin untersucht.
Abgesammelte Parasiten wurden unmittelbar bei -70°C gelagert. In der
anschlielfenden Sektion wurden jedem Tier Organproben von Ohren, Herz, Lunge,
Milz, Leber, Gonaden, Nieren, Muskel, Harnblase sowie teilweise das Gehirn unter
sterilen Bedingungen entnommen und unmittelbar nach der Entnahme bis zur
Weiterverarbeitung bei —70°C gelagert.

Wahrend aller Sektionen wurde zum Schutz der Mitarbeiter vor Infektionen mit

Schutzkleidung, Handschuhen, Mundschutz und Schutzbrille gearbeitet.

3.3.2. DNS-Isolierung aus Mauseohren

Fir den Nachweis der Borrelien DNS aus Wildmausen wurden die Ohren der Mause
ausgewahlt. Die Entscheidung, die Ohren fur den Nachweis zu verwenden, wurde
nach ausfuhrlicher Literaturrecherche getroffen (z.B. Peavy et al., 1997). Ein
Vergleich von Arbeiten, in denen ebenfalls Mause auf Borrelien DNS hin untersucht
wurden, zeigte, dass die DNS-Isolierung aus den Mauseohren am erfolgreichsten
scheint.

Um das Probenmaterial fir die PCR verwenden zu konnen, war zunachst die
Aufreinigung der Proben erforderlich. Hierfur wurde jeweils 0,025 g Ohrmaterial mit
Proteinase K und ATL-Puffer (beides Qiagen, Hilden) versetzt und einem ca. 3
Stunden dauernden Verdau bei 56°C unterzogen (Thermomixer, Eppendorf). Aus
diesem Lysat erfolgte die DNS-Isolierung mit Hilfe des QiaAmp® DNA Mini Kits
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die Proben wurden dabei Gber im
Kit enthaltene Saulen aufgereinigt. Potentiell in der Probe enthaltene DNS wird hier
an eine Silica-Gel-Membran gebunden und gewaschen. Die Eluation der
aufgereinigten Nukleinsaure erfolgte in 30 ul Eluationspuffer. Das Eluat wurde direkt
bei —70°C aufbewahrt.
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3.3.3. RNS-Isolierung aus Hirn und Milz der Mause

Auch hier wurden mittels Literaturrecherche die zu untersuchenden Organe
ausgewahlt (siehe Tabelle 28, Anhang, Kapitel 10.2.). Fur die vorzunehmende
Untersuchung erwiesen sich sowohl die Gehirne der Mause als auch deren Milzen
als geeignet. Daher erfolgte die RNS-Isolierung aus 59 Mausehirnen sowie aus 300
Milzen (reprasentativ aus allen Mausarten und Fangorten gewahlt). Dabei wurden
zunachst die Organproben (jeweils ca. 0,03 g/ Gehirn und 0,02- 0,08 g/ Milz) durch
Schutteln mit Stahl-Klgelchen (4,5 mm, Luftgewehrmunition, Ernst Bloomfield, New
York) mechanisch aufgeschlossen. Die Probengefalle wurden zu diesem Zweck in
ein Mixermill-Gerat (Retsch®, Haan) eingespannt und fiir 2 Min. 30 Sek. mit einer
Frequenz von 23/Sek. geschuttelt. Durch diesen Vorgang wurden die Gewehrkugeln
derart in Rotation versetzt, dass das Organmaterial durch sie homogenisiert wurde.
Um eine Erwarmung durch die starke Reibung wahrend der Probenbehandlung zu
vermeiden, wurden alle Gefalke sowie die mit den Probengefal’en in Berlhrung
kommenden Gerateteile bei —20°C vorgekuhlt. Die anschlieRende Isolierung der
Nukleinsaure aus den Organhomogenisaten, nach Entfernung der Kugelchen,
erfolgte wiederum mit einem kommerziell erhaltlichen Extraktionskit (RNeasy® Mini
Kit, Qiagen, Hilden). Das Prinzip der Isolierung basierte wiederum auf der selektiven
Bindung der Nukleinsaure an eine Silica-Gel-Membran. Die Eluation der
aufgereinigten Nukleinsaure erfolgte in 30 yl RNase freiem Wasser. Die Eluate

wurden bis zur Testung der Proben mittels PCR bei —70°C gelagert.

3.3.4. Aufarbeitung der gefangenen Zecken

Die gefrorenen Zecken wurden in sterilen 1,5 ml Mikro Tubes (Sarstedt, NiUmbrecht)
unter Zuhilfenahme von RNAse freien Glaspistillen zermdrsert. Um die Proben nicht
zu hohen Temperaturen auszusetzen, wurden die Mikro Tubes wahrend des
Zerkleinerungsvorgangs in extra angefertigten, vorgekihlten Metallblocken fixiert.
Das zerkleinerte Zeckenmaterial wurde anschlieBend in RLT-Lysepuffer des
Rneasy® Mini Kits (Qiagen, Hilden) aufgenommen. Um einen hdheren
Homogenisierungsgrad zu erreichen, wurde das Lysat zusatzlich ca. 10 Mal durch
eine auf eine Spritze gesetzte 20G Nadel (Termo Europe, Leuven) gepresst. Die
virale RNS aus den Proben wurde im Anschluf mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen,
Hilden) nach Anleitung des Herstellers gewonnen und unter Zugabe von 1 U

Rnasin® (Promega, Madison) bis zur Verwendung in der PCR bei —70°C gelagert.
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3.4. Erregernachweis mittels Polymerasekettenreaktion

3.4.1. Ubersicht iiber die Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist eine 1984 von
Kary Mullis entwickelte schnelle und sensitive Methode (US Patent 4.683.202) zum
Nachweis von Virus Nukleinsaure (Stryer, 1996). Wenn die flankierenden
Sequenzen einer Zielsequenz bekannt sind, ist es mdoglich mittels PCR Millionen
Kopien der Zielsequenz zu erhalten. Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten: a)
Der Doppelstrangtrennung des urspringlichen DNS-Moleklls durch kurzzeitiges
Erhitzen auf 94°C, b) Hybridisierung der Primer (bekannte die Zielsequenz
flankierenden Sequenzen) durch schnelles Abkuhlen der Losung und c) der DNS-
Synthese, durch erneutes Erhitzen auf 72°C. Die genannten Schritte kbnnen durch
Anderung des Temperaturprofils mehrmals hintereinander ablaufen. Wahrend des
Vorgangs neu gebildete DNS-Strange dienen in folgenden Zyklen als Matrizen
(Stryer, 1996). Da nur DNS als Matrize verwendet werden kann, muf3, falls RNS-
Proben verwendet werden sollen, den oben genannten Schritten die reverse
Transkription vorangehen. Daflir wird die reverse Transkriptase bendtigt, ein Enzym
mit dessen Hilfe die Umschreibung viraler RNS in komplementare cDNS ermdoglicht
wird.

Bei allen fur diese Arbeit durchgefuhrten PCRs wurden die einzelnen Komponenten
in einem sogenannten Master-Mix angesetzt. Dabei wird die Gesamtmenge, die flr
die geplanten PCR-Ansatze bendtigt wird, zunachst in einem 1,5 ml Mikro Tube
(Sarstedt, Numbrecht) pipettiert und anschlie®end (jeweils 24 ul) auf die einzelnen
ReaktionsgefalRe (Thermosprintplatte, Bilatec, Mannheim) verteilt. Diese Technik
minimierte die Zahl der nétigen Pippetierschritte, was zur Reduktion der
Kontaminationsgefahr flhrt. Ebenfalls wurde somit die gleichmaRige Verteilung der
Reagenzien auf die Einzelproben erreicht. Die DNS / RNS-Proben (je 1 pl) wurden
anschlie3end in einem separaten Raum unter einer Sicherheitswerkbank (Hera safe
12, Kendro, Hanau) dazugegeben. Alle Reaktionen wurden im ,Primus 96 advanced
Gradient*-PCR-Gerat der Firma peqglLab (Erlangen) durchgefihrt, wobei die
Temperaturprofile der PCR-Programme den Schmelztemperaturen der jeweiligen
Primerpaare angepasst wurde. Alle fur die PCRs verwendeten Primer wurden von

der Firma Qiagen (Hilden) synthetisiert.
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3.4.2. Gelelektrophorese

Um nach erfolgreicher Amplifikation entstandene PCR-Produkte sichtbar zu machen,
werden diese zunachst durch Gelelektrophorese in einem, je nach Amplifikatgrof3e 1
%, 1,5 % bzw. 2,3 %igem, Agarosegel aufgetrennt. In die Kavitaten des erkalteten
Agarosegels wurden jeweils 14 ul PCR-Probe versetzt mit 3 yl Ladepuffer (1:50)
verdinnt (Sambrook & Maniatis, 1989) pipettiert. Als Langenstandard wurde ein 100
bp-Marker (BioLabs, Beverly) verwendet. Fur die Auftrennung der Banden, bei der
1x TAE-Puffer (Sambrook & Maniatis, 1989) als Laufpuffer diente, wurde eine
Spannung von 80 V an die Gelelektrophoresekammer angelegt. Anschlie3end
wurden die Gele fur 5 Min. in einem Ethidiumbromidbad (1 %.) gefarbt. DNS-Banden
wurden unter UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht und die Ergebnisse mit einer

monochromen CCD-Kamera (peqLab, Erlangen) dokumentiert.

3.4.3. Sequenzierungen

Positive PCR Produkte wurden zunachst mit einem kommerziell erhaltlichen Kit
(QlAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers
(Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die Sequenzierung der gereinigten DNS erfolgte dann
nach der Dideoxymethode nach Sanger et al. (1977) bei der Firma GATC in

Konstanz.
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3.4.4. PCR zum Nachweis von Borrelien-spezifischer Nukleinsauren

3.4.4.1. Primer

Um die Sensitivitat zu erhohen, wurde eine nested PCR etabliert. Bei dem Zielgen
handelt es sich um das OspA- (Outer surface Protein A) Gen (Abb. 12).

Lineares
Plasmid OspA- Gen
0 200 400 600 850
! | | | !
1. PCR [ -
) beR 5- 24 838 bp 827- 843
i - -
60- 79 400 bo 441- 460

Abb. 12: Schematische Darstellung der Lage der Primer fir die OspA-Gen
spezifische 1. und 2. (nested) PCR.

Die Primer (Tab. 8) wurden in Anlehnung an von Zumstein (Zumstein et al., 1992)
und Huegli (Huegli et al., 2002) bereits veroffentlichte Primer und anhand von
Alignments von 28 Borrelien Stammen entwickelt (Tab. 7), (Software DNA-Star,
CLUSTAL W).

Tab. 7: Prinzip der Primerentwicklung (hier Hue1_3’) an einigen

Beispielsequenzen.

Stamm-Bezeichnung Sequenz Genbanknummer
B. afzelii ....GGAACCAAACTTGAATATAC.... X85982

B. garinii ...GGAACCAGACTTGAATACAC.... Y10896

B. burgdorferi ....GGAACCAAACTTGAATATAC.... X80184

B. valaisiana ....GGAACCAGACTTGAATACAC.... AF95943

B. bisettii ....GGAACCAGACTTGAATACAC.... AF186845

B. turdi ....GGAACCAGACTTGAATACAC.... AB016975

B. burgdorferi ....GGAACCAGGCTTGAATACAC.... X83622

=> PRIMER GTRTATTCAAGYYTGGTTCC

(revers komplementar)

Hieraus ergeben sich die in Tabelle 8 dargestellte Konsensusprimer.
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Die Primer der aufReren PCR liegen im Bereich der Nukleotide 5- 24 und 827- 843,
die der nested PCR im Bereich der Nukleotide 60- 79 und 441- 460. Nach der
aulleren PCR ergibt sich hieraus ein Produkt von 838 bp, aus der nested PCR
resultiert ein 400 bp langes Amplifikat (Abb. 12).

Tabelle 8: Ubersicht iiber die in der PCR zum Nachweis von Borrelien-

spezifischen Nukleinsauren verwendeten Primer.

Primer Bezeichnung Sequenz (5’-3’) Lange (nt) Tm (°C)

1. PCR OspAZum1_5 ATGAAAAAATATTTATTGGG 20 48,1
OspAZum1_3 TCTCYTATTTTAAAGCG 17 48,75

2. PCR OspAHue1_ 5 CAAAATGTTAGCAGCCTTG 19 55,85
OspAHue1_3 GTRTATTCAAGYYTGGTTCC 20 57,32

3.4.4.2. Konditionen

Bei der Etablierung der PCR wurden, um die Sensitivitdt zu verbessern,
verschiedene Temperaturprofile sowie unterschiedliche Zusammensetzungen des
Master-Mixes (z.B. Variationen in der MgCl,-Konzentration, etc.) ausgetestet. Als
optimal erwies sich folgender Master-Mix: Der fur die 1. PCR sowie fur die nested
PCR verwendete Master-Mix enthielt 2,5 yl 10x Puffer S, 2 mM MgCl,, eine 0,2 mM
dNTP-Mischung, 0,4 mM von den jeweiligen Primern (Tab. 8) sowie 1,25 U Taq
Polymerase (genannte Reagenzien peqlLab, Erlangen). Jedem Reaktionsansatz
wurde 1 yl aufgereinigte DNS zugesetzt.

Die 1. PCR beginnt mit einer 10 minlitigen Denaturierung bei 94°C, gefolgt von
einem weiteren Denaturierungsschritt bei 94°C, 1 Min. Dem Annealingschritt bei
58°C, 1 Min., schlief3t sich die DNS-Synthese bei 72°C, 1,20 Min. an. Diese Schritte
werden in weiteren 10 Zyklen mit eingebautem Touch down (von 58°C auf 48°C in
-1°C-Schritten) wiederholt. Diesem Touch down folgt ein sich 40x wiederholender
Zyklus mit Denaturierung bei 94°C, 1 Min., Hybridisierung bei 48°C, 1 Min. und DNS
Synthese bei 72°C, 1,20 Min. AbschlieRend werden die Reaktionsansatze fur
weitere 10 Min. bei 72°C inkubiert.

Das Profil der nested PCR entspricht nahezu dem der 1. PCR. Lediglich das
Temperaturprofil unterscheidet sich. Der erste Annealingschritt erfolgt bei 54°C, der
Touch down wird folglich in -1°C-Schritten von 54°C auf 44°C durchgefuhrt und der

sich 40x wiederholende Zyklus lauft mit einer Annealingtemperatur von 44°C.
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3.4.4.3. Kontrollen

Als Positivkontrolle wurde bei dieser PCR aufgereinigte DNS des Stammes Borrelia
burgdorferi sensu stricto verwendet. Um die Sensitivitat und Spezifitat der nested
PCR zu ermitteln, wurden bei der Etablierung der PCR konsekutive
Verdinnungsschritte (1:10) der in Tabelle 9 aufgefihrten Borrelien-Stamme, die von
Dr. Volker Fingerle vom Nationalen Borrelien-Referenzlabor des Pettenkofer-
Institutes der LMU Mduanchen zur Verfugung gestellt wurden, mit den oben

beschriebenen Konditionen ausgetestet.

Tab. 9: Fir die Ermittlung der Sensitivitdit und Spezifitit der OspA Gen-

spezifischen nested PCR verwendete Borrelien-Stamme (Michel et al., 2003).

Genospezies Stamm- OspA-Typ Genbanknummer
Bezeichnung

B. burgdorferis.s. Pka2 1 X80182
B. afzelii pko 2 S48322
B. garinii pBi 4 S48323
PRab 4 n.b.
pTrop 4 n.b.
pBr 3 X80256
pHei 5 X80251
TN 6 X80252
T25 7 X80254
B. valaisianae VS116 AF095940
B. lusitaniae PotiB3 Y10839

n.b.= nicht bekannt

Ebenso sollte gewahrleistet werden, dass die fur das Probenscreening entwickelte
PCR nicht durch Bestandteile des Probenmaterials selbst inhibiert wirde. Daher
wurden zunachst Ohrproben von Balb-c Mausen entnhommen und mit
Verdiinnungsreihen von 10 bis 10 der fiir das Borrelienscreening verwendeten
Positivkontrolle, dem Borrelien-Stamm Borrelia burgdorferi sensu stricto, gespikt.
Diese Proben wurden im Folgenden wie gewohnliche Screeningproben
weiterverarbeitet, als Probe in die PCR eingesetzt und erneut die Nachweisgrenze
ermittelt. Als weitere Kontrolle wurde eine, vom Landesuntersuchungsamt (LUA) in
OberschleiBheim zur Verfligung gestellte, hochtitrige (mind. 10°) Probe des
Leptospirenstammes L. patoc in die PCR eingesetzt. Bei allen durchgefuhrten PCRs
wurde Diethylpyrocarbonat-Aqua dest. (DEPC, Fulka, Neu-UIm) als Negativkontrolle
mitgeflhrt.
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3.4.5. RT-PCR zum Nachweis der FSMEV-spezifischen RNS

3.4.5.1. Primer

Der Nachweis der FSMEV RNS erfolgte mittels einer Pan-FSMEV-nested RT-PCR.
Die Zielsequenz ist das Hullgen-Protein (Envelope (E)-Protein). Das E-Protein ist im
Bereich der Nukleotide 971-2461 auf dem Polyprotein von FSMEV kodiert (Abb. 13).

Polyprotein
971 2461
' |
E-Gen
c|> 25|o 509 75c|) 1o|oo 12|5o 14|91
1. PCR * <
726-745 1338-1359
2' PCR 35:.374 125;—1276

Abb. 13: Schema des Polyproteins von FSMEV und Lage der neu etablierten
Primer fiir die E-Gen spezifische 1. und 2. (nested) PCR.

Die Primer (Tab. 11) wurden durch Vergleich von Sequenzdaten von 60 FSMEV-
Stammen aus 17 Landern aus der Genbank erstellt (Software DNA-Star, Clustal W).
AnschlieRend wurden auf Aminosdureebene konservierte Bereiche aus dem 1491
Nukleotide (497 Aminosauren) langem Hull (E)-Proteingen herausgearbeitet.

Um alle Stamme zu erfassen, mussten die Primer redundant angefertigt werden
(Tab. 10). Die entwickelten Primer fur die aullere PCR liegen auf dem Genom im
Bereich der Nukleotide 1697-1716 und 2309-2330, die der nested PCR im Bereich
1823-1845 und 2229-2247 (Abb. 13). Somit ergeben sich fir diese PCR 633 bzw.
424 bp groRe Amplifikate. Eine Ubersicht tber die zur Erstellung der Primer
verwendeten Stamme gibt Tabelle 29, Anhang, Kapitel 10.2.).
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Tab. 10: Prinzip der Primerentwicklung (hier TBE_ENV1A_red) an einigen

Beispielsequenzen.

FSMEV Sequenz Genbanknummer
Stamm

K23 ...GAATTTGGGGCTCCTCAGGC..... AF091010
ISO ...GAATTTGGGGCTCCTCAGGC..... AF091009
Senzhang ...GAGTTTGGAGCTCCACATGC..... AY174188
Langat env-1 .....GAGTTTGGGACGCCTCATGC..... NC003690
Neudorfl ...GAATTTGGGGCTCCTCACGC..... M27157
Oshima A-1 ...GAGTTTGGAGCTCCACACGC..... AB022293
VL99m11 ...GAGTTTGGAGCTCCACATGC..... AB049345
A52 ....GAATTTGGGGCTCCTCACGC..... X60286
Sofjin ...GAGTTTGGAGCTCCACATGC..... X07755
=> PRIMER GARTTTGGRRCKCCDCAYGC

Somit ergaben sich in Tabelle 11 dargestellte Konsensusprimer.

Tab. 11: Ubersicht iiber die fiir die E-Protein-Gen-PCR verwendeten Primer.

Primer Bezeichnung Sequenz (5’- 3’) Lange Tm
(nt)  (°C)
1.PCR TBE_ENV1A _red GARTTTGGRRCKCCDCAYGC 20 64,16
TBE_ENV2 red CHACYCCYCCDARRAKGSTGTT 22 64,85
2. PCR TBE_ENV4A red GRCCRAARTCCCASGCRTG 19 64,48
TBE_ENV5 red AGYGNYAYGTDACHTGYGGRGT 22 63,91
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3.4.5.2. Konditionen

Bei der Etablierung dieser RT-PCR sollten zunachst die optimalen Konditionen
ermittelt werden. Daher wurde die Sensitivitat der PCR mit logarithmischen
Verdiinnungsreihen von 10° bis 10 des Langat-Virus bei verschiedenen MgCl,
Konzentrationen sowie unterschiedlichen Zusammensetzungen des Master-Mixes
und variierenden Temperaturprofilen bestimmt. Folgende Konditionen erwiesen sich
als optimal: Fur die dulere E-Protein-Gen spezifische RT-PCR wurde ein 2,5 ul 10x
Puffer Y enthaltender Master-Mix, versetzt mit 1 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP-
Mischung, jeweils 0,4 mM der Primer TBE_ENV1A red und TBE_ENV2_red sowie
1,25 U Taq Polymerase (alle genannten Reagenzien peqlLab, Erlangen), 2,8 U RAV-
2 (Amersham, Buckinghamshire) und 1 U RNasin® (Promega, Madison) enthaltender
Master-Mix verwendet. Jedem Reaktionsansatz wurde 1 pl aufgereinigte RNS
zugesetzt. Der Master Mix der anschlieRenden nested PCR entspricht dem der 1.
PCR, jedoch wurde fiir die nested PCR weder RAV-2, noch RNasin® zugegeben.
Zudem wurden fir die nested PCR die Primer TBE_ENV4A red und
TBE_ENV5_red in 4 mM Konzentration eingesetzt.

Das Programm der 1. PCR beginnt mit der eine Stunde dauernden reversen
Transkription bei 42°C und der anschlielienden Denaturierung bei 94°C fir 5 Min.
Der darauffolgende Zyklus, der sich aus einem weiteren Denaturierungsschritt bei
94°C fur 30 Sek., einem 1 minutigen Annealingschritt bei 69°C sowie der DNS-
Synthese bei 72°C fur 1 Min. zusammensetzt, wird im Folgenden 10x mit einem
Touch down von 69°C auf 59°C in -1°C Schritten wiederholt. Diesem Touch down
folgt ein sich 40x wiederholender Zyklus mit Denaturierung bei 94°C fir 30 Sek.,
Hybridisierung bei 59°C fur 1 Min. und der 1 minutigen DNS Synthese bei 72°C.
AbschlielRend werden die Reaktionsansatze fur weitere 10 Min. bei 72°C inkubiert.
Das Temperaturprogramm der nested PCR beginnt mit der Denaturierung bei 94°C
fur 5 Min.. Gefolgt wird die Denaturierung von einem sich 16x wiederholenden
Zyklus mit eingebautem Touch down von 66°C auf 56°C in —0,5°C Schritten, der sich
aus einer Denaturierung bei 94°C fur 30 Sek., der Hybridisierung bei 66°C fur 1 Min.
und der Strangverlangerung bei 72°C fur 1 Min. zusammensetzt. Danach
durchlaufen die Reaktionsansatze zunachst 40x Zyklen mit je 30 Sek. bei 94°C, 1
Min. bei 56°C und 1 Min. bei 72°C, um abschlieRend fur weitere 10 Min. bei 72°C

bewahrt zu werden.
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3.4.5.3. Kontrollen

Als Positivkontrolle wurde fir diese PCR RNS von Langat-Virus (TBE-Virus-Gruppe,
Fam. Flaviviridae) verwendet. Es handelt sich dabei um einen im Labor unter L2
Bedingungen kultivierbaren FSMEV-Stamm, der erstmals 1956 aus einer Zecke in
Malaysia isoliert wurde (Smith et al., 1956). Details hierzu sind Kapitel 3.6. zu
entnehmen.

Um eine Inhibition durch organisches Probenmaterial auszuschlieRen, erfolgte
zusatzlich die Bestimmung der Sensitivitdt unter Zugabe von negativem
Organhomogenisat. Dazu wurden Gehirn- und Milzproben von Balb-c Mausen
entnommen und mit logarithmischen Verdiinnungsreihen von 10° bis 10 des fiir die
ENV-Gen spezifischen PCR als Positivkontrolle verwendeten Langat-Virus gespikt.
Die Inhibition sollte auch fur Zeckenmaterial ausgeschlossen werden. Daher wurden
FSMEV-negativ getestete Zecken ebenfalls mit konsekutiven Verdiinnungen von 10°
bis 10* des Langat-Virus gespikt. Diese Proben wurden im Folgenden wieder wie
Screeningproben weiterverarbeitet, aufgereinigt in die PCR eingesetzt und
abschliellend ausgewertet. Als Negativkontrolle wurde bei allen durchgefuhrten
PCRs Diethylpyrocarbonat-Aqua dest. (DEPC, Fulka, Neu-Ulm) mitgefthrt.
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3.5. Interne Kontrollen

3.5.1. Mause: Cytochrom b spezifische PCR

3.5.1.1. Primer

Um die Qualitat der Mause-RNS zu uberpriufen, wurde eine PCR verwendet, die die
RNS des mitochondialen Cytochrom b, ein sogenanntes house-keeping-Gen, als
Zielgen hat.

Es war notwendig separate PCRs fur Rotelmaus- und Feldmausproben
(Arvicolidae), (Primer CB_F / CB_R) zum einen sowie flr Gelbhalsmaus- und
Waldmausproben (Muridae), (Primer H16 / L14648) zum anderen zu entwickeln.

Die Primer fur die interne Kontroll-PCR der Arvicolidae liegen im Bereich der
Nukleotide 1- 24 und 1117- 1143, die der Muridae im Bereich der Nukleotide 487-
510 und 1005- 1020 (Abb. 14).

Cytochrom b

0 250 500 750 1000 1143
| | | | | |
Primer CB_F/CB_ R mmp 1142 bp <mm
1-24 1117- 1143
Primer L14648/ H16 - 533 bp <=
487- 510 1005- 1020

Abb. 14: Lage der fiir das Cytochrom b-Gen mRNS spezifischen Primer der

internen Kontrolle.

Das durch die Primer CB-F und CB_R amplifizierte RT-PCR-Produkt hat eine Grolie
von 1142 bp, das Produkt des Primerpaares H16 und L14648 hat eine Grolie von
533 bp. Die verwendeten Primer (Tab. 12) wurden in Anlehnung an bereits
veroffentlichte Sequenzen synthetisiert (Martin et al., 2000; Kocher et al., 1989;
Dekonenko et al., 2003).
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Tab. 12: Ubersicht iiber die fiir die internen Kontroll-PCRs (Gehirn- und
Milzproben) der Mause verwendeten Primer (1= Dekonenko et al., 2003; 2=
modifiziert nach Kocher et al., 1989; 3= Martin et al., 2000).

Primer Sequenz (5’-3’) Lange (nt) Tm (°C) Referenz
CB_F ATGACARTCATCCGAAARAAACAC 24 59,44 1
CB_R TTARTCTAGGTCYAKRATGTYGTTTTC 27 60,81 1
H16 CWGGTTGRCCTCCRATTCAWGT 22 62,67 2
L14648 TGAATYTGAGGRGGATTCTCAGTA 24 61,15 3

3.5.1.2. Konditionen

Zunachst erfolgte die Etablierung der PCR. Hierfir wurden unterschiedliche Master-
Mix Zusammensetzungen, MgCl,>-Konzentrationen und Temperaturprofile getestet
und miteinander verglichen. Als optimales Protokoll erwies sich folgendes: Fur die
Testung der Roétel- und Feldmausproben (Primer CB_F / CB_R) wurde ein 2,5 ul des
10x Reaktionspuffers S enthaltender Master Mix hergestellt, mit 0,45 mM dNTP-Mix,
jeweils 0,4 mM der Primer CB_F und CB_R sowie 2 U Taqg Polymerase (genannte
Reagenzien peqlLab, Erlangen), 2,8 U RAV-2 (Amersham, Buckinghamshire) und 4
U RNasin® (Promega, Madison).

Der Master-Mix, der fur die Testung der Vertreter der Muridae (Gelbhals- und
Waldmausproben) verwendet wurde, enthielt 2,5 pl des 10x Reaktionspuffers S,
ebenfalls 0,45 mM dNTP-Mix, 1 mM MgCl,, jeweils 0,4 mM der Primer H16 und
L14648 sowie 1 U Taq Polymerase (genannte Reagenzien, peqlLab, Erlangen), 2,8
U RAV-2 (Amersham, Buckinghamshire), 4 U RNasin® und 5 ul Enhancer Solution
(peqLab, Erlangen). Jedem Reaktionsansatz wurde 1 ul aus Milz bzw. Gehirn der
aus Mausen isolierten RNS als Probe zugesetzt.

Aufgrund der ahnlichen Schmelztemperatur (Tm) der Primer konnte aber fur die
Arvicolidea- und Muridae- housekeeping mRNS PCR das selbe Temperaturprofil
verwendet werden. Das Programm dieser internen Kontroll-PCR beginnt mit der hier
1,30 Std. dauernden reversen Transkription bei 42°C und der anschlieenden
Denaturierung bei 94°C fur 5 Min.. Der darauffolgende Zyklus, der sich aus einem
weiteren Denaturierungsschritt bei 94°C fir 1 Min.,, einem 1 mindtigen
Annealingschritt bei 60°C sowie der DNS-Synthese bei 72°C fur 1,40 Min.
zusammensetzt, wird im Folgenden 10x mit einem Touch down von 60°C auf 50°C in

-1°C Schritten wiederholt. Diesem Touch down folgt ein sich 40x wiederholender
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Zyklus mit Denaturierung bei 94°C fur 1 Min., Hybridisierung bei 50°C fur 1 Min. und
der 1,40 Min. dauernden DNS Synthese bei 72°C. AbschlieRend werden die
Reaktionsansatze fir weitere 10 Min. bei 72°C inkubiert.

3.5.1.3. Kontrollen
Diethylpyrocarbonat-Aqua dest. (DEPC, Fulka, Neu-Ulm) wurde auch hier bei jeder
PCR als Negativkontrolle verwendet.

3.5.2. Zecken: mitochondriale 16S RNS spezifische PCR

3.5.2.1. Primer

Um die Qualitat der aus Zecken extrahierten RNS zu Uberprifen, wurde eine PCR
verwendet, die die mitochondriale 16S RNS von Zecken als Zielort hat. Die dafur
eingesetzten Primer (Tab. 13) wurden aus einer Publikation von Schwaiger und
Cassinotti (2003) Gbernommen. Die Primer binden im Bereich der Nukleotide 254-
282 bzw. 327- 351 und amplifizieren ein 97 bp groRes Fragment (Abb. 15).

16S RNS von Ixodes Zecken

0 100 200 300 383
| l l l |
Primer F-16S m»> o7hHp @m Primer R-16S
254- 282 327- 351

Abb. 15: Lage der fiur die 16S RNS von Zecken spezifischen Primer, der
internen Kontroll-RT-PCR.

Tabelle 13: Ubersicht iiber die fiir die interne Kontroll-PCR der Zeckenproben

verwendeten Primer (Schwaiger & Cassinotti, 2003).

Bezeichnung Sequenz (5°-3’) Lange (nt) Tm (°C)
F-16S AAAAAAATACTCTAGGGATAACAGCGTAA 29 60,38
R-16S ACCAAAAAAGAATCCTAATCCAACA 25 58,02
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3.5.2.2. Konditionen

Bei der Etablierung der PCR wurden, um die Sensitivitit zu verbessern,
verschiedene Temperaturprofile sowie unterschiedliche Zusammensetzungen des
Master-Mixes mit wechselnden MgCl,-Konzentration ausgetestet. Als optimal erwies
sich folgendes: Der wiederum 2,5 pl 10x Reaktionspuffer S enthaltende Master-Mix
enthielt 0,1 mM dNTP-Mix, jeweils 0,4 mM der Primer F-16S und R-16S, 1,25 U Taq
Polymerase (Reagenzien peqlLab, Erlangen), 2,8 U RAV-2 (Amersham,
Buckinghamshire) sowie 4 U RNasin® (Promega, Madison). Jedem Reaktionsansatz
wurde 1 ul aus Zecken isolierte RNS als Probe zugesetzt.

Das Programm dieser internen Kontroll-PCR wird mit der reversen Transkription bei
42°C fur eine Stunde begonnen. An diese schliel3t sich ein Denaturierungschritt bei
94°C fur 5 Min. an. Der darauffolgende Zyklus, der sich aus einem erneuten
Denaturierungsschritt bei 94°C fur 30 Sek., einem ebenfalls 30 Sek. dauernden
Annealingschritt bei 66°C sowie der DNS-Synthese bei 72°C fir weitere 30 Sek.
zusammensetzt, wird im Folgenden 10x mit einem Touch down von 66°C auf 56°C in
-1°C Schritten wiederholt. Diesem Touch down folgt ein sich 30x wiederholender
Zyklus mit Denaturierung bei 94°C fur 30 Sek., Hybridisierung bei 56°C fur 30 Sek.
und der wiederum 30 Sek. dauernden DNS Synthese bei 72°C. Abschliel3end

werden die Reaktionsgemische flr weitere 10 Min. bei 72°C inkubiert.
3.5.2.3. Kontrollen

Bei allen durchgefihrten PCRs wurde Diethylpyrocarbonat-Aqua dest. (DEPC,
Fulka, Neu-Ulm) als Negativkontrolle mitgefthrt.
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3.6. Zellkultur und Virusanzucht

3.6.1. Zellkultur

Fur die Anzucht des flr die Env-Gen-PCR als Positivkontrolle verwendeten Langat-
Virus wurden die permanent wachsenden Schweinenierenzellen PKjs-Zellen
(porcine kidney-Zellen, RIE 5-1) verwendet. Bei PKis-Zellen handelt es sich um
epitheloide, regelmallige, polygonale Zellen, die in gut begrenzten Kolonien
wachsen. Die Kultivierung der Zelllinie erfolgte in (175 cm?) Zellkulturflaschen (Nunc,
Wiesbaden) bei 37°C. Als Nahrmedium wurde Dulbeccos Minimal-Essential-Medium
(DMEM, Biochrom, Berlin) unter Zusatz von 1% Nonessential Amino Acids (NEA,
Biochrom, Berlin), 1 % NaHCO3; (8,8%, Merck, Darmstadt), 5 % inaktiviertem fetalen
Kalberserum (FKS, Biochrom, Berlin) sowie Antibiotika (100.000 I.E./I Penicillin,
Grunenthal, Aachen und 100 mg/l Streptomycin, (PHARMA, Wernigerode)
verwendet. Konfluente Zellen wurden regelmafdig unter Verwendung von Saline-

Trypsin-Versene-Losung Konzentration (STV) subkultiviert.

3.6.2. Kryokonservierung von Zellen

Um die langfristige Lagerung von Zellen zu ermdglichen, wurden ca. 1x 106
abzentrifugierte Zellen (49. Passage) in 1,5 ml Kulturmedium unter Zusatz von 20 %
FKS (Biochrom, Berlin) und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), (Sigma, Deisenhofen)
resuspendiert und in 2 ml Kryoréhrchen (Nunc, Wiesbaden) bei —180°C konserviert.

3.6.3. Viruspropagierung in Zellkultur, Isolierung viraler RNS

In der oben beschriecbenen Schweinenieren-Zelllinie wurde das Langat-Virus
vermehrt. Dazu wurde bei, in einer 175 cm? Zellkulturflasche (Nunc, Wiesbaden)
angeziuchteten, zu ca. 90 % konfluenten Zellen das Medium dekantiert und die
Zellen mit 3 ml Virus (21. Passage) infiziert. Zur Virusadsorption wurden die Zellen
fir 30 Min. bei 37°C belassen und anschliefend mit frischem Medium (2 % FKS)
versorgt. Das Virus vermehrte sich unter Ausbildung einer generalisierten Lysis. Die
Virusernte erfolgte nach 4- 6 Tagen. Aus dem virushaltigen Zellkulturiberstand
wurde die RNS mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Anleitung des

Herstellers isoliert.
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3.6.4. Virustitration

Um die TCIDsy der konzentrierten Virussuspension zu bestimmen, wurde eine
Titration durchgefiihrt. Hierfir wurde eine Verdiinnungsreihe von 10" bis 107
angelegt und davon je 100 ul im Dreifachansatz auf konfluente PKs-Zellen in 24-
Loch Platten (Nunc, Wiesbaden) gegeben. Am 7. Tag p. i. erfolgte die Ablesung. Aus
der Anzahl der ermittelten positiven Vertiefungen pro Verdinnungsstufe wurde der

Virustiter errechnet.

3.7. Datenanalysen

3.7.1. Sequenzanalysen

Sequenzanalysen und Translation von Nukleotid Sequenzen wurden mit Hilfe des
Programms Lasergene DNAstar (DNASTAR.INC., Madison, USA) erstellt. Durch
Sequenzierung der positiven Screeningproben erhaltene Sequenzkurven wurden mit
der Software Chromas® 1.45 (McCarty C., 1998; http://www.technelysium.
com.au/chromas.html) sowie DNAstar ausgewertet und anschlieBend mit bereits
veroffentlichten Sequenzen Uber das BLAST verglichen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov
/BLAST/Blast.cgi; Altschul et al., 1997). Alignments wurden mit Clustal W
angefertigt. Anhand dieser Daten, konnten die Genospezies der ermittelten

Sequenzen festgestellt werden.

3.7.2. Phylogenetische Analysen

Fur die Erstellung der Phylogenie wurden bereits veroffentlichten Sequenzen der
unterschiedlichen Erregersubtypen aus der Genbank ermittelt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed).

Phylogenetische Analysen wurden mit Hilfe der Programme SEQBOOT, DNAPARS
und CONSENSE erstellt (Felsenstein J., 1989; Version 3.61.), phylogenetische
Stammbaume mit Maximum Parsimony (bootstrap 100) entwickelt und mit dem
Programm Treeview (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html.)

dargestellt. Im Vorfeld wurden mittels Alignments identische Sequenzen ermittelt.

53



Material und Methoden

3.7.3. Datenerfassung und Statistik

Karten wurden mit Top 50 Version 3.0 dargestellt (Bayerisches
Landesvermessungsamt Muinchen, Bundesamt fur Kartographie und Geodasie
2001; Software: Dornier GmbH 2001).

Daten der Mause wurden in SPSS (Leipniz-Rechenzentrum, LRZ, Version 12.0.1)
erfasst. Gruppenvergleiche erfolgten mit dem Chi-Quadrat Test. Chi-Quadrat (X?)
und die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) werden entsprechend angegeben. Des
weiteren wurden der T-Test sowie der Levene Test angewendet. Die Berechnung
erfolgte  mit SPSS. Fir die Berechnung der maximal madglichen
Vorkommenshaufigkeit (= p) beim Fehler 1. Art wurde folgende Formel angewendet:

p<1-a'™
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4. Ergebnisse

4.1. Fangergebnisse
4.1.1. Zecken
Insgesamt konnten 1552 Zecken (212 Pools), (Tab. 14, Abb. 16) in den drei

offentlichen Parkanlagen Minchens, dem Englischen Garten, dem Nymphenburger

Park, dem Forstenrieder Park und dem Gebiet in Schongeising gefangen werden.
Tabelle 14 gibt die Verteilung der untersuchten Zecken in den vier Fanggebieten

wieder.

Tab. 14: I ricinus, gefangen in drei Parkanlagen Miinchens (Anzahl der

gebildeten Pools in Klammern angegeben).

FANGGEBIET LARVEN NYMPHEN ¢ Q SUMME
Nymphenburger Park 327 (33) 230 (24) 57 (14) 38 (10) 652 (81)
Englischer Garten 137 (15) 194 (15) 65 (17) 53 (16) 449 (63)
Furstenrieder Park 24 (3) 196 (21) 20(5) 26 (7) 266 (36)
Schongeising 5(1) 150 (16) 11 (3) 19 (4) 185 (24)
SUMME 493 770 153 136 1552

In Abbildung 16 A und 16 B erfolgt die grafische Darstellung dieser Ergebnisse.
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Standort
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Abb. 16: Graphische Darstellung der Verteilung der gesammelten Zecken in
den vier untersuchten Gebieten (A) und insgesamt (B) (w= weiblich, m=

mannlich).
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4.1.2. Mause
An den unterschiedlichen Standorten konnten nach Vorkéderung insgesamt 836
Mause mit Sherman Lebendfallen gefangen werden. In Tabelle 15 sind die

Fangergebnisse zusammenfassend dargestellt.

Tab. 15: Darstellung der insgesamt gefangenen Mause (Fm= Feldmaus; Ghm=

Gelbhalsmaus; Rm= Rotelmaus; Schm= Schermaus; Erdm= Erdmaus).

Fangort Fangfliche @ Ghm. Rm. Fm. Wm. Schm. Erdm. sonstige Gesamt
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Bei der Verteilung der einzelnen Mausarten auf die Fangorte fallt auf, dass der Anteil
an gefangenen Muridae (Langschwanzmause wie Gelbhals- und Waldmaus)
ungefahr genauso grol} ist, wie der an Arvicolidae (Kurzschwanzmause wie Rotel-,
Feld- und Erdmaus). Lediglich fur das Fanggebiet Traunstein trifft dies nicht zu. Hier

war der Anteil an Langschwanzmausen deutlich geringer (Abb. 17).

Fangort= Grafrath

Fangort= Traunstein

Art

Erdmaus

Feldmaus
Gelbhalsm.
Rotelmaus

Waldmaus

Schermaus
sonstige

Fangort= Erlangen

Abb. 17: Artenzusammensetzung, angegeben in Prozent, in den Fanggebieten

Traunstein, Grafrath und Erlangen.
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4.2. Ergebnisse der Untersuchungen im Zusammenhang mit FSMEV
4.2.1. Anzucht des Langat-Virus auf PK-y5 Zellen

Als Positivkontrolle wurde das Langat-Virus, ein unter L2 Bedingungen kultivierbarer

FSMEV-Stamm verwendet. Der Stamm vermehrt sich zytopathogen in permanenten
Schweinenierenzellinien (Abb.18). Titrationen des Virus auf PK-5 Zellen resultierten
in unserem Labor in Titern bis zu 10° TCIDsg/ml.

Abb. 18: Schweinenierenzelllinie (Pk-15) A: Mock; B: mit Langat-Virus infiziert,
96 h. p.i..

4.2.2. Etablierung und Optimierung der E-Protein- Gen spezifischen nested RT-
PCR

Um die optimalen Konditionen fir die neu entwickelte Pan-RT-nested PCR zu
ermitteln, wurden zunachst unterschiedliche Ansatze getestet. In Abb. 19 st
exemplarisch ein PCR Ansatz dargestellt, in dem verschiedene MgCl,
Konzentrationen in Kombination mit unterschiedlichen Temperaturprofilen
ausgetestet wurden. So wurde in der 1. RT-PCR mit MgCl,-Konzentrationen von
1 mM, 1,5 mM und 3 mM gearbeitet. Fur die nested PCR wurde eine MgCl,-
Konzentration von 1,5 mM gewahlt. Mit den optimal ermittelten Konditionen konnte
bei dieser nested PCR 0,4 TCIDsy Langat-Virus nachgewiesen werden. Hier ist zu
sehen, dass eine PCR, die mit suboptimalen Konditionen durchgefuhrt wird, eine
deutlich niedrigere Sensitivitat aufweist, als eine optimierte PCR. Im Vergleich dazu

ist in Abbildung 20, eine optimierte PCR dargestellt.
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1 mM MgCl, 3 mM MgCl; 1,5 mM MgCl, 3 mM MgCl,

M 12 3 4 5 6 7 891011 121314151617 M

Abb. 19: Etablierung der E-Gen spezifischen Pan-RT-nested PCR, 1,5 %iges
Agarosegel. Die 1. PCR wurde mit variierenden MgCl,-Konzentrationen
angesetzt (in Klammern angegeben); die nested PCR wurde mit 1,5 mM MgCl,
durchgefiihrt. Die nested PCR wurde bei den Proben 1-8 mit einem Touch down
von 68°C auf 58°C, Proben 9- 16 mit einem Touch down von 66°C auf 56°C
durchgefiihrt. (M= 100 bp Marker, Spuren 1-4, 5-8, 9-12, 13- 16= jeweils
Verdiinnungen Langat- Virus 10°- 1073, Spur 17= Negativkontrolle).
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4.2.3. Sensitivitat und Spezifitat der Nachweisverfahren

Die neu etablierte E-Gen spezifische RT-PCR ist hochsensitiv. Um die
Nachweisgrenze der PCR zu erhdhen, wurde mit einem Touchdown Schritt beim
Annealing gearbeitet. Unter Berlcksichtigung der Verdinnungsfaktoren bei der RNS
Isolierung und Einsatz in eine PCR Reaktion wurde mit der als optimal ermittelten

Methodik die Nachweisgrenze errechnet. Es gelang hierbei 0.4 TCID5(Q Langat-Virus

pro Reaktion nachzuweisen.

Um die Empfindlichkeit oder auch inhibitorische Faktoren der neu etablierten
Methode auch in Zecken zu uberprifen, wurden Zeckenlarven, -nymphen,
-mannchen und -weibchen jeweils mit dem FSMEV-Stamm Langat gespikt. Die
Nachweisgrenze erhOhte sich bei den adulten Tieren um einen Faktor von 10 (0.04
TCID50 Langat-Virus pro Reaktion, Abb. 20).

A) Zecken + virale RNS B) virale RNS

Abb. 20: Nachweisgrenze der neu etablierten Hiillgen-RT-PCR, 1,5 %iges
Agarosegel. A) Langat-Virus gespikte Zeckenweibchen, B) Verdiinnungsreihe
von Langat-Virus, (Spuren 1- 5, Verdinnungen von Langat-Virus 10° - 10*
TCIDsg, 6= Negativkontrolle, M= 100 bp Marker).
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Ebenso sollte ausgeschlossen werden, dass die Hullgen-Protein-spezifische PCR
durch Bestandteile von Milz oder Gehirn inhibiert wirde. Hier wurden die
entsprechenden Organe von Balb-c Mdusen mit Verdiinnungsstufen von 10 bis 10
des Langat-Virus gespikt. Auch in mit Langat-Virus gespikten Mauseorganen wird die

Nachweisgrenze von 0.4 TCID5Q Langat-Virus pro Reaktion erreicht (Abb.21).

Abb. 21: Nachweisgrenze der neu etablierten Hiillgen-RT-PCR bei mit Langat-
Virus gespikten Mausorganen, 1,5 %iges Agarosegel, (M= 100 bp Marker;
Spuren 1- 4: Maushirn, Spuren 5- 8: Mausmilz, jeweils gespikt mit
Verdiinnungsreihe 10™ — 10 TCIDs, von Langat-Virus; Spur 9= Positivkontrolle

Langat-Virus 10%; Spur 10= Negativkontrolle).
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4.2.4. Ergebnis der PCR Untersuchungen an Zecken auf FSMEV

Es konnte in keinem der 212 untersuchten Zeckenpools FSMEV-positive Proben,
mittels der etablierten Hullgen-RT-PCR, ermittelt werden. Bei der unter gegebenen
Bedingungen gesammelten Zecken kann statistisch die Pravalenz bei einer
95 % Wahrscheinlichkeit mit < 0,2 % angegeben werden (berechnet mit der Formel

p<1-a'M.

4.2.4.1. Interne Kontrolle der aus Zecken isolierten RNS

Um dieses negative Ergebnis zu kontrollieren wurde eine interne Kontrolle, die fur die
16 S RNS von Zecken spezifische RT-PCR durchgefihrt.

Auch bei dieser PCR wurden zunachst die optimalen Bedingungen ermittelt. In Abb.
22 sind wiederum exemplarisch, PCR-Ansatze dargestellt, die im Rahmen der
Etablierung durchgefuhrt wurden. Gut zu erkennen ist, dass sich in einem Ansatz mit
0 mM MgCl, saubere Banden im Agarosegel ergeben, wohingegen ein PCR-Ansatz
mit 3 mM MgCl, zu starken Hintergrundbanden fihrt, die eine Auswertung

erschweren wirden.
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Abb. 22: Etablierung und Optimierung der internen Kontroll-PCR, spezifisch fiir
die 16S RNS von Zecken, 2,3 %iges Agarosegel. A: 0 mM MgCl,, B: 3 mM
MgCl,. Spuren 1-5= weibliche Zeckenpools, Spuren 6-10= mannliche
Zeckenpools; Spuren 11- 15= Nymphenpools; 16- 20= Larvenpools, 21=
Negativkontrolle, M = 100 bp Marker.
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Nach Optimierung der Konditionen, erfolgte fur jede Probe, die mit der E-Gen
spezifischen RT-nested PCR auf spezifische Nukleinsauren hin untersucht wurde,
parallel die Durchfihrung der internen Kontroll RT-PCR.

Abbildung 23 zeigt exemplarisch fur die Zeckenpools 132-143 die internen 16S RNS
Kontrollen, bei der sich ein 97 bp groRes Fragment ergibt. Bis auf einen Zeckenpool
(Daten nicht dargestellt) (0,5 % der untersuchten Proben) konnte in der 16S RNS
Kontroll RT-PCR in allen RNS-Isolaten eine 97 bp Bande dargestellt werden.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

Abb. 23: Beispiel eines Ergebnisses der 16S RNS Zecken RT-PCR, die PCR
resultiert in einem etwa 100 bp groBen Fragment. 2,3 %iges Agarosegel (M =
100 bp Marker; Spuren 1-12= Zeckenpools aus Miinchen bzw. Flirstenfeldbruck
(Pool 132- 143); Spuren 13= Negativkontrolle).
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4.2.5. Ergebnis der PCR Untersuchungen an Mausen auf FSMEV

In keiner der 300 untersuchten Milzen konnte FSMEV nachgewiesen werden.
Ebenso war es mittels der Hill-Gen RT-PCR nicht moglich FSMEV in den untersuchten
Maushirnen zu detektieren. Exemplarisch ist in Abb. 24 die Untersuchung der
Milzproben 608- 631 auf FSMEV-spezifische Nukleinsauren dargestellt. In Tabelle 16
sind Art und Herkunft der auf FSMEV untersuchten Wildmause und die
Untersuchungsergebnisse dargestellt.

M1 2 3 4567 8910 11121314151617181920212223242526 M

s ampseenbossesesd §

Abb. 24: Exemplarische Darstellung des Probenscreenings der Milzen auf
FSMEV. 1,5 %iges Agarosegel, (M= 100 bp Marker, Spuren 1-24= Milzproben
608- 631, 25= Positivkontrolle Langat-Virus 10°, 26= Negativkontrolle).

Tab. 16: Darstellung der Ergebnisse des Probenscreenings der Milz- und

Hirnproben auf FSMEV-spezifische Nukleinsauren.

Fangort Art negativ positiv Gesamt
Erlangen Gelbhalsmaus 65 0 65
Rételmaus 66 0 66
Sonstige 9 0 9
Gesamt 140 0 140
Grafrath Gelbhalsmaus 48 0 48
Rételmaus 66 0 66
Feldmaus 4 0 4
sonstige 6 0 6
Gesamt 124 0 124
Traunstein Gelbhalsmaus 10 0 10
Rételmaus 53 0 53
Feldmaus 15 0 15
sonstige 1 0 1
Gesamt 79 0 79
Sonstige Gelbhalsmaus 8 0 8
Fangorte Waldmaus 2 0 2
sonstige 6 0 6
Gesamt 16 0 16
Gesamt 359 0 359
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4.2.5.1. Interne Kontrolle der aus Mausen isolierten RNS

Auch hier wurden, um die Qualitat der RNS zu tberprifen und das negative Ergebnis
zu verifizieren, eine interne Kontrolle durchgefuhrt. Wiederum erfolgte zunachst die
Etablierung und Optimierung der PCR (ohne Abbildung).

Alle mit der E-Gen spezifischen RT-nested-PCR untersuchten Organproben, wurden
parallel mit der internen Kontroll-PCR auf ihre Qualitat hin untersucht. Bei 9 von 300
getesteten Proben (3 %) konnte- auch nach mehrmaliger Wiederholung der PCR-
keine Bande dargestellt werden. Bei den Ubrigen Proben verlief die Interne Kontroll-
PCR, die das Cytochrom B als Zielgen hat positiv. In Abb. 25 sind exemplarisch
Proben in der Internen Kontroll-PCR dargestellt.

10 11 12 13 14 15 16 M

M 1 2 3 4 6 8 9

Abb. 25: Beispiel eines Ergebnisses der Cytochrom b-Gen mRNS RT-PCR bei
Rétel- und Feldmausproben; die PCR resultiert in einem etwa 1142 bp groRRen
Fragment. 1 %iges Agarosegel, (M= 100 bp Marker; Spuren 1-15= RNS Proben
Milz, Spur 16= Negativkontrolle).

66



Ergebnisse

4.3. Ergebnisse der Untersuchungen im Zusammenhang mit

Borrelien

4.3.1. Etablierung und Optimierung der OspA-Gen spezifischen nested PCR

Um die optimalen Konditionen fur die neu entwickelte nested PCR zu ermitteln
wurden verschiedene PCR-Ansatze getestet. In Abb. 26 ist exemplarisch ein PCR

Ansatz dargestellt, in dem verschiedene MgCl,-Konzentrationen ausgetestet wurden.

O nMCIz 4 mM MgCl,

— —~ ~
M12 3 45678910111213141516171819M12 3 4 56 7 89 1011121314

Abb. 26: Etablierung der OspA Gen spezifischen nested PCR, 1,5 %iges Gel.
M= 100 bp Marker, Spuren 1- 7= Verdinnungen 10°- 10 von B. burgdorferi s.s.,
Spuren 8- 14= Verdiinnungen 10°- 10° von B. garinii, Spuren 15- 18=

Verdiinnungen 10°- 107 von B. afzelii, 19= Negativkontrolle).

4.3.2. Sensitivitat und Spezifitat des Borrelien-spezifischen
Nachweisverfahrens

Auch hier wurde, zur Erhéhung der Nachweisgrenze der PCR, mit einem Touchdown
Schritt beim Annealing gearbeitet. Nach Ermittlung der optimalen Konditionen konnte
eine Nachweisgrenze von 64 DNS Molekulen pro PCR-Ansatz erreicht werden.

Da die etablierte PCR moglichst unterschiedliche Borrelien-Stamme detektieren
sollte, wurden mit den ermittelten Konditionen verschiedene Borrelien-Stamme in die
PCR eingesetzt. Alle getesteten Stamme (unterschiedliche OspA Genotypen),
wurden von der PCR erfasst (Abb. 27). Da viele Wildmause auch Leptospira ssp.
beherbergen kdnnen, erschien es wichtig, dass die entwickelte PCR Leptospiren
DNS nicht amplifiziert. Die vom Landesuntersuchungsamt in OberschleiRheim zu
Verfugung gestellte Probe des Leptospirenstammes L. patoc wurde von der PCR
nicht erfasst, d.h. die PCR ist Borrelien-spezifisch (Abb. 27).
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Abb. 27: Bestimmung der Spezifitat der OspA-Gen spezifischen PCR, 1,5 %iges
Agarosegel. (M= 100 bp Marker; Spuren 1, 2= L. patoc; Spuren 3- 6= B. garinii,
OspA Typen 6,3,5,4; Spur 7= B. afzelii, OspA Typ 2; Spuren 8-10= B. garinii,
OspA Typen 4, 7; Spur 11= B. valaisiana; Spur 12= B. lusitaniae; Spur 13= B.
burgdorferi, OspA Typ 1; Spur 14= Positivkontrolle Borrelia burgdorferi s.s.;
Spur 15= Negativkontrolle).

Wiederum sollte die Inhibition der Borrelien-spezifischen nested PCR
ausgeschlossen werden. In diesem Falle wurde Ohrmaterial mit Verdinnungen von
102 10, der fiir diese PCR verwendeten Positivkontrolle, gespikt und in die PCR

eingesetzt. Die Nachweisgrenze wurde auch hier wieder erreicht (Abb. 28).

Abb. 28: Nachweisgrenze der Borrelien-spezifischen nested PCR bei gespikten
Ohren von Balb-c Mausen. 1,5 %iges Gel, (M= 100 bp Marker; Spuren 1- 4=
Verdiinnungen von Borrelia burgdorferi s. s. 102 - 10°, Spur 5=

Positivkontrolle B. burgdorferi s.s., Spur 6= Negativkontrolle).
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4.3.3. Ergebnis der Untersuchung der Mause auf Borrelien-spezifische

Nukleinsaure

Bei insgesamt 836 untersuchten Wildmausen konnten in 91 Tieren Borrelien-

spezifische Nukleinsduren nachgewiesen werden (Tab. 17).

Tab. 17: Darstellung der Ergebnisse des Probenscreenings auf Borrelien-

spezifische Nukleinsauren.

Fangort Spezies negativ positiv Gesamt
Erlangen Feldmaus 1 0 1
Gelbhalsmaus 39 18 57
Rotelmaus 45 11 56
Sonstige 8 0 8
Gesamt 93 29 122
Grafrath Erdmaus 1 0 1
Feldmaus 55 4 59
Gelbhalsmaus 250 17 267
Rotelmaus 222 11 233
Schermaus 2 0 2
Waldmaus 41 2 43
sonstige 1 0 1
Gesamt 572 34 606
Traunstein Erdmaus 1 0 1
Feldmaus 13 2 15
Gelbhalsmaus 6 2 8
Rotelmaus 24 19 43
Gesamt 44 23 67
Freising Erdmaus 1 0 1
Gelbhalsmaus 5 1 6
Rotelmaus 5 3 8
Gesamt 1 4 15
Raitenhaslach Gelbhalsmaus 0 1 1
Gesamt 0 1 1
Sonstige Feldmaus 1 0 1
Fangorte Gelbhalsmaus 9 0 9
Roételmaus 4 0 4
Waldmaus 1 0 11
Gesamt 25 0 25
Gesamt 745 91 836

Hieraus ergibt sich eine Gesamtpravalenz von allen Fangorten und allen

untersuchten Mausen von 11 %. Im Folgenden werden aus statistischen Grinden

nur die Fangorte Erlangen, Traunstein und Grafrath und die Mausarten Gelbhals-

und Rotelmaus betrachtet.
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4.3.3.1. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit von der Art

Insgesamt konnten in den Fangorten Erlangen, Grafrath und Traunstein 347
Gelbhals- und 344 Roételmause gefangen werden. Die Anzahl der jeweils positiv und
negativ getesteten Tiere und die ermittelte Pravalenz, die sich fur die jeweilige

Mausspezies ergibt, ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tab. 18: Anzahl der Borrelien negativ und positiv getesteten Gelbhals- und

Roételmause.

Spezies Borrelien negativ Borrelien positiv Gesamt Pravalenz
Gelbhalsmaus 309 38 347 11 %
Rételmaus 300 44 344 13 %
Gesamt 609 82 691 12 %

Es stellte sich die Frage, ob es einen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit der
Borrelien-Infektionen bezuglich der Mausspezies gibt. Zu diesem Zweck, wurde der
Chi-Quadrat Test nach Pearson durchgefiihrt (X* = 0,559). Dabei ergab sich kein
signifikanter Unterschied in der Haufigkeit von Borrelien-Infektionen bezuglich der Art
(p=0,482).

4.3.3.2. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit vom Fangort

Da die Art als pradestinierender Faktor ausgeschlossen werden konnte, werden hier
Gelbhals- und Rotelmause fur die drei Fangorte Erlangen, Grafrath und Traunstein
gemeinsam betrachtet. Die Anzahl der in drei Orten gefangenen negativen und
positiven Tiere sowie die ermittelte Pravalenz fur die einzelnen Fangorte ist in

Tabelle 19 zusammenfassend dargestelit.

Tab. 19: Anzahl der Borrelien negativ und positiv getesteten Gelbhals- und
Roételmause in den Fangorten Erlangen, Grafrath und Traunstein sowie die

ermittelte Pravalenz fiir die einzelnen Fangorte.

Fangort Borrelien negativ Borrelien positiv Gesamt Pravalenz
Grafrath 572 34 606 6 %
Erlangen 89 29 118 25 %
Traunstein 44 23 67 34 %
Gesamt 705 86 791 1%
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Zur Klarung der Frage, ob sich die genannten Fangorte in der Haufigkeit der
auftretenden Borrelien-Infektionen unterscheiden, wurde ein Chi-Quadrat Test nach
Pearson durchgefiihrt (X?= 78,223). Dabei ergibt sich ein hochsignifikanter

Unterschied zwischen den genannten Fangorten (p= < 0,0001).

4.3.3.3. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit vom Geschlecht

In den Fanggebieten Erlangen, Grafrath und Traunstein konnten insgesamt 691
Gelbhals- und Roételmause gefangen werden. Bei 49 Tieren war eine
Geschlechtsdetermination aufgrund juveniler Stadien nicht méglich. Fur die restliche
Tiere konnte Folgendes festgestellt werden: Von den 642 Gelbhals- und
Roételmausen waren 335 Tiere mannlich und 307 Tiere weiblich. Die Anzahl der
negativ und positiv getesteten mannlichen und weiblichen Mause sowie die fur das

jeweilige Geschlecht ermittelte Pravalenz ist in Tabelle 20 dargestellt.

Tab. 20: Anzahl der Borrelien negativ beziehungsweise positiv getesteten
weiblichen und mannlichen Gelbhals- und Rotelmause sowie die fiir das

entsprechende Geschlecht ermittelte Pravalenz.

Geschlecht Borrelien negativ Borrelien positiv Gesamt Pravalenz
mannlich 289 46 335 14 %
weiblich 276 31 307 10 %
Gesamt 565 77 642 12 %

Auch hier stellte sich die Frage, ob es einen Unterschied in der Haufigkeit des
Auftretens von Borrelien-Infektionen zwischen mannlichen und weiblichen Mausen
gibt. Wiederum wurde der Chi-Quadrat Test nach Pearson angewendet (X?= 2,0044).
Dabei ergibt sich zwar ein tendenzieller Unterschied in der Borrelien-Befallshaufigkeit
zwischen mannlichen und weiblichen Gelbhals- und Rotelmausen, der jedoch nach
Chi-Quadrat nicht signifikant ist (p= 0,157). Der Faktor Geschlecht spielt somit keine
Rolle fur die Befallshaufigkeit.
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4.3.3.3.1. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit vom Trachtigkeitszustand
Von den 307 gefangenen weiblichen Gelbhals- und Roételmausen waren 62 Tiere
trachtig. Die Anzahl der negativ und positiven Mause unter Beachtung des

Trachtigkeitszustandes ist in Tabelle 21 zusammenfassend dargestellt.

Tab. 21: Anzahl der Borrelien negativ und positiv getesteten trachtigen/ nicht
trachtigen weiblichen Gelbhals- und Rotelmause sowie die ermittelte

Pravalenz.

Trachtigkeitszustand Borrelien negativ Borrelien positiv. Gesamt Pravalenz

nicht trachtig 221 24 245 10 %
trachtig 53 9 62 15 %
Gesamt 274 33 307 11 %

Es konnte fur nicht trachtige Gelbhals- und Rételmause eine Pravalenz von 10 % und
fir trachtige Tiere eine Pravalenz von 15 % ermittelt werden. Es sollte geklart
werden, ob der Trachtigkeitszustand die Borrelien-Befallshaufigkeit beeinflufdt. Im
durchgefiihrten Chi-Quadrat Test nach Pearson (X? = 1,393) ergab sich beziiglich
des Borrelien-Befalls kein signifikanter Unterschied zwischen nicht trachtigen und

trachtigen Tieren (p = 0,238).

4.3.3.3.2. Borrelien-Infektion bei mannlichen Tieren in Abhangigkeit vom
Gonadengewicht

Fir die mannlichen Gelbhals- und Rotelmause sollte untersucht werden, ob ein
geschlechtsspezifischer Parameter, wie z. B. das Gonadengewicht (gemessen in
Gramm), EinfluR auf die Haufigkeit des Borrelien-Befalls nimmt. Die beiden
genannten Mausarten wurden in diesem Fall getrennt voneinander betrachtet. Dabei
wurden 172 mannliche Gelbhalsmause und 178 mannliche Rotelmause untersucht.
Von den mannlichen Gelbhalsmausen waren 151 Tiere negativ (Mittelwert= 0,67 g;
Standardabweichung= 1,00 g) und 21 Tiere Borrelien positiv (Mittelwert= 0,97 g;
Standardabweichung= 0,69 g). Bei den Rdtelmausen waren 151 Tiere Borrelien
negativ (Mittelwert= 0,70 g; Standardabweichung= 0,54 g) und 27 Tiere positiv
(Mittelwert= 1,04 g; Standardabweichung= 0,43 g ).
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Im Box plot erschienen Mannchen mit héherem Gonadengewicht haufiger mit
Borrelien infiziert zu sein, als Mannchen mit niedrigerem Gonadengewicht (Abb. 29).
Nach ermittelter Varianzhomologie (Levene-Test) der beiden Stichproben, wurde fur

beide Mausarten der T-Test bei Varianzgleichheit durchgefuhrt.
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Abb. 29: Abhangigkeit des Gonadengewicht (in Gramm) zur Haufigkeit der
Borrelien-Infektion bei mannlichen A: Gelbhalsmausen, B: Rotelmausen

(dargestellt im Box plot; schwarze horizontale Line entspricht 50 %).

Fur die Gelbhalsmausmannchen ergab sich im T-Test kein signifikanter Unterschied
in der Befallshaufigkeit zwischen Tieren mit niedrigen bzw. hohem Gonadengewicht
(p = 0,190). Im Gegensatz dazu ergab der fur die mannlichen Roételmause
durchgefiuihrte T-Test einen signifikanten Unterschied, bezlglich des Borrelien-
Befalls, zwischen Tieren mit niedrigen und Tieren mit hohem Gonadengewicht (p =
0,003). Somit waren signifikant mehr Rotelmausmannchen mit hoherem
Gonadengewicht mit Borrelien infiziert, als Rételmausmannchen mit niedrigerem

Gonadengewicht.
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4.3.3.4. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit vom Gewicht

Hier wurden Gelbhals- und Roételmause sowie die Geschlechter getrennt
voneinander betrachtet. Von 347 gefangenen Gelbhalsmausen, wurden 173
mannliche und 162 weibliche Tiere miteinbezogen. Bei 344 gefangenen
Roételmausen, wurden 179 mannliche und 154 weibliche Tiere bericksichtigt.

Es stellte sich die Frage, ob das Gewicht der Tiere einen Einflul® auf die Haufigkeit
der Borrelien-Infektionen nehmen wurde. In den angefertigten Box plots erschien das
Gewicht der Borrelien positiven Mause im Mittel hoher als das der Borrelien
negativen Mause (Abb. 30).
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Abb. 30: Abhangigkeit von Borrelien-Infektion und Gewicht bei A: mannlichen
Gelbhalsmausen, B: weiblichen Gelbhalsmausen, C: mannlichen Rotelmausen

und D: weiblichen Rotelmausen (dargestellt im Box plot).
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Zur Klarung dieser Frage wurde zunachst fur alle Gruppen die Varianzgleichheit
untersucht (Levene Test), um anschlieRend den T-Test durchzufihren. Von den 173
untersuchten mannliche Gelbhalsmause waren 151 Tiere Borrelien negativ
(Mittelwert= 31,37 g; Standardabweichung= 8,25 g) und 22 Tiere positiv (Mittelwert=
34,82 g; Standardabweichung= 9,16 g). Mittels T-Test konnte gezeigt werden, dass
die Borrelien positiven Gelbhalsmausmannchen im Mittel schwerer waren, als die
Borrelien negativen Gelbhalsmausmannchen. Es besteht ein signifikanter
Unterschied (p= 0,0365).

Bei den weiblichen Gelbhalsmausen konnte kein signifikanter Gewichtsunterschied
zwischen Borrelien positiven und Borrelien negativen Tieren ermittelt werden. Es
wurden 162 weibliche Gelbhalsmause ausgewertet. Davon erwiesen sich 146 Tiere
als negativ (Mittelwert= 28,08 g; Standardabweichung= 6,89 g) und 16 als positiv
(Mittelwert= 29,25 g; Standardabweichung= 5,52 g). Obgleich auch bei dieser
Gruppe im Box plot der Eindruck entsteht, dass Borrelien positive Tiere in Mittel
schwerer sind, ergab sich im T-Test flr Mittelwertgleichheit kein signifikanter
Unterschied (p= 0,255).

Von den 179 untersuchten mannlichen Rotelmause erwiesen sich 152 als Borrelien
negativ (Mittelwert= 23,38 g; Standardabweichung= 5,70 g) und 27 als positiv
(Mittelwert= 24,95 g; Standardabweichung= 3,70 g). Die Varianzgleichheit konnte
hier nicht bestatigt werden (Levene). Unter Berucksichtigung dessen wurde der T-
Test durchgefuhrt. Dabei ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen positiv
und negativ getesteten Rételmausmannchen bezlglich ihres Gewichts (p= 0,0345).
Bei 154 getesteten weiblichen Rotelmausen, waren 137 Tiere Borrelien negativ
(Mittelwert= 23,13 g; Standardabweichung= 5,47 g) und 17 Tiere positiv (Mittelwert=
25,65 g; Standardabweichung= 4,90 g). Im T-Test fur Mittelwertgleichheit wurde ein
signifikanter Gewichtsunterschied zwischen Borrelien negativen und positiven Tieren
festgestellt (p= 0,0351).

Im Mittel waren Borrelien positiv getestete mannliche Gelbhals- und Rotelmause
sowie weibliche Rotelmausen schwerer, als negativ getestete Mause. Fur weibliche

Gelbhalsmause konnte dies nicht bestatigt werden.
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4.3.3.5. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit von der Kopf-Rumpf-Liange (KR-
Lange)

FUr diese Untersuchung wurden Gelbhals- und Rotelmause sowie mannliche und
weibliche Tiere getrennt voneinander betrachtet. Von den 347 gefangenen
Gelbhalsmausen konnten hier 173 mannliche Mause und 163 weibliche Mause
miteinbezogen werden. Bei 344 gefangenen Ro&telmausen wurden bei dieser
Untersuchung 179 Mannchen und 153 Weibchen berlcksichtigt. Es ergab sich die
Frage, ob der Faktor Kopf-Rumpf-Lange einen Einflu auf die Befallshaufigkeit mit
Borrelien hat. In den angefertigten Box plots erschien die KR-Lange der Borrelien

positiven Tiere im Mittel hoher zu liegen, als die der Negativen (Abb. 31).
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Abb. 31: Abhangigkeit von Borrelien-Infektion und Kopf-Rumpf-Lange bei A:
mannlichen Gelbhalsmause, B: weiblichen Gelbhalsmausen, C: mannlichen

Roételmausen und D: weiblichen Réotelmausen (dargestellt im Box plot).
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Fur alle Gruppen konnte Varianzgleichheit festgestellt werden (Levene). Bei 151
mannlichen Gelbhalsmausen konnten keine Borrelien-spezifischen Amplifikate
nachgewiesen werde (Mittelwert= 10,59 cm; Standardabweichung= 1,69 cm). 22
Tiere waren Borrelien positiv (Mittelwert= 10,81 cm; Standardabweichung= 1,04 cm).
Im T-Test wurde kein signifikanter Unterschied in der Borrelien-Befallshaufigkeit
zwischen kleineren und gréReren Tieren ermittelt (p= 0,551).

In 163 untersuchten Gelbhalsmausweibchen waren 147 Tiere Borrelien negativ
(Mittelwert= 10,16 cm; Standardabweichung= 1,97 cm) und 16 Tiere positiv
(Mittelwert= 10,34 cm; Standardabweichung= 1,06 cm). Auch hier konnte mittels des
T-Tests kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (p=0,721).

Von 179 mannlichen Rotelmausen erwiesen sich 152 Mause als Borrelien negativ
(Mittelwert= 9,86 cm; Standardabweichung= 0,99 cm) und 27 Mause als positiv
(Mittelwert= 10,55 cm; Standardabweichung= 1,08 cm). Im durchgefuhrten T-Test
ergab sich ein hochsignifikanter Unterschied in der Borrelien Befallshaufigkeit
zwischen Tieren mit geringerer KR-Lange und Tieren mit grolRer KR-Lange (p=
0,001).

Bei 153 Rotelmausweibchen waren 137 Mause negativ (Mittelwert= 10,01 cm;
Standardabweichung= 1,10 cm). In 16 Mausen wurden spezifische Amplifikate
detektiert (Mittelwert= 10,62 cm; Standardabweichung= 0,67 cm). Auch flir diese
Gruppe konnte im T-Test ein signifikanter Unterschied zwischen den Tieren
festgestellt werden (p= 0,033).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit dem T-Test flr die Kopf-
Rumpf-Lange bei Gelbhalsmausen kein Unterschied in der Befallshaufigkeit
zwischen Tieren mit kleiner KR-Lange und Tieren mit groRer KR-Lange ermittelt
werden konnte. Jedoch nimmt die KR-Lange, laut den im T-Test ermittelten Daten,

Einflul3 auf die Borrelien-Befallshaufigkeit in Rotelmausen beiderlei Geschlechts.
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4.3.3.6. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit vom Body mass index (BMI)

Der BMI der Tiere wurde mit der Formel: Gewicht der Tiere in Gramm / (KR-Lange in
mm)? berechnet. Auch hier wurden ménnliche und weibliche Mause sowie die
Mausarten Gelbhals- und Roételmaus getrennt betrachtet. Von 347 gefangenen
Gelbhalsmausen wurden hier 173 mannliche Mause und 163 weibliche Mause
miteinbezogen. Bei 344 gefangenen Roételmausen wurden bei dieser Untersuchung
179 Mannchen und 153 Weibchen berucksichtigt. Es ergab sich die Frage, ob der
BMI einen Einflul} auf die Befallshaufigkeit mit Borrelien hat. In den angefertigten Box
plots erschien der BMI Borrelien positiven mannlicher Gelbhalsmause im Mittel héher
zu liegen, als das der negativen Mause. Bei den Rotelmausen und den weiblichen

Gelbhalsmausen erschien der BMI der Borrelien positiven Mause im Mittel eher

geringer zu sein (Abb. 32).
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Abb. 32: Abhangigkeit von Borrelien-Infektion und BMI bei A: mannlichen

Gelbhalsmausen, B: weiblichen Gelbhalsmausen, C: mannlichen Rotelmausen
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und D: weiblichen Rotelmausen (dargestellt im Box plot).
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Wiederum wurde fur die vier Gruppen die Varianzgleichheit bestimmt (Levene).

151 der hier miteinbezogenen Gelbhalsmausmannchen waren Borrelien negativ
(Mittelwert= 0,28; Standardabweichung= 0,059). 22 Mannchen waren Borrelien
positiv.  (Mittelwert= 0,29; Standardabweichung= 0,04). Im anschlielend
durchgefuhrten T-Test wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Mausen
festgestellt (p= 0,46).

Bei den weiblichen Gelbhalsmausen erwiesen sich 146 Tiere Borrelien negativ
(Mittelwert= 0,27; Standardabweichung= 0,05) und 16 Tiere als positiv (Mittelwert=
0,27; Standardabweichung= 0,42). Auch hier konnte im T-Test kein signifikanter
Unterschied in der Befallshaufigkeit zwischen Mausen mit niedrigem und Mausen mit
hohem Body mass index ermittelt werden (p= 0,84).

Bei den mannlichen Rotelmausen konnten in 27 Tieren Borrelien-spezifische
Amplifikate gefunden werden (Mittelwert= 0,24; Standardabweichung= 0,04). Die
Ubrigen 152 Tiere waren negativ (Mittelwert= 0,22; Standardabweichung= 0,03). Bei
den weiblichen Roételmausen waren 137 Tiere Borrelien negativ (Mittelwert= 0,24;
Standardabweichung= 0,04) und 27 Tiere positiv (Mittelwert=" 0,22;
Standardabweichung= 0,03). Weder fur mannliche (p= 0,148) noch fur weibliche (p=
0,935) Roételmause konnte im T-Test ein signifikanter Unterschied zwischen den
Tieren ermittelt werden.

Zusammenfassend ist feststellbar, dass mittels des hier verwendeten Tests kein
signifikanter EinfluR des Body mass index auf die Borrelien-Befallshaufigkeit

nachweisbar ist.
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4.3.3.7. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit des Parasitenbefalls
4.3.3.7.1. Borrelien-Infektion in Abhdngigkeit vom Zeckenbefall

Im Folgenden werden Gelbhals- und Ro&telmause wieder in einer Gruppe

zusammengefasst. Von den hier miteinbezogenen 691 Wildmausen waren 264
Mause mit Zecken befallen (Abb. 33).

LS

Abb.'. 33: Exemplarische Darstellung zweier Mause mit Zeckenbefall A:

Rotelmaus mit Zecke in Ohrmuschel, B: Gelbhalsmaus mit hochgradigem

Zeckenbefall im Gesichtsbereich.

In Tabelle 22 ist die Anzahl der Borrelien positiven und Borrelien negativen Mause

mit beziehungsweise ohne Zeckenbefall zusammenfassend dargestellt.

Tab 22: Anzahl der mit Zecken befallenen, Borrelien negativen

beziehungsweise positiven Mause.

Zeckenbefall Borrelien negativ Borrelien positiv Gesamt Pravalenz
nein 396 31 427 7%

ja 213 51 264 19 %
Gesamt 609 82 691 12 %

Aufgrund des grolRen Borrelien Pravalenzunterschieds zwischen Mausen ohne
Zeckenbefall und Mausen mit Zeckenbefall, sollte dies auch statistisch Uberpruft
werden.

Im Chi-Quadrat Test nach Pearson (X?= 22,68) ergab sich ein hochsignifikanter

Unterschied in der Borrelien-Befallshaufigkeit zwischen Mausen ohne Zeckenbefall
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und Mausen mit Zeckenbefall (p= < 0,0001). Tiere mit Zecken waren also deutlich

haufiger mit Borrelien befallen.

4.3.3.7.2. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit vom Flohbefall
Von den untersuchten 691 Tieren waren 127 mit Flohen befallen. Die Anzahl der

Borrelien negativen und positiven Tiere ist in Tabelle 23 wiedergegeben.

Tab 23: Anzahl der mit Flohen befallenen, Borrelien negativen

beziehungsweise positiven Mause.

Flohbefall Borrelien negativ Borrelien positiv Gesamt Préavalenz
nein 508 56 564 10 %
ja 101 26 127 20 %
Gesamt 609 82 691 12 %

Auch hier besteht ein groRer Pravalenzunterschied zwischen Mausen bei denen
keine Flohe auffindbar waren und Mausen mit Flohbefall. Zur statistischen
Absicherung, wurde der Chi-Quadrat Test nach Pearson durchgefiihrt (X>= 11,02).
Dabei ergab sich ein hochsignifikanter Unterschied in der Borrelien-Befallshaufigkeit.
Mause mit Flohbefall waren deutlich haufiger Borrelien positiv, als Mause ohne Fléhe
(p=0,001).

4.3.3.7.3. Borrelien-Infektion in Abhangigkeit vom Haarlingsbefall
Von den untersuchten 691 Tieren wurde bei 54 Haarlingsbefall festgestellt. Die

Anzahl der Borrelien negativen und positiven Tiere ist in Tabelle 24 wiedergegeben.

Tab. 24: Anzahl der mit Haarlingen befallenen, Borrelien negativen

beziehungsweise positiven Mause.

Haarlingsbefall Borrelien negativ Borrelien positiv. Gesamt Pravalenz
nein 572 65 637 10 %
ja 37 17 54 31 %
Gesamt 609 82 691 12 %
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Wiederum erfolgte die statistische Abklarung der Signifikanz mittels Chi-Quadrat Test
nach Pearson (X?= 21,54). Es konnte ein hochsignifikanter Unterschied ermittelt
werden (p= < 0,0001). In Mausen mit Haarlingsbefall konnten somit deutlich haufiger
Borrelien-spezifische Amplifikate nachgewiesen werden, als in Mausen ohne

Haarlinge.

4.3.3.8. Borrelien-Infektion in jahreszeitlicher Abhangigkeit

Es konnte eine jahreszeitliche Haufung der Borrelien-Infektionen beobachtet werden,
die sich jedoch fur die einzelnen Fangorte unterschiedlich darstellt. Dabei schwankte
in Erlangen die Borrelien-Pravalenz zwischen 0- 36 % mit Pravalenzpeaks im Marz
und August. In Grafrath konnten Pravalenzunterschiede zwischen 0- 13 %
festgestellt werden, wobei sich fur die Monate April und Dezember ein Peak
erkennen lasst. FUr Traunstein ergaben sich Pravalenzen zwischen 12 % und 50 %,

wobei in den Monaten Mai und Juni die meisten positiven Mause gefangen wurden.
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4.4. Molekulare Analysen

4.4.1. Sequenzanalysen

In 91 Borrelien positiven Proben, wurde 74 mal Borrelia afzelii gefunden und war
somit der am haufigsten vertretene Genotyp. Aus funf Proben konnte Borrelia
burgdorferi und aus zwei Proben Borrelia garinii isoliert werden. Bei zehn Proben war
die Bestimmung des Genotyps nicht moglich. Trotz mehrfache Ansatze konnten bei
diesen Proben die Sequenzkurven nicht ausgewertet werden. Bemerkenswert ist,
dass in Traunstein ausschlielllich B. afzelii gefunden wurde. In Tabelle 25 ist die

ermittelte Anzahl der verschiedenen Genotypen in den drei Fangorten dargestellt.

Tabelle 25: Anzahl der in den drei Fangorten ermittelten Genotypen von B.

burgdorferi s.\..

Genotyp Erlangen Grafrath Traunstein  sonstige Gesamt
B. afzelii 23 26 23 2 74 (81 %)
B. burgdorferi 0 5 0 5 (6 %)
B. garinii 1 0 2 (2%)
unbekannt 5 5 0 0 10 (11 %)
Gesamt 29 37 23 2 91

Die Sequenzhomologien liegen auf Nukeotidebene zwischen 62,7 % und 100 %. Auf
Aminosdureebene liegen die Ubereinstimmungen der Sequenzen zwischen 41,9 %
und 100 % (siehe Tabellen 26 und 27). Ermittelte Sequenzen wurden an die
Gendatenbank Ubermittelt  (http://www.ncbi.nim.nih.  gov/entrez/query.fcgi?db=

PubMed) und haben dort Accessionsnummern erhalten.
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4.4.2. Stammbaumanalysen

Mittels Maximum Parsimony (bootstrap 100) wurden Stammbaume auf Nukleotid-
und Aminosaureebene angefertigt. Fur die Erstellung der phylogenetischen
Stammbaume wurden doppelt vorliegende Sequenzen nur einfach berucksichtigt.
Sequenzen, die fur die Phylogenie verwendet wurden sowie doppelt vorliegende
Sequenzen sind in Tabelle 30 (Anhang, Kapitel 10.2.) aufgelistet. Tabelle 31
(Anhang, Kapitel 10.2) gibt die verwendeten Referenzstamme wieder. Die mit dem
Programm Treeview (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html)
dargestellten Stammbaume sind in Abbildung 34 und Abbildung 35 gezeigt.

Die kursiv gedruckten Zahlen an den Aufzweigungen geben die Bootstrap values

wieder, dabei sind nur Werte Uber 40 dargestellt.
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Abb. 34: Phylogenetischer Stammbaum erstellt auf Nukleotidebene (100X

bootstrap, max. Parsiomonie); Erlauterungen siehe Text.
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Der Nukleotid-Stammbaum zeigt dabei finf Cluster. Die Gruppen sind sehr homogen
zusammengesetzt. Cluster 1 wird durch Sequenzen der Spezies B. afzelii gebildet,
die einen sehr hohen Verwandtschaftsgrad zueinander erkennen lassen. Cluster 2
umfasst sowohl eine Sequenz der Spezies B. valaisiana (AF095947), als auch eine
Gruppierung der Spezies B. lusitaniae (Y10838, Y10839). Cluster 3 wird durch
Sequenzen der Borrelienspezies B. garinii gebildet (X80256, X95362 und X80254
/OspA-Typen 3, 7). Das vierte Cluster enthalt ebenfalls Sequenzen von B. garinii und
wird durch S48323, X80252, X80251 (OspA-Typen 4, 6, 5) sowie aus Borrelien DNS
aus Maus Nummer 559 reprasentiert. Ebenfalls eine homogenen Zusammensetzung
hat Cluster 5 mit Vertretern von B. burgdorferi s.s. (L23144, X80182 (jeweils OspA-
Typ 1) und aus Borrelien DNS aus Maus Nummer 242, 804, 825).

Die Sequenzen 814 und AF102057 stehen intermediar.
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Abb. 35: Phylogenetischer Stammbaum erstellt auf Aminosaureebene (100x

bootstrap, max. Parsimonie); Erlauterungen siehe Text.
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Fur die Erstellung des Aminosaurestammbaumes (Abb. 35) wurden die Sequenzen
auf Aminosaureebene zunachst nochmals verglichen. Auch hier wurden Sequenzen,
die auf Aminosaureebene identisch waren, nur einfach fir die Erstellung des
Stammbaumes verwendet. Auf Aminosaureebene kann die Aufteilung in funf sehr
homogene Cluster bestatigt werden. Die Gruppierungen entsprechen den fur den
Stammbaums auf Nukleotidebene dargestellten Borrelienspezies.

Tabelle 27 zeigt die Sequenzhomologie (Angaben in Prozent), der fur die
phylogenetischen Analysen verwendeten Sequenzen zueinander. Die Felder
oberhalb der Diagonale stellen dabei die Ubereinstimmung der Sequenzen auf
Nukleotidebene dar. Die Felder unterhalb der Diagonalen beziehen sich auf
Ubereinstimmungen der Sequenzen auf Aminosaureebene. Tabelle 26 gibt wieder,

welche Sequenzen in Tabelle 27 verglichen wurden.

Tab. 26: Erlauterung der in Tabelle 27 verwendeten Zahlen (1-46), die als
Platzhalter fur den tatsachlichen Sequenznamen eingesetzt wurden.

Platzhalter Sequenzname |Platzhalter Sequenzname |Platzhalter Sequenzname
1= 22 16 = 645 31= 825
2= 28 17 = 646 32 = Erlangen 4
3= 29 18 = 648 33 = AF095940
4 = 30 19 = 674 34 = AF095947
= 103 20 = 676 35= AF102057
= 242 21 = 690 36 = L23144
= 247 22 = 714 37 = S48322
= 379 23 = 725 38 = S48323
= 545 24 = 726 39 = X80182
10 = 559 25 = 737 40 = X80251
11 = 563 26 = 757 41 = X80252
12 = 602 27 = 793 42 = X80254
13 = 615 28 = 798 43 = X80256
14 = 620 29 = 804 44 = X95362
15 = 642 30 = 814 45 = Y10838
46 = Y10839
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Tab. 27: Ubereinstimmung der fiir die Erstellung der phylogenetischen Analysen verwendeten Sequenzen
in Prozent. Dabei stellen die Felder oberhalb der Diagonale die Ubereinstimmungen auf Nukleotidebene,
die unterhalb der Diagonale auf Aminosaurebene dar.
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5. Diskussion

Zielsetzung der Arbeit war es, die Pravalenz von FSMEV und Borrelia burgdorferi in
Wildmausen und Zecken ausgewahlter Gebiete Bayerns zu bestimmen. Zudem
sollten positive Proben sequenziert und mit daraus gewonnenen Daten
phylogenetische Analysen durchgefihrt werden. Zu diesem Zweck wurden in
Erlangen, Traunstein und Grafrath Wildmause sowie Zecken in Munchner
Parkanlagen, und in Schongeising im Landkreis Furstenfeldbruck gefangen. Die
Untersuchung dieser Tiere auf die beiden Erreger erfolgte mittels der

Polymerasekettenreaktion. Im Folgenden werden die Resultate diskutiert.

5.1. Fangorte und Fangergebnisse
5.1.1. Zecken

Die Zeckenfangorte Englischer Garten, Nymphenburger Park, Forstenrieder Park

und Schéngeising wurden gewahlt, da sie beliebte Erholungsgebiete darstellen
(http://www.muenchen.de). Die Moglichkeit mit Zecken in Kontakt zu kommen ist
hier, moglicherweise gerade auch fur Stadtbewohner, naturgemall gegeben
(http://www.sueddeutsche.de/wissen/artikel/322/10312/). Daher war es von
besonderem Interesse das Vorkommen von FSMEV in gerade diesen

Zeckenpopulationen zu ermitteln.

5.1.2. Mause

Mause wurden in den Gebieten Erlangen, Traunstein und Grafrath gefangen. Auch
diese Gebiete stellen beliebte Naherholungsgebiete dar. Es wurden dabei bewusst
Risiko- und Nichtrisikogebiete (im Sinne der RKI Definition) ausgewahlt, um
eventuelle Veranderungen in der Erregerverbreitung wahrnehmen zu kénnen. Die
Mause wurden mit Sherman Lebendfallen gefangen. Das Center of Disease Control
(CDC) qibt fur diese Fangmethode ein Fangquote von 15 % an
(http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/ spb/mnpages/rodentmanual/text.pdf). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde mit der Vorkddertechnik eine Fangquote von 30 % erreicht.
Dabei bleibt unklar, ob dies zurtckzufuhren ist auf die Vorkddertechnik oder auf
einen Anstieg der Mauspopulation, bedingt durch ein vorangegangenes Vollmastjahr.
Dementsprechend wurden Fallen in Gebieten mit einer hohen Mausdichte aufgestellt,
womit die Wahrscheinlichkeit eine Maus zu fangen steigt. Bei den Fangergebnissen

ist zu beachten, dass die Anzahl der gefangenen Tiere einer bestimmten Mausart
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keine Ruckschlisse auf die tatsachliche Verbreitung dieser Art im jeweiligen Gebiet
zulasst (Stickel, 1948). Denkbar ist auch eine durch die Fangtechnik bedingte
Selektion. So werden moglicherweise die Trittmechanismen der Sherman
Lebendfallen durch schwerere Mause besser ausgeldst, als durch leichte Tiere. So
kann es durchaus sein, dass zwar in einem Gebiet viele Wald- und Schermause
leben, aber der Fallentyp fiir diese Art nicht geeignet ist. Von den 836 gefangenen
Mausen waren 347 Tiere Gelbhalsmause und 344 Rotelmause. Sie stellen somit die
in dieser Untersuchung die am haufigsten gefangenen Mausarten dar. Dies geht
konform mit Aussagen anderer Autoren, die ebenfalls groltenteils diese Arten fangen
konnten (Vostal & Zakovka, 2003). Mégliche Griinde hierfir kénnten in der
Fangmethodik zu suchen sein, aber auch in der Tatsache, dass es sich bei Gelbhals-
und Roételmausen um die haufigsten in Zentraleuropa auftretenden Mausspezies
handelt (Labuda et al., 1997).

Fir das Gebiet Traunstein fiel auf, dass der Anteil an gefangenen
Langschwanzmausen (Muridae) geringer war, als in den anderen Gebieten. Dies ist
vermutlich auf die Okologie dieses Fanggebiete zurlickzufiihren. Die Fauna
entspricht eher dem Lebensraum der Arvicolidae. So wird etwa die Verteilung der
Roételmaus (Clethrionomys glareolus) starker durch das Angebot und die Verteilung
von spezifischen Mikrohabitatvariablen bestimmt (Chetnick & Mazurkiewicz, 1994). In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass Rotelmause beispielsweise vor allem
unterwuchsreiche Standorte mit viel Fallholz, Reisig und Baumstrinken bevorzugten,
wohingegen Gelbhalsmause (Apodemus flavicollis) solche Gebiete eher mieden
(Schlund & Scharfe, 1993). In Waldgebieten mit hohem Laubholzanteil dominiert
hingegen die Gelbhalsmaus gegenuber der Rotelmaus (Baumler, 1981).
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5.2. Diskussion der Untersuchungen im Zusammenhang mit FSMEV

5.2.1. E-Protein-Gen spezifische Pan-nested RT-PCR zum Nachweis von
FSMEV spezifischen Nukleinsauren

Mit der Zielsetzung moglichst viele FSMEV-Stamme zu detektieren, wurde eine neue
RT-nested PCR etabliert. Dabei wurde auf eine moglichst hohe Sensitivitat und
Spezifitat Wert gelegt. Sequenzen von 60 verschiedenen FSMEV-Stammen aus 17
Landern aus der Genbank wurden verglichen (Tabelle 29, Anhang, Kapitel 10.2.).
Fur die Primer Erstellung wurden auf Aminosaureebene konservierte Bereiche aus
dem E-Protein-Gen herausgearbeitet. Als Positivkontrolle wurde fiir diese RT-nested
PCR das Langat-Virus verwendet, da es im Labor unter L2-Bedingungen kultivierbar
ist. Versuche, Flaviviren RNS als Positivkontrolle von anderen Institutionen zu
erhalten, schlugen fehl (Referenzlabor fur Flaviviren, Jena; Chiron Behring). Die neu
etablierte RT-nested PCR ist als hochsensitiv anzusehen. Wichtig fur die
Untersuchung war, dass die PCR nicht durch Bestandteile des Probenmaterials
inhibiert warde. Dies konnte durch Inhibitionsversuche ausgeschlossen werden. In
gespikten Mausorganen wurde die gleiche Sensitivitat ermittelt. Unter Zugabe von
Zeckenmaterial erhdhte sich sogar die Nachweisgrenze der PCR um einen Faktor

von 10 (0,04 TCID5(0 Langat-Virus pro Reaktion). Somit erwies sich die neu etablierte

RT nested PCR als 4000-fach sensitiver als eine bereits publizierte RT-PCR (nicht
nested), (Ramelow et al., 1993), die die Non-coding-region des FSMEV als Zielgen
hat. Eine Sensitivitatserhdhung durch Zeckenmaterial konnte bereits in anderen
Arbeiten beobachtet werden (Eistetter, 1997) und kann eventuell auf das
Vorhandensein von Zecken RNS als stabilisierende Trager RNS fur die virale
Nukleinsaure zurtickgefuhrt werden.

Wiunschenswert bleibt es, weitere FSMEV-Stamme und andere Flaviviren mit der
neu etablierten, hochsensitiven Methode zu testen, um die Spezifitat der Methode zu
bestatigen. Dies war im Rahmen der durchgeflhrten Laborarbeiten unter L2

Bedingungen nicht moglich.
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5.2.2. Untersuchung der Zecken auf FSMEV

Bei der Untersuchung der Zecken auf FSMEV konnte mittels PCR in keinem der 212
untersuchten Zeckenpools FSMEV nachgewiesen werden. Zur Verifizierung der
Ergebnisse wurde die Qualitat der extrahierten RNS mittels einer internen Kontroll
RT-PCR Uberprift. Es konnte mittels, der an die Laborbedingungen angepassten
16S RNS Kontroll RT-PCR, mit Ausnahme eines Zeckenpools (0,5% der
untersuchten Proben), in allen Proben entsprechende Amplifikate nachgewiesen
werden. Eine potentielle Inhibition der PCR durch Probenmaterial wurde vorweg
ausgeschlossen. Dies bestatigt, dass die Qualitdt des verwendeten
Ausgangsmateriales fur die durchgeflihrten Untersuchungen optimal war und keine
Inhibition der Reaktionen in der Erreger-spezifischen RT-PCR stattfand. In einer von
Schwaiger & Casinotti (2003) durchgeflhrten Studie, konnte lediglich bei 62 % der
untersuchten Zecken die Qualitat der extrahierten RNS bestatigt werden.

Es stellt sich daher umso mehr die Frage, warum trotz der hochsensitiven RT-PCR
und der optimalen Qualitdt der RNS dennoch keine FSMEV positiven Zecken
gefunden werden konnte. In Anbetracht der hohen Nachkommenzahl von Zecken
(Kutzer, 1992), ist es denkbar, dass die Anzahl der untersuchten Zecken nicht
ausreichend war. Aufgrund mangelnder Kenntnisse beziglich der Pravalenz von
FSMEV in Zecken, bleibt es jedoch schwierig den noétigen Stichprobenumfang zu
bestimmen. Zudem konnte in anderen Untersuchungen gezeigt werden, dass die
FSMEV-Pravalenz in adulten Zecken hoher ist, als in Larven- oder Nymphenstadien
(Suss et al., 2002). Auch, dass bei dieser Studie ein hoher Anteil an Larven- und
Nymphenstadien untersucht wurde, kdnnte ein Grund sein, weshalb keine positiven
Zecken gefunden wurden. Die Tatsache, dass in keinem der 212 untersuchten
Zeckenpools (1552 Zecken) FSMEV gefunden wurde, lasst statistisch folgende
Aussage zu: Mit einer 95 % Wahrscheinlich ist die Pravalenz mit < 0,2 % anzugeben.
Dieses Ergebnis stimmt mit anderen Untersuchungen uberein, in denen die FSMEV-
Pravalenz, zum Teil selbst in Endemiegebieten, mit 0 %- 2,3 % angegeben wird
(Suss et al., 1999; Suss et al., 2002; Oehme et al., 2002).

Das vorliegende Ergebnis konnte auf eine niedrige FSMEV Infektionsgefahr in den
offentlichen Parkanlagen Minchens und im Waldgebiet Schéngeising, im Landkreis
Firstenfeldbruck hindeuten. Es mul} jedoch unbedingt bedacht werden, dass ein
solches Ergebnis jeweils nur als eine Momentaufnahme des Erregergeschehens im

jeweiligen Fangareal angesehen und gewertet werden kann. Weitere Probennahmen
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in den untersuchten und auch weiteren Gebieten missen die erhaltenen Ergebnisse

Uberprufen, um das Infektionsrisiko einwandfrei abschatzen zu kénnen.

5.2.3. Untersuchung der Mause auf FSMEV

In keiner der 300 untersuchten Milzproben sowie in keinem der 59 untersuchten
Gehirne konnte FSMEV nachgewiesen werden. Die Qualitat der verwendeten RNS
wurde durch eine an die Laborbedingungen angepasste interne Kontroll-PCR
Uberpruft. Diese, zur Qualitatssicherung unentbehrliche Untersuchung, wurde bislang
in keiner der durchgefuhrten Studien zum Vorkommen von FSMEV in Wildmausen
durchgefiuihrt (z.B. Takeda et al., 1999). Mittels der Cytochrom b Gen spezifischen
Kontroll PCR konnten in der vorliegenden Arbeit lediglich in neun Proben (3 %) keine
spezifischen Amplifikate nachgewiesen werden. Die Screeningergebnisse der Milz-
und Hirnproben mittels der E- Protein Gen spezifischen RT-PCR kdnnen somit als
zuverlassig eingestuft werden. Auch hier stellt sich die Frage, warum trotz der als
zuverlassig eingestuften Methode keine FSMEV positiven Tiere gefunden werden
konnten. So muld bedacht werden, dass auch hier nur ein kleiner Ausschnitt aus
einer Mauspopulation gefangen und untersucht werden kann. Zudem ist das
Vorkommen des Erregers sehr stark abhangig von den Populationen der Reservoire.
So dienen beispielsweise Rehe und Schafe zwar der Zecke als Wirt, sie begunstigen
jedoch nicht die Ubertragung von FSMEV auf die an ihnen saugenden Zecken
(Labuda et al., 1997; Steele & Randolph, 1985)

Es wird angenommen, dass der Infektionszyklus des FSMEV nur aufrechterhalten
werden kann, wenn dieses Reservoir bestandig vorhanden ist und entsprechende
Zeckenpopulationen prasent sind (Dobler G., pers. Kom.). Daher werden weitere
Untersuchungen zu verschiedenen Jahreszeiten und an anderen Standorten zur
Uberprifung der erhaltenen Ergebnisse unbedingt notwendig sein. Ebenso wiirde
eine serologische Untersuchung Aufschluss von mdglichen FSME-Infektionen Uber

ein groReres Zeitfenster hinweg geben.
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5.3. Diskussion der Untersuchungen im Zusammenhang mit

Borrelien

5.3.1. OspA-Gen spezifische nested PCR zum Nachweis von Borrelia sp.

Fur die Untersuchung der Mauseohren auf Borrelien wurde eine fur das OspA-Gen
spezifische nested PCR verwendet. Das Ziel war es auch hier eine zuverlassige
Methode mit hoher Sensitivitat und Spezifitat zu etablieren. Dazu wurden Primer
bereits veroffentlichter PCRs (Huegli et al., 2002; Zumstein et al., 1992) modifiziert
und die PCR den Laborbedingungen angepasst. Unterschiedliche Borrelien-Stamme,
verschiedener OspA-Typen, wie durch Michel et al. (2003) mittels RFLP definiert,
wurden mit dieser nested PCR getestet. Alle Proben konnten dabei von der neu
etablierten PCR detektiert werden. Um die Spezifitat der PCR zu Uberprifen wurde
ein hochtitriger Leptospirenstamm in die PCR eingesetzt. Dieser wurde von der PCR
nicht detektiert, womit die Spezifitdt der Methode bestatigt wurde. Auch fur diese
nested PCR wurde im Vorfeld die Inhibition durch Probenmaterial ausgeschlossen.
Zu diesem Zweck wurden Mausohren mit Borrelia burgdorferi gespikt, um mittels der
nested PCR die Nachweisgrenze festzustellen. Die etablierte PCR kann als

zuverlassige, sensitive und Borrelien spezifische Testmethode angesehen werden.

5.3.2. Statistische Auswertung uber den Einfluss verschiedener Faktoren auf
die Pravalenz

In 836 gefangenen und untersuchten Wildmausen konnten in 91 Tieren Borrelien
spezifische Amplifikate nachgewiesen werden. Hieraus ergibt sich eine
Gesamtpravalenz von 11 %. Bei in Deutschland durchgeflhrten Untersuchungen
bezlglich der Pravalenz von B. burgdorferi wurde die ermittelte Pravalenz zwischen
10 und 27 % angegeben (Mautner et al., 1990; Schmidt et al., 1985; Wilske et al.,
1987). Mit Hilfe des Chi-Quadrat Tests nach Pearson und des T-Tests sollte die
Bedeutung verschiedener Einflussfaktoren auf die Borrelien Pravalenz untersucht
werden. Bereits in verschiedenen Arbeiten wurden Borrelia sp. aus Wildmausen
isoliert (Huegli et al., 2002; Hovmark et al., 1988), es erfolgte jedoch nie eine
statistische Auswertung mehrerer Einflussfaktoren auf Borrelien-Infektionen. Die
vorliegend Arbeit enthalt erstmals eine detaillierte Auswertung von Erreger-Wirt
Daten. So wurden Faktoren wie Mausspezies, Fangorte, geschlechtsspezifische
Merkmale und Gewicht ebenso wie Kopf-Rumpf-Lange, BMI sowie Parasitenbefall

auf ihren Einfluss bezlglich der Borrelien-Befallshaufigkeit der Mause Uberpruft. In
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dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass das Geschlecht keinen Einflul3 auf die
Befallshaufigkeit hat, obwohl dies der erhdhte Aktionsradius der mannlichen Tiere
vermuten lies (Corbet & Ovenden, 1982; MacDonald & Barett, 1993). Auch wurde
ermittelt, dass weder der Trachtigkeitszustand, noch der BMI Einflulk auf den
Borrelien-Befall der Mause nehmen. Jedoch konnte festgestellt werden, dass bei
Roételmausen die Kopf-Rumpflange (KR) sowie das Gonadengewicht als
Einflussfaktor bezuglich des Borrelien-Befalls gesehen werden konnen. Dabei
konnten in der Sektion keine pathologisch-anatomischen Veranderungen der
Gonaden festgestellt werden, so das eine Gonadenvergrélierung aufgrund Krankheit
als unwahrscheinlich angesehen werden kann. Auch waren zumeist Mause mit
hoherem Gewicht mit Borrelien infiziert. Die eben genannten Faktoren lassen sich
wahrscheinlich auf das Alter der Tiere zurlckfUhren, wobei altere Tiere vermutlich
schwerer und grof3er sind. Die Wahrscheinlichkeit bei alteren Tieren, bereits mit dem
Erreger in Kontakt gekommen zu sein, bedingt durch den intensiveren Kontakt zum
Vektor Zecke, liegt naturgemals hoéher, als bei Jungtieren (Dorn et al., 1999). Auch
der Fangort konnte als wichtiger Einflussfaktor fur die Infektionswahrscheinlichkeit
herausgearbeitet werden. Zusatzlich konnte fur die einzelnen Fangorte eine
jahreszeitlich Schwankung der Borrelien-Infektionen beobachtet werden. Dies deckt
sich mit den Ergebnissen einer Pravalenzstudie aus der Schweiz, bei der
Spirochaten aus dem Blut von Wildmausen isoliert wurden. Die Autoren konnten
saisonale Schwankungen bezuglich der Borrelien-Infektionen beobachten (Humair et
al., 1993). Eine jahreszeitliche Haufung der Borrelien-Infektionen wurde dort
bestatigt. Jahreszeitliche Haufungen kénnten einen Hinweis auf die Erregeraktivitat
geben. Interessanterweise konnte fur jedes Fanggebiet ein unterschiedliches
jahreszeitliches Pravalenzmaximum festgestellt werden. So wurde in Erlangen flr
den Monat August die hochste Pravalenz ermittelt. In Grafrath hingegen konnten die
meisten Borrelien positiven Mause in den Monaten April und Dezember gefangen
werden. Fur Traunstein wurde die hochste Pravalenz im Juli ermittelt. Diese
Unterschiede sind moglicherweise durch die geographischen und klimatischen
Gegebenheiten zu erklaren. Da aber in den Gebieten Erlangen und Traunstein im
Monat Dezember keine Mause mehr gefangen wurden, mussten hier weitere
Untersuchungen vorgenommen werden, um die jahreszeitlichen Schwankungen
letztendlich beurteilen zu kénnen. Dies gilt im Besonderen fur das Fanggebiet

Traunstein, in dem das niedrigste Fangergebnis erzielt wurde. Eine in Thiringen
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durchgefiihrte Untersuchung konnte zeigen, dass die Ubertragung des Erregers von
Zecken auf Mause im Verlauf des Jahres deutlich anstieg (Dorn et al., 1999). Auch
dies konnte eine Erklarung fur die jahreszeitlichen Schwankungen der Borrelien-
Infektionen sein. Ein moglicher Schlul® der aus den fangortspezifischen Pravalenzen
gezogen werden konnte ist, dass sich das Risiko, mit Borrelien infiziert zu werden, flr
die drei Gebiete unterscheidet. Die ermittelten Pravalenzen sollten aber vielmehr als
Basis fur weitere Untersuchungen angesehen werden. Welche Faktoren letztendlich
fur den signifikanten Unterschied zwischen den Fangorten ausschlaggebend sind,
kann hier nicht beurteilt werden. Zur Klarung dieses Sachverhaltes sind
umfangreiche 6kologische Studien erforderlich.

Ein Faktor der sich deutlich als EinfluRgrof3e bezuglich des Borrelien-Befalls
herauskristallisierte, war der Parasitenbefall. Dabei waren, sowohl Zeckenbefall, als
auch Floh- und Haarlingsbefall, ein pradestinierender Faktor fur Borrelien-
Infektionen. Hier wird die Effektivitdt des Vektors Zecke verdeutlicht, die mit ihrer
langen Lebensdauer und der Fahigkeit zur transstadialen Infektionstbertragung die
Infektion erleichtert (Randolph et al., 1999; Liebisch & Liebisch, 2003). Die von den
Mausen abgesammelten Zecken wurden, nicht auf Borrelien hin untersucht. Hierin
ware jedoch ein weiterer aufschlussreicher Untersuchungsaspekt zu sehen. Da
sowohl Mause mit Floh-, als auch mit Haarlingsbefall haufiger mit Borrelien befallen
waren stellt sich die Frage, ob der Befall mit diesen Parasiten Ursache oder Folge
der Borrelien-Infektion ist. Weitere Studien, zur Klarung dieses Sachverhalts sind

daher unabdingbar.
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5.4. Molekulare Analysen

Ein Grolteil der Borrelien positiven Proben konnte mittels Sequenzanalyse, anhand
von Vergleichen des OspA Gens als B. afzelii identifiziert werden. Das Ergebnis einer
im Jahr 2003 in Deutschland durchgeflihrten Studie, bei der die Borrelien Pravalenz
in Zecken bestimmt wurde und dabei B. garinii die am haufigsten vertretene
Genospezies war, konnte nicht bestatigt werden. Jedoch wurde in der selben Studie
fur das Gebiet Traunstein eine Haufung der Genospezies B. afzelii festgestellt, was
mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konform geht
(http://lwww.IFAS.bayern.de, Fingerle V., pers. Kom.). In einer von Wilske (2002)
durchgefuhrten Untersuchung wurden sowohl Zecken, als auch Hautproben auf
Borrelia sp. untersucht. In den untersuchten Zecken wurde vorwiegend B. garinii
(71 %) gefunden, wobei B. afzelii nur zu 9 % in den Zecken detektiert wurden. In den
untersuchten Hautproben hingegen war B. afzelii mit 84 % dominierend vertreten,

wohingegen B. garinii (10 %) weniger haufig gefunden wurde.

5.5. Ausblick

Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie, in der Erreger-Vektor-Okologie

Interaktionen detailliert untersucht wurden. Dabei ergaben sich einige neue
Fragestellungen. So bleibt zum Beispiel offen, warum sich die jahreszeitlichen
Haufungen der Borrelien-Infektionen fir die ausgewahlten Fangorte derart
unterscheiden, oder welche Rolle Flohe und Milben im Erregergeschehen
einnehmen. Diesbezlglich sind weitere Untersuchungen zu verschiedenen
Jahreszeiten sowie an weiteren Standorten anzustreben, um das komplexe
Zusammenspiel der einzelnen Faktoren zu verstehen. Da aufgrund der geringen
Pravalenz des Erregers kein FSMEV gefunden wurde, ware es wunschenswert
zusatzlich serologische Untersuchungen durchzufuhren, die Aufschluss uber

modgliche vorangegangene FSME-Infektionen geben konnten.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Vorkommen der Erreger FSMEV und
Borrelia sp. in Zecken und Wildmausen in ausgewahlten Gebieten Bayerns zu
bestimmen. Zu diesem Zweck wurden insgesamt 836 Wildmause in den Gebieten
Erlangen, Grafrath und Traunstein sowie 1552 Zecken in Munchens Parkanlagen
und in Schongeising gefangen. Fur die Untersuchung der Proben erfolgte die
Etablierung neuer, hochsensitiver nested PCRs. Fir das FSME-Virus wurde das
Hullgen-(E-) Protein als Zielgen verwendet und eine Nachweisgrenze von 0,4 TCIDsg
ermittelt. Zum Nachweis von Borrelien DNS diente das OspA-Gen, die
Nachweisgrenze betrug 64 DNS Molekile pro PCR Ansatz. Die Spezifitat konnte
anhand von 11 Stadmmen gezeigt werden. Eine Inhibition der PCRs durch
Probenmaterial wurden in Vorversuchen ausgeschlossen. Um die Qualitat der
extrahierten RNS bestatigen zu konnen, wurden interne Kontrollen durchgefuhrt, die
sogenannte house-keeping Gene (Zecke: 16sRNS; Maus: Cytochrom b) als
Zielsequenz hatten. Positive Proben wurden sequenziert und die ermittelten Daten
fur phylogenetische Analysen verwendet.

In keiner der untersuchten 359 Wildmausproben und 1552 Zeckenproben konnte
FSMEV nachgewiesen werden, was auf ein niedriges Infektionsrisiko mit FSMEV in
den Landkreisen Erlangen, Furstenfeldbruck, Traunstein und Minchen hinweisen
konnte.

In 836 Wildmausproben konnte in 91 Proben Borrelien DNS nachgewiesen werden,
womit sich eine Gesamtpravalenz von 11 % ergab. Fur das Gebiet Traunstein wurde
mit 34 % die hdchste Borrelien-Pravalenz ermittelt. In Erlangen lag die Pravalenz in
den untersuchten Proben bei 26 % und in Grafrath ergab sich eine Borrelien
Pravalenz von 6 %. Dabei war B. afzelii in allen Fanggebieten die am haufigsten
isolierte Spezies (81 %). B. burgdorferi wurde in 6 %, B. garinii in 2 % der
untersuchten Proben isoliert. Parasitenbefall, Gewicht und Gonadengréf3e konnten
als Einflussfaktoren fir die Befallshaufigkeit mit Borrelien ermittelt werden. Ebenso
konnte eine jahreszeitliche Haufung der Borrelien-Infektionen beobachtet werden, die
sich jedoch in den untersuchten Regionen unterschied.

Da diese Untersuchung nur eine Momentaufnahme des Erregergeschehens in den
ausgewahlten Gebieten wiederspiegelt, werden in Zukunft weitere Studien
erforderlich sein, auch um Veranderungen in der Erregerdynamik und der Erreger-

Wirts-Beziehung erfassen zu konnen.
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Summary

Investigation on the occurrence of TBEV & Borrelia sp. in selected mouse and
tick populations of Bavaria

This study determines the occurrence of TBEV and Borrelia sp. pathogens in ticks
and wild mice in selected areas of Bavaria / Germany. The sample consisted of 836
wild mice, collected from the districts of Erlangen, Grafrath and Traunstein, and 1552
ticks, collected in public parks of the city of Munich and the Schongeising area.

This material was analyzed with newly established and highly sensitive nested PCRs.
Using the envelope- protein as a target gene, a detection threshold of 0,4 TCIDs
could be achieved for the TBEV- gene. Borrelia DNA detection threshold was 64
molecules of DNA per PCR session (target: OspA— gene).

Specifity could be demonstrated by using eleven different strains of Borrelia. A
possible inhibition of the PCRs by the sampled material could be ruled out in
preliminary tests. Internal controls, using so called ‘house-keeping-genes’ (tick: 16S
RNA; mouse: cytochrome b) as target sequences, showed the quality of extracted
RNAs being on a high level. Positive hits were sequenced and the results underwent
phylogenetical analysis.

TBEV could not be detected in any of the 359 wild mice and 1552 ticks. In view of
this fact, the risk of infection within the administrative districts of Erlangen,
Furstenfeldbruck, Traunstein, and Munich appears to be low.

Borrelia DNA was found in 91 of 836 mouse-samples, which results in an overall
prevalence of 11 %. The area around Traunstein showed the highest Borrelia
prevalence (34 %). The corresponding values for Erlangen (26 %) and Grafrath (6 %)
were much lower. Among the different strains, Borrelia afzelii was the one most often
isolated (81 %), which is true for all the areas. Borrelia burgdorferi could be found in
6 %, Borrelia garinii in 2 % of the analyzed samples.

Parasitic infestation, weight and gonad size turned out to be influencing factors for
the probability of Borrelia infection. Additionally, a seasonal increase of Borrelia
infections was noticeable, in a varying degree however, depending on the individual
region. Given that this study only reflects the present activity of TBEV and Borrelia
sp. pathogens in specific local areas, further research will be necessary in order to
cover and comprehend dynamic changes and interactions between pathogens and

hosts.
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Résumé

Etude de la prévalence des virus de I'encéphalite a tique et de B. burgdorferi
dans quelques populations sélectionnées des mulots, des campagnols et des
tiques en Baviére

L’objectif de I'étude voici présent était d’étudier la prévalence des agents infectieux
tels que la méningoencephalite a tiques et la borreliose parmi les tiques et les
rongeurs forestiers dans quelques régions en Baviére. Ainsi 836 rongeurs forestiers
ont été capturés dans les régions d’Erlangen, de Grafrath et de Traunstein et 1552
tiques ont été collectionnées dans les parcs munichois et le territoire Schongeising.
Pour l'investigation des échantillons il y a eu I'établissement des nouveaux nested
PCR a haute sensitivité. Pour le flavivirus de I'encephalite le target utilisé était la
protéine E de I'enveloppe et la limite de détection se présentait de 0,4 TCIDs.

Pour la détection de L'’ADN des borrélies servait le géne OspA et la limite de
détection était 64 molécules d’ADN pour I'échantillon. La spécificité a pu étre montré
a l'aide de 11 souches. Due aux essais pilotes il était possible d’exclure 'inhibition de
la réaction PCR causée par le matériel de I'échantillon. Pour approuver la qualité de
I’ARN extrait des controles internes ont été performés avec les housekeeping génes
comme target (tique: 16sARN, souris: cytochrome b). Les dates obtenus par
séquencage ont été utilisés pour les analyses phylogénetiques.

L’agent infectieux de I'encéphalite a tiques n’a pas pu étre trouvé dans les 359
échantillons des rongeurs forestiers ni dans les 1552 échantillons des tiques. Ceci
indique un risque basse de l'infection dans les régions Erlangen, Furstenfeldbrick,
Traunstein et Munchen.

Dans 91 parmi les 836 échantillons des rongeurs forestiers 'ADN des borrélies a été
détecté, indiquant une prévalence génerale de 11 %. La prévalence des borrélies la
plus élevée se trouvait a Traunstein avec 34 %. La prévalence a Erlangen mésurée
dans les échantillons était 26 % et a Grafrath 6 %. L’espéce le plus souvent isolée
dans les différentes régions était B. afzelii (81 %). B. burgdorferi a été isolé en 6% et
B. garinii en 2 % des cas. Quelques facteurs ayant une influence sur la prévalence
des borrélies ont été déterminés: la prévalence des parasites, le poids et le poids des
gonades. Une fréquence de la détection des borrélies liee a la saison était
observable mais différait selon les régions étudiées.

Comme cette étude réflete uniquement la situation momentanée des agents

infectieux dans les régions choisies, il est important pour I'avenir d’effectuer d’autres
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études pour cerner des changements dans la dynamique des agents infectieux et la

relation agent infectieux et I'héte.
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10 Anhangq
10.1. Materialliste

10.1.1. Gerate und Verbrauchsmaterialien

CCD-Kamera (peqgLab, Erlangen)

Einmalspritze, 1 ml Ominifix®-F (Braun, Melsungen)

Gelelektrophoresekammer, ,perfect Blue Tm*, 23 x 14 Mini ExW, (peqLab, Erlangen)
Glaspistill

Handschuhe Multi-Perect Latex Handschuhe (Multi-Com Goods, Ahrenburg);
TouchNTuff™ (Nitrilhandschuhe, Ansell Edmont, Cochocton, Ohio, USA)
Kryordhrchen Cryo Tube™, 2 ml (Nunc, Wiesbaden)

Kahlzentrifuge Hearaeus (Heareus, Hanau)

Laborwaage 1264 (Sartorius, Gottingen)

Lichtmikroskop, Laborlux K (Leitz, Wetzlar)

24-Lochplatte (Nunc, Wiesbaden)

96-Lochplatte (Nunc, Wiesbaden)

Magnetrihrer MR 2000 (Heidolph)

Messpipetten aus Glas, 1 ml, 5 ml, 10 ml, Silberbrand Eterna Klasse B (Brand,
Wertheim)

Mikrowellengerat SS-758 (Panasonic, Matsushita Electric, Great Britain)

Mikro Tubes, 1,5 ml, 39 x 10,8 mm @ (Sarstedt, Nimbrecht)

Nadel, Termo® Neolus 20G, 0,9 mm (Termo Europe N. V., Leuven, Belgien)

Parafil M (CAN Company, USA)

Pinzette, fein (Rubis, Schweiz)

Pipetten: Research, 0,1- 2,5 pl; 0,5- 10 ul; 100- 1000 ul (Eppendorf, KoIn)
Pipettenspitzen, Plastibrand® (Brand, Wertheim)

Pipettenspitzen mit Filter, Biospere Filter Tips (Sarstedt, Nimbrecht)

Pipettierhilfe, Accu-Jet® (Brand, Wertheim)

Power-Supply Power Pac 300 (BioRad, USA)

Sicherheitswerkbank, Hera safe 12 (Kendro, Hanau)

Stahlkugeln 4,5 mm, Premium Grade BB (Ernst Bloomfield, New York; Vertr.
Frankonia Jagd, Minchen)

Sherman Lebendfallen (zur Verfugung gestellt von Prof. W. Baumler TU Munchen)
Thermocycler ,Primus 96 advanced Gradient” (peqLab, Erlangen)

Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)
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Thermosprintplatte, 96-Loch (Bilatec, Mannheim)
Tissue-Tucher (Roth, Karlsruhe)

UV-Transilluminator 302 nm (LTF, Wasserburg)
Mixermill-Gerat, MM 300 (Retsch®, Haan)
Zellkulturflaschen25, 75, 175 cm? (Nunc, Wiesbaden)

10.1.2. Enzyme, Zellen

PKis-Zellen (RIE 5- 1; Schweinenierenzellen ab 49. Passage)

Proteinase K (Qiagen, Hilden)

RAV-2 (Reverse Transkriptase) 28 U/ ul (Amersham, Buckinghamshire, England)
RNAsin 40 U/ pl (Promega, Madison, USA)

Tag-Polymerase, 5 U/ ul (peglLab, Erlangen)

10.1.3. Kommerzielle Kits

Rneasy® Mini Kit (Qiagen,Hilden)

QiaAmp® DNA Mini Kit (Qiagen,Hilden)
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

10.1.4. Chemikalien

Agarose, peq Gold Universal (peqlLab, Erlangen)

Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe)

DEPC (Fulka, Neu-Ulm)

DNA-Marker (fur Gelelektrophorese), 100 kb/ 1 kb (BioLabs, Beverly, USA)
DMEM (Dulbeccos MEM, mit L-Glutamin, ohne NaHCO3) (Biochrom, Berlin)
DMSO (Sigma, Deisenhofen)

dNTP-Mix, 2,5 mM (peqgLab, Erlangen)

Ethanol (Roth, Karlsruhe)

Ethidiumbromid (Sigma, Deisenhofen)

FKS (fetales Kalberserum; Biochrom, Berlin)

Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)

Magnesiumchlorid fir PCR-Ansatze, 25 mM (peglLab, Erlangen)
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Magnesiumchlorid fur Puffer (Merck, Darmstadt)
Natriumchlorid (Merck, Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)
Natriumhydrogenkarbonat (Merck, Darmstadt)

NEA (Nonessential Amino Acids, Biochrom, Berlin)
Penicillin (1 Mega Grunenthal, Grinenthal, Aachen)
Phenolrot (0,1%) (Merck, Darmstadt)

10x Reaktionspuffer S/ Y fur PCR-Anséatze (peqlLab, Erlangen)
D(+)-Saccharose (Sucrose) (Roth, Karlsruhe)
Streptomycin (Strepto-Hefa, PHARMA, Wernigerode)
Tris (Roth, Karlsruhe)

10.1.5. Puffer und Losungen (Rezepte aus Sambrook & Maniatis, 1989)

Agarosegele gewunschte % Agarose (w/v) in 1x TAE-Puffer
DEPC-Aqua 0,1 % DEPC in Aqua dest., autoklaviert
Ethidiumbromidbad 1 % Ethidiumbromid (w/v) in Aqua dest.
DNA-Marker- Lsg. 100 yl DNA-Marker

100 pl 6x Ladepuffer 1:50 verdinnt

400 ul Aqua bidest.
6x Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau

40 % (w/v) D(+)-Saccharose (Sucrose) in Aqua bidest.
PBS (phospate buffered saline)

8 g NaCl

0,2 g KCI

2,37 g Na;HPO4 x 12 H,0

0,2 g KH,PO,4

0,132 g CaCl,; x 2 Hx0

0,1 g MgCl, x 6 H,0

ad 11 Aqua denim., pH 7,4
PBS ohne Ca?* und Mg?* wie PBS, lediglich ohne CaCl, und MgCl,
Saline (10-fach) 8 g NaCl

0,2 g KCI

1,15 g NaH,PO4 x H,O
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STV-Ldésung

50x TAE-Puffer

0,2 g KH2PO4

1 g Glucose

10 ml Phenolrot (0,1 %)

ad 1 | Aqua bidest.

200 ml Saline (10-fach)
100 ml Trypsin (1,25%ig)
50 ml Versen

ca. 12 ml NaHCOs; (8,8%iQ)
ad 2 | Aqua bidest., pH 7,4
242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
ad 1 | Aqua bidest
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10.2. Tabellen

Tab. 28: Referenzen iiber die Organauswahl zur Detektion von FSMEV

n.b.= nicht bekannt; i.c.= intra cutan; NT= Neutralisationstest; s.c.= subcutan.

ORGAN METHODE Tierart FANGZEIT- ANZAHL ERGEBNIS Referenz
RAUM TIERE
Milz BHK, NT Apod. Sp., 1992-1997 169 1995:15,8% Takeda et
Clethr. Sp., 1996: 11% al., 1999
Apod. Arg.
Lunge, NT, i.c. A. flavic, A.  1990-1992 923 1990: 12,5% Kozuch et
Leber, inokulation  sylv., C. 1991: 16,6% al., 1995
Gehirn in Mause glareolus, 1992: 23,5%
M. arvalis
Gehirn, n.b. Verschied. 1981-1986 2922 Kozuch et
Lunge-Milz Mausarten al., 1990
pool
Gehirn RT-PCR Labormause 90 Moshkin et
(s.c. Inf.) al., 2002

Tab. 29: Ubersicht iiber die in die Entwicklung der neuen E-Protein Gen spezifischen
Primer einbezogenen FSME-Virusstamme verschiedenen geographischen
Ursprunges; 1= Ecker et al., 1999; 2= Mandl et al., 1988; 3= Wallner et al., 1995; 4=
Whitby et al., 1993a; 5=Whitby et al., 1993b; 6=Takashima et al., 1997; 7= Hayasaka et
al., 1999; 8= Hayasaka et al., 2001; 9= Zlobin et al., unpubl.; 10= Campbell & Pletnev,
2000; 11= Platonov et al., unpubl.; 12= Gritsun et al., 1993; 13= Yamshchikov &
Pletnev, 1988; 14= Chen et al., unpubl.; 15= Mickiené et al., 2001; 16= Lundkvist et al.,
2001; 17= Si, Ma & Li, unpubl.; 18= Labuda et al., 1994; n.b.= nicht bekannt.

Stamm Geograph. Jahr der Quelle des Genbank- Referenz
Herkunft Isolation Isolates Nummer
K23 Deutschland/ 1975 1. ricinus AF091010 1
Karlsruhe
Iso 40 Schweiz/ 1975 l. ricinus AF091009 1
Schaffhausen
Neud Osterreich/ Neudorfl 1971 1. ricinus M27157 2
Z79 Osterreich/ Zell/Ziller 1985 l. ricinus AF091020 1
Scharl Osterreich 1956 Gehirn, human AF091017 1
Als.I Frankreich/ Alsace 1975 1. ricinus AF091007 1
263 Tsch. Republik/ 1987 l. ricinus U27491 3
Temelin
Hypr. Tsch. Republik/ Brno 1953 Blut, human U39292 3
Kem | Ungarn/ Tatabanya 1952 l. ricinus AF091011 1
Ljub.I Slovenien/ Ljubiljana 1993 Blut, human AF091012 1
St. Ves Kroatien/ Stara Ves n.b. N.b. AF091018 1
A52 Finnland/ Kumlinge 1959 1. ricinus X60286 5
Oshima 5-10  Japan n.b. n.b. AB001026 6
Oshima 5-11  Japan/ Russland n.b. n.b. AB022290 7
Oshima 3-6 Japan/ Russland n.b. n.b. AB022291 7
O-1-1 Japan/ Russland n.b. n.b. AB022292 7
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Fortsetzung Tabelle 29
Oshima A-1 Japan/ Russland n.b. n.b. AB022293 7
Oshima C-1 Japan/ Russland n.b. n.b. AB022294 7
KH98-2 Japan/ Russland n.b. n.b. AB022295 7
KH98-5 Japan/ Russland n.b. n.b. AB022296 7
KH98-10 Japan/ Russland n.b. n.b. AB022297 7
VL99 m11 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049345 8
KH99 m9 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049346 8
D1283 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049347 8
IR99-1m1 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049348 8
IR99-1m4 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049349 8
IR99-2m3 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049350 8
IR99-2m7 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049351 8
IR99-2f7 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049352 8
IR99-2113 Russland/ Sibirien n.b. n.b. AB049353 8
Semeks Ukraine/ 1988 1. ricinus AF224665 9
Zhitomir
Stolby-1 Russland/ 1988 l. persulcatus AF224666 9
Krasnoyarsk
352-81 Russland/ Buryatia 1981 Cricetulus AF224667 9
barabensis
Stolby-4 Russland/ 1988 Ixodes AF231807 9
Krasnoyarsk persulcatus
Atten. E5 n.b. n.b. n.b. AF253420 10
B-29/10140 Russland/ 1991 Ondatra AF482346 11
Novosibirsk zibethicus
B-30/10146 Russland/ 1991 Ondatra AF482347 11
Novosibirsk zibethicus
Vasilchenko Russland/ n.b. n.b. M97659 12
Novosibirsk
N256 Belarus/ Minsk n.b. 1. ricinus AF091014 1
Crimea Ukraine/ Crimea 1987 l. ricinus AF091008 1
Absettarov Russland/ St. 1951 Blut, human AF091005 1
Petersburg
Pan Russland/ Moskau 1957 Blut, human AF091015 1
T-blood Russland/ Perm 1939 Blut, human AF091019 1
Aina Russland/ Irkutsk 1963 Blut, human AF091006 1
Safjin Russland/ Primorskii 1937 Gehirn, human X07755 13
Kray
N132 Russland 1979 I. persulcatus AF091013 1
DXAL5 China n.b. n.b. AJ178833 14
Lithuania-262 Lithuania n.b. n.b. AJ414703 15
Latvia-11686  Latvia n.b. Maus AJ319582 16
Latvia-8110 Latvia n.b. Maus AJ319583 16
Latvia-8369 Latvia n.b. Maus AJ319584 16
Latvia-9793 Latvia n.b. Maus AJ319585 16
Latvia1-96 Latvia n.b. Maus AJ415565 16
Latvia-12718 Latvia n.b. Maus AJ319586 16
RK1424 Latvia 1977 |. persulcatus AF091016 1
Senzhang China n.b. n.b. AY174188 17
N.b. Tlrkei n.b. n.b. L01265 4
TP21 n.b. n.b. n.b. NC003690 10
TBE 4387 n.b. n.b. n.b. X76607 18
TBE 4387/B7 n.b. n.b. n.b. X76608 18
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Tab. 30: Fiir die Erstellung der Phylogenie verwendete Sequenzen, sowie die jeweils

als identisch ermittelten Sequenzen.

Sequenz Genotyp Mausspezies Fangort Fangdatum
22 = B. afzelii Rételmaus Freising 04.10.01
573 B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 21.01.03
737 B. afzelii Roételmaus Erlangen 07.08.03
247 = B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 19.03.02
506 B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 02.11.02
649 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 27.05.03
779 B. afzelii Roételmaus Grafrath 13.08.03
28 = B. afzelii Roételmaus Freising 08.10.01
253 B. afzelii Roételmaus Grafrath 20.04.02
301 B. afzelii Feldmaus Grafrath 25.05.02
345 B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 14.07.02
387 B. afzelii Rételmaus Grafrath 17.08.02
545 B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 19.11.02
643 B. afzelii Rételmaus Traunstein 15.05.03
694 B. afzelii Roételmaus Traunstein 03.07.03
29 = B. afzelii Rételmaus Freising 09.10.01
676 B. afzelii Rételmaus Erlangen 25.06.03
786 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 26.06.03
30= B. afzelii Roételmaus Freising 09.10.01
50 B. afzelii Feldmaus Grafrath 23.10.01
291 B. afzelii Feldmaus Grafrath 23.05.02
485 B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 20.10.02
639 B. afzelii Roételmaus Traunstein 15.05.03
640 B. afzelii Rételmaus Traunstein 15.05.03
642 B. afzelii Gelbhalsmaus Traunstein 15.05.03
696 B. afzelii Roételmaus Traunstein 03.07.03
648 = B. afzelii Roételmaus Erlangen 27.05.03
608 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 27.03.03
721 B. afzelii Roételmaus Erlangen 17.07.03
615 = B. afzelii Rételmaus Grafrath 20.04.03
406 B. afzelii Waldmaus Grafrath 01.09.02
609 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 27.03.03
661 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 27.05.03
680 B. afzelii Roételmaus Erlangen 26.06.03
674 = B. afzelii Roételmaus Traunstein 05.06.03
676 B. afzelii Roételmaus Erlangen 25.06.03
714 = B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 17.07.03
461 B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 29.09.02
602 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 27.03.03
825 = B. burgdorferi s.s. Roételmaus Grafrath 08.01.04
813 B. burgdorferi s.s. Roételmaus Grafrath 14.12.03
815 B. burgdorferi s.s. Roételmaus Grafrath 15.12.03
545 = B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 19.11.02
610 B. afzelii Roételmaus Erlangen 27.03.03
707 B. afzelii Roételmaus Grafrath 02.07.03
747 B. afzelii Rételmaus Erlangen 07.08.03
758 B. afzelii Rételmaus Erlangen 07.08.03
767 B. afzelii Roételmaus Traunstein 13.08.03
642 = B. afzelii Gelbhalsmaus Traunstein 15.05.03
653 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 27.05.03
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Fortsetzung Tabelle 30

670 B. afzelii Rételmaus Traunstein 05.06.03
697 B. afzelii Roételmaus Traunstein 03.07.03
701 B. afzelii Roételmaus Traunstein 03.07.03
705 B. afzelii Rotelmaus Grafrath 20.06.03
729 B. afzelii Rételmaus Traunstein 22.07.03
736 B. afzelii Roételmaus Traunstein 22.07.03
645 = B. afzelii Roételmaus Traunstein 15.05.03
749 B. afzelii Rételmaus Erlangen 07.08.03
753 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 07.08.03
674 = B. afzelii Rételmaus Traunstein 05.06.03
723 B. afzelii Feldmaus Traunstein 21.07.03
780 B. afzelii Roételmaus Erlangen 27.08.03
676 = B. afzelii Rételmaus Erlangen 25.06.03
689 B. afzelii Rételmaus Traunstein 02.07.03
750 B. afzelii Roételmaus Erlangen 07.08.03
690 = B. afzelii Roételmaus Traunstein 02.07.03
699 B. afzelii Roételmaus Traunstein 03.07.03
737 = B. afzelii Rételmaus Erlangen 07.08.03
755 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 07.08.03
602 = B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 27.03.03
743 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 07.08.03
242 B. burgdorferi s.s. Gelbhalsmaus Grafrath 22.03.02
559 B. garinii Gelbhalsmaus Grafrath 29.11.02
563 B. afzelii Roételmaus Grafrath 02.12.02
379 B. afzelii Feldmaus Grafrath 28.07.02
646 B. afzelii Gelbhalsmaus Traunstein 15.05.03
Erlangen 4 B. garinii Gelbhalsmaus Erlangen 05.03.02
620 B. afzelii Gelbhalsmaus Grafrath 23.04.03
725 B. afzelii Rotelmaus Traunstein 22.07.03
726 B. afzelii Rotelmaus Traunstein 22.07.03
757 B. afzelii Gelbhalsmaus Erlangen 07.08.03
793 B. afzelii Feldmaus Traunstein 03.09.03
798 B. afzelii Roételmaus Traunstein 04.09.03
804 B. burgdorferi s.s. Gelbhalsmaus Grafrath 03.12.03
814 B. afzelii Raételmaus Grafrath 15.12.03
103 B. afzelii Rételmaus Grafrath 05.12.01
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Tab. 31: Fiir die Erstellung der Phylogenie verwendete Referenzsequenzen (modifiziert
nach Michel et al., 2003).

Referenzstimme Genotyp OspA-Typ
AF095940 B. valaisiana

AF095947 B. valaisiana

AF102057 Borrelia A14S

L23144 B. burgdorferi s.s. 1
$48322 B. afzelii 2
$48323 B. garinii 4
X80182 B. burgdorferi s.s. 1
X80251 B. garinii 5
X80252 B. garinii 6
X80254 B. garinii 7
X80256 B. garinii 3
X95362 B. garinii 7
Y10838 B. lusitaniae

Y10839 B. lusitaniae
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10.3. Karten
A1
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) @

Abb. A 1: Ubersichtskarte Mausfanggebiete Raum Erlangen

Abb. A 2: Mausfanggebiet Dietenhofen (Waldgebiet)
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Abb. A 4: Mausfanggebiet Kernmiihle (Waldstiick im Wasserschutzgebiet)
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A5
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Abb. A 5: Ubersichtskarte Mausfanggebiete Raum Traunstein
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Abb. A 6: Mausfanggebiet Biurgerwald (rechts) und GeiRing (links)
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Abb. A 7: Mausfanggebiete Wiese (links) und Burkhartsod (rechts)
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A8
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Abb. A 8: Ubersichtskarte Maus-/ Zeckenfanggebiete Miinchen und
Grafrath

Abb. A 9: Mausfanggebiet Forstgarten, Grafrath (AuBenstelle des Institutes

fiir Tierokologie der TU Miinchen)
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Abb. A 10: Zeckenfanggebiete in Schongeising (Lkr. Fiirstenfeldbruck),

sowie in Munchner Parkanlagen
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