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1. Einleitung

1.1. Ixodes ricinus

1.1.1. Morphologie, Entwicklung

Morphologie: [195, 196]

Zecken gehdren zum Stamm der Gliederfllder (Arthropoda) und bilden innerhalb der Klasse
der Spinnentiere (Arachnida) und der Unterklasse der Milben / Zecken (Acari) ene
Uberfamilie (Ixodoided). Schildzecken besitzen einen ungegliederten Leb  mit
hervorstehenden Mundwerkzeugen (Gnathosoma), Pedipalpen und dem Schild (Scutum). Das
Rostrum setzt sich zusammen aus Cheliceren, Chelicerenscheiden und Hypostom. Die Larven
haben sechs und ale anderen Entwicklungsstadien acht Beine.

Eine Besonderheit in Bezug auf die Rolle as Vektor fir verschiedene Erreger ist die
intrazelluldre Verdauung. Dies ist fur die Gruppe der Arthropoden eher ungewohnlich. Im
chemischen Milieu des Mitteldarmes befinden sich keine aggressiven Verdauungsenzyme, so
dal3 sich z.B. Borrelia burgdorferi bevorzugt im Mikrovillisaum des Darmepithels aufhalten
und reproduzieren kann. Die Generationszeit der Borrelien betrégt zwischen 6 h und 20 h,
wobei verschiedene Faktoren, wie z.B. die Aktivierung des Komplementsystems der Zecke,
fur das Uberleben im Wirt entscheidend sind. Die meisten Zeckenarten sind langlebig und
widerstandsfahig  gegeniber  klimatischen  Bedingungen, was die Gefahr der
weiterbestehenden  Ubertragungsmoglichkeit fur Monate bis zu einigen Jahren birgt.
Insgesamt existieren mehr as 300 Arten, von denen in Deutschland der gemeine Holzbock
(Ixodes ricinus) mit 95%-igem Anteil an der Gesamtpopulation am héufigsten vertreten ist.

Entwicklung: [23, 195, 196]

Man findet 3 Entwicklungsstadien: Larve, Nymphe und adulte Zecken. In jedem dieser
Stadien ist eine Blutmahlzeit notwendig, um sich weiterzuentwickeln. Als Wirte fungieren
Saugetiere, Vogel und Reptilien.

Aus abgelegten Eiern im Laubstreu schliipfen die sechsbeinigen Larven in einer Grof3e von
bis zu 0,6 mm. Nach einer Blutmahlzeit und anschlieffendem Ruhestadium von einigen Tagen
bis Monaten hauten sie sich zu Nymphen, welche schon bis 1 mm Gréfée erreichen. Die
Nymphen saugen 3 bis 4 Tage und durchlaufen danach einen mehrwdchigen Reifungsprozef3
zur geschlechtsreifen, adulten Zecke. Die Mannchen, etwa 2,5 mm grof3, saugen kaum Blut.
lhr Ricken ist ganz vom dunkelbraunen Schild bedeckt. Im Gegensatiz dazu sind die

Einleitung 1
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Weibchen wesentlich grofer (2,4 bis 4,8 mm) und besitzen ein augenloses Riickenschild, das
ebenfalls dunkel- bis schwarz-braun ist, aber nur den oberseitigen, vorderen Teil des
weichhautigen Korpersackes bedeckt. Beim Saugakt nehmen sie das 100 bis 200-fache ihres
Gewichtes an Blut auf, wobel ihr Leib erheblich anschwillt. Wahrend dieses Prozesses findet
auch die Befruchtung statt. Die Ménnchen sterben kurz nach der Kopulation, die Weibchen
nach der Ablage von bis zu 2000 Eiern in die oberen Erdschichten. Je nach Wirtsorganismus
koénnen beim Saugen auch entsprechende Erreger aufgenommen werden. Eine infizierte Zecke
gibt die aufgenommenen Pathogene bel der ndchsten Blutmahlzeit an ihren Wirt welter, d.h.
an andere Saugetiere, VOgel oder auch den Menschen. Unter optimalen klimatischen
Bedingungen wird der geschilderte Entwicklungszyklus in einem Jahr durchlaufen, meist
dauert es jedoch zwei oder drei Jahre. Die Abb. 1.1.1. stellt die Entwicklung der Ixodes
ricinus Zecken schematisch dar.

Die Hauptaktivitdt der Zecken findet man in den Monaten Mé&rz bis Oktober. Dabel ist an
besonders heif’en Tagen die Aktivitdt am frihen Vormittag, Abend und nachts am grofiten.
Be Temperaturen Uber 10°C l&’t sich gelegentlich auch eine ganzjahrige Aktivitét
beobachten.

GESCHLECHTSREIFES GESCHLECHTSREIFES

WEIBCHEN MANNCHEN
- saugt viel Blut, - saugt wenig Blut,
begattet das Weibchen,

legt Eier, stirbt

NYMPHE
- saugt Blut,
durchlauft
Ruhestadium,
entwickelt sich zur
geschlechtsreifen Zecke

LARVE

- saugt Blut,
durchlduft Ruhestadium,
entwickelt sich zur Nymphe

Abb. 1.1.1.: Entwicklungszyklus der Zecke [23]

Einleitung 2
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1.1.2. Wirtsbhefall, Saugakt, Prophylaxe, Zeckenentfernung

Wirtsbefall: [164]

Larven und Nymphen bevorzugen Sdugetiere kleiner und mittlerer Grof3e sowie Vogel, adulte
Tiere parasitieren Uberwiegend mittelgrole bis grofe Sdugetiere. Waldrander mit
angrenzenden Wiesen, Waldlichtungen, Unterholz, Bach- und FluRauen und Ubergénge von
Laub- zu Nadelwald sind typische Habitate. Larven sitzen auf Grasern in ca 30 cm Hoéhe Uber
dem Erdboden, Nymphen in ca 100 cm Hohe und Adulte sind in Hohen bis zu 150 cm zu
finden, nicht aber auf Bdumen. Anhand bestimmter Signale, wie z.B. Buttersaure im Schweil3,
erkennen sie ihren Wirt. Ein nur wenige Sekunden dauernder Kontakt ist fur das Festhalten
am Wirt ausreichend. Bevorzugte Orte zum Blut saugen sind feuchte, warme und gut
durchblutete Korperstellen. Beim Menschen sind solche Bereiche v.a. diinne Hautpartien, die
behaarte Kopfhaut, Ohren, Hals, Arm- und Kniebeugen, Leistenregion, sowie Hande und
FlRe.

Saugakt: [195]
Die Parasiten besitzen stechend saugende Mundwerkzeuge und konnen sich mit ihrem
bezahnten Saugorgan (Hypostom) in der Haut verankern. Die Zecken zementieren sich im
Laufe des Saugaktes mit ihrem Hypostom in den Stichkanal ein. Deshalb lassen sie sich
schwerer entfernen, wenn sie lange gesaugt haben. Der Zeckenstich wird oft nicht bemerkt, da
er durch die betdubende Wirkung des Speichels schmerzlos ist. Als Poolsauger schaffen sich
die Zecken eine Wundhohle, die Blut, verdaute Gefdiwéande, aufgeldste Zellen und
Gewebssaft enthalt. Wahrend des Saugens wird Speichel produziert, so dal3 eine Aufnahme
von Krankheitserregern von dem entsprechenden Wirt und auch die Ubertragung an den
folgenden Wirtsorganismus, auch den Menschen, moglich ist.
Zu den Ubertragenen Erregern gehdren u.a.: [195]

Coxidllen (z.B. Coxiella burnetii: Erreger des Q-Fieber)

Francisellen (z.B. Francisella tularensis: Erreger der Tularamie)

Rickettsien: Erreger des Rocky Mountains spotted fever (RMSF), Zeckenbi(3fieber

Brucellen: Erreger der Brucellose

Salmonellen: Erreger des Typhus und Parathyphus

Borrelien: Erreger der Borreliose und des Ruckfallfiebers

L eptospiren: Erreger des Morbus Weil

Ehrlichien: Erreger der Ehrlichiose
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Viren: Frihsommermeningoenzephalitis (FSME), Russian-spring-summer-encephalitis

(RSSE), Influenza
Die Dauer der Blutmahlzeit ist vom Entwicklungsstadium abhangig. So saugen Larven 2-4
Tage, Nymphen 3-5 Tage und die adulten Weibchen 6-10 Tage. Dabel nehmen Larven das 10
bis 20-fache, Nymphen das 15 bis 40-fache, adulte Mé&nnchen das 2-fache und adulte
Weibchen das 100 bis 200-fache ihrer Korpermasse zu. In der ersten Phase des Saugens
kommt es zu intensiven Wachstumsvorgéangen an Kuticula und Mitteldarmepithel, welche
zusdtzlich in den letzten 12-24 Stunden gedehnt werden. Die im Vergleich zur
Zeckenhdmolymphe hyposmotische Mahlzeit wird mehr oder weniger stark eingedickt und
dem Wirt ein Teil des aufgenommenen Wassers Uber die Speicheldrisen reinjiziert. Ziel der
Blutkonzentrierung ist neben osmoregulatorisch glnstigeren Bedingungen auch die
Maximierung der Substanzaufnahme. Wéhrend der gesamten Zeit der Nahrungsaufnahme
kommt es stéandig zur Abgabe von Speichelsekreten, u.a. schnell erhartende
Zementsubstanzen zur  Verankerung in der  Stichwunde, immunosuppressive,
antihamostatische, antiphlogistische oder analgetisch wirkende Verbindungen. Besondere
Bedeutung fur die Osmoregulation hat die hyposmotische Sekretion, die mit Zunahme der
Saugdynamik einsetzt.

Prophylaxe: [164]

Die beste Prophylaxe ist das Meiden der Zeckenbiotope bzw. bei Aufenthalt in eéinem solchen
das Tragen von maoglichst geschlossener, heller Kleidung. Ein sorgféltiges Absuchen des
ganzen Korpers ist notwendig, um auch versteckte Zecken in Hautfalten zu entdecken.
Repellents, wie z.B. Autan, haben nur eine etwa fir zwel Stunden begrenzte Wirkung.

Zeckenentfernung: [164]

Beziglich der fachgerechten Entfernung einer festgesaugten Zecke existieren verschiedene
Theorien. Das Robert-Koch-Institut empfiehlt eine Entfernung mit einer Pinzette oder den
Fingernageln, moglichst ohne den Zeckenleib zu knicken oder zu quetschen. Damit soll
verhindert werden, dal3 infizierter Speichel in die Injektionsstelle gelangt. Von der
Anwendung von aggressiven Mitteln, u.a. Alkohol, Nagellack oder Olen wird abgeraten.
Hande und Einstichstelle sind nach der Zeckenentfernung zu desinfizieren. Tritt dennoch nach

wenigen Tagen im entsprechenden Bereich eine Entziindung auf, ist ein Arzt aufzusuchen
("http://www.rki.de").
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1.2. Ehrlichien

1.2.1. Geschichte, Klassifizierung, Morphologie, Ubertragung, Pathogenitét, Epidemiologie

Geschichte: [5, 15, 35, 47, 60, 71, 129, 148, 163]

1935

1940

1945

1953

1969
1986

1990

1991

1994

Donatien und Lestoquard entdecken Rickettsien-ahnliche Organismen in agerischen
Versuchshunden mit schwerer fieberhafter Erkrankung, Panzytopenie und
nachweisbarem Zeckenbil3. Sie nennen den Erreger Rickettsia canis, der besonders
Monozyten befdllt.

Gordon et a. beschreiben den bereits 1932 beobachteten Erreger des
Zeckenbil¥fiebers Rickettsia phagocytophila. Er fihrt bel  Wiederkduern zu
fieberhafter Erkrankung mit Leukopenie, Aborten und verminderter Milchproduktion.
Zielzellen sind Granulozyten.

Zu Ehren von Paul Ehrlich (1854-1915) werden beide Erreger durch Moshkovski
umbenannt in Ehrlichia canis und Ehrlichia phagocytophila. Wenig spdter kommt
Ehrlichia risticii, Erreger des,, potomac horse fever”, hinzu.

Ehrlichia sennetsu wird als erster humanpathogener Vertreter der Ehrlichien bekannt.

Ehrlichia equi wird erstmal's beschrieben.

Der erste Fall einer durch Zecken Ubertragenen Ehrlichiose beim Menschen wird in
den USA bekannt. Man vermutet als Erreger am wahrscheinlichsten Ehrlichia canis.
Zwischen 1985 und 1990 wurden weitere 200 Félle von humaner Ehrlichiose
registriert.

Die erfolgreiche Isolierung und molekulare Typisierung einer nahe verwandten
Spezies aus dem Blut eines Soldaten der Kaserne Chaffee im US-Bundesstaat
Arkansas fuhrt zu Ehrlichia chaffeensis, dem Erreger der humanen monozytéren
Ehrlichiose (HME).

Der erste Fall einer humanen monozytéren Ehrlichiose in Europa wird bei einem 21-
jahrigen Mann aus Portugal beschrieben.

Fur die humane granulozytéare Ehrlichiose (HGE) kann erstmals 1994 ein Erreger in
den Staaten der Ostkiste Amerikas gefunden werden. Der erste Vertreter dieser
Gruppe, Ehrlichia sennetsu, wurde bereits 1953 als Rickettsia sennetsu in Japan
beschrieben. Typisch ist eine mononukleosedhnliche Erkrankung. Anfangs fand man
den Erreger nur in Sldostasien, heute ist sein Vorkommen auch in Europa
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nachweislich gesichert.

Die Sequenzierung PCR-amplifizierter Bereiche aus dem 16S rRNA Gen und die sich

daraus ergebende Klassifizierung erfolgte im mittleren Westen der USA (Minnesota,

Wisconsin).

1995 Auch an der Ostkiiste der USA lies sich die HGE nachweisen (Connecticut, New

Y ork).

1996 Es hatte nur zwei Jahre gedauert bis nach der Entdeckung der HGE der erste Fall in

Europa entdeckt wurde. Betroffen war eine 70-jahrige Patientin aus Slovenien.
1997 LGE wird erstmals beschrieben.

Klassifizierung: [9, 31, 112, 141, 163, 215]
Innerhalb der Subdivision der Purpurbakterien sind die Ehrlichien mit den Enterobakterien

verwandt. Anhand der Sequenz des 16S rRNA Gens 183t sich eine enge Beziehung zu

Rickettsien aufzeigen und eine Einteilung in 3 Genogruppen vornehmen:

» Ehrlichia-canis-Gruppe:
|

» Ehrlichia-phagocytophila-

Gruppe:

» Ehrlichia-sennetsu-Gruppe:
[l

Ehrlichia canis

Ehrlichia chaffeensis (humanpathogen)
Ehrlichia muris

Ehrlichia ewingii (humanpathogen)
Ehrlichia phagocytophila

Ehrlichia equi

HGE-agent (humanpathogen)
Ehrlichia microti

L GE-agent

Ehrlichia platys

Ehrlichia sennetsu (humanpathogen)

Ehrlichia risticii

E. phagocytophila, E. equi und HGE-agent weisen so groRe Ahnlichkeiten auf, da sie

demnéchst wahrscheinlich als Varianten einer einzigen Spezies betrachtet werden kénnen.
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Morphologie: [19, 163, 216]

Bel den Ehrlichien handelt es sich um obligat intrazellulére, gram-negative Bakterien. Sie
snd unbeweglich und haben eine kokkoide oder pleomorphe Form. Die Zelwand ist
dreischichtig mit einer sehr dinnen auf’eren Membran. Sie enthélt kein oder nur sehr wenig
Lipopolysaccharid (LPS), Lipooligosaccharid (LOS) und Peptidoglycan (Murein). Unter dem
Elektronenmikroskop sind kleine (0,2-0,5 nmm) und grofe (0,3-2,3 mm) retikulare
Elementarkdrperchen differenzierbar. Eine eigene Synthese des Energietragers ATP ist den

Ehrlichien moglich.

Ubertragung: [19, 163, 215]

Die Ubertragung humanpathogener Ehrlichien erfolgt zum groRen Teil durch Zecken.
Wahrend in den Vereinigten Staaten Ixodes scapularis und Ixodes pacificus Hauptvektoren
far Ehrlichien und andere pathogene Erreger sind, ist es in Europa tberwiegend Ixodes
ricinus. Eine Saugdauer von mindestens 24 Stunden ist gunstig fur die Wahrscheinlichkeit
einer Infektion, wobei aber auch bereits eine kirzere Kontaktzeit mit dem Wirt fur die
Ubertragung ausreichend sein kann, da sich die Ehrlichien in der Speicheldriise und nicht wie
die Borrelien im Mitteldarm aufhalten. Es wird nur ein transstadieller, nicht aber ein
transovarieller Weg beobachtet. Aus diesem Grund sind Larven nicht infektis, sondern nur
die Nymphen und adulten Zecken. Sehr selten wird das HGE-agent durch infiziertes Blut oder
perinatal (transplazentar oder intrapartal) Ubertragen.

Pathogenitat: [19, 88, 141]

Die Erreger der Gruppen | und Ill befallen Gberwiegend Monozyten und Makrophagen.
Dagegen erfolgt bei Vertretern der Gruppe Il die Aufnahme v.a. in neutrophile Granul ozyten.
Fur das Einschleusen in die Wirtszellen wird ein zellstandiger Ligand fur Selektine (CD 15s)
bendtigt. Die Erreger vermehren sich in einem besonderen endosomalen Kompartiment durch
Zweiteilung. Dadurch sind sie von den Rickettsien abzugrenzen, welche frei im Zytoplasma
der Wirtszelle vorkommen. Eine Fusion des Endosoms bzw. Phagosoms mit Lysosomen
findet nicht statt. Etwa 7 bis 12 Tage nach der Infektion treten charakteristische 2-5 mm grof3e
Einschllsse auf, die man auch as Maulbeerformen oder Morula bezeichnet und in denen sich
etwa 100 Bakterien befinden. Durch Lyse der Wirtszelle oder Exozytose werden die
neugebildeten Keime frei und kénnen weitere Zellen befallen.
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Epidemiologie: [25, 109, 148]

Mit Vertretern der E. phagocytophila Gruppe infizierte Zecken findet man inzwischen nicht
mehr nur in den USA, sondern auch in europdischen Landern wie Deutschland, Frankreich,
GrofRpritannien, Italien, Schweden, Schweiz und Sovenien. Einige Untersuchungen in
Gebieten Slddeutschlands ergaben eine Infektionsrate adulter Zecken von 1,6 bis 4 Prozent.
Folgedessen ist die Durchseuchung mit Ehrlichien wahrscheinlich etwa zehnfach geringer als
mit Borrelia burgdorferi, aber trotzdem um ein Vielfaches hoher als mit dem FSME-Virus
(0,2 Prozent).

1.2.2. Klinisches Bild beim Menschen nach Infektion, Diagnostik, Therapie, Prophylaxe

Klinisches Bild: [11, 19]

» Beschwerden:

Die klinischen Erscheinungsbilder der HME und HGE sind in ihren Grundziigen sehr ghnlich.
Bel ca. 75 Prozent verlauft die Infektion mit dem HGE-agent asymptomatisch, wodurch die
Diagnosestellung erschwert ist. Symptome treten v.a. bei dteren Menschen oder Patienten mit
immunsupprimierenden  Grunderkrankungen und / oder mit Immundefekten auf. Die
Inkubationszeit betrdgt wenige Tage bis 4 Wochen. Die Krankheit &ul3ert sich zunéchst mit
unspezifischen, grippeartigen Prodromalerscheinungen, wobei 80 Prozent der Betroffenen
Uber Fieber, Abgeschlagenheit, Schittelfrost, SchweilRausbriiche, Gelenk-, Muskel- und
Kopfschmerzen klagen. Oftmals kommen Beschwerden des Gastrointestinaltraktes wie
Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen oder Durchfall hinzu. Bei einem Drittel der Patienten
wird die Lunge in Form interdtitieller Pneumonien mit unproduktivem Husten einbezogen.
Selten findet man Exantheme, v.a. bel Kindern mit HME.

= Haufige Laborbefunde:

Charakteristische laborchemische Merkmale fir eine Ehrlichiose sind Leukopenie (wahrend
der Rekonvaleszenzphase oft Lymphozytose), 3 bis 17 Prozent atypische Lymphozyten im
Differentialblutbild, Thrombozytopenie, Erhthung des CRP, der BSG, sowie der Serum-
Aminotransferasen ALAT und ASAT, der alkalischen Phophatase und / oder der LDH.
Eventuell lassen sich auch Andmie, Kreatinin- und Harnstoffanstieg, Hyponatriamie,
Bilirubinanstieg oder eine (isolierte) Verlangerung der partiellen Thromboplastinzeit
feststellen. Eine ZNS-Betelligung duert sich in einer Liquor-Pleozytose, einem Liquor-
Proteinanstieg und eventuell grenzwertig erniedrigter Glukosekonzentration.
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Die Symptome sind zu einem grof3en Teil auf die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
nach Infektion der Monozyten oder Granulozyten zurtickzufihren.

= Organmanifestation:

Besonders pragnant ist der Befal der Organe des retikuloendothelialen Systems. Milz,
Lymphknoten, Knochenmark, Leber mit diffuser retikuloendothelialer Hyperplasie, fokalen
Milz-, Lymphknoten- oder Leberzellnekrosen und Hamophagozytose. Granulome entstehen
im Knochenmark und / oder Leber. In anderen Organen dominieren dagegen meist
perivaskuldre lympho-histiozytére Infiltrate. Die auftretenden Komplikationen, wie z.B.
akutes Nierenversagen, ARDS mit Lungenversagen oder TSS-&hnliche Symptomatik mit
Multiorganversagen konnen letal enden.

Im Vergleich zu Erkrankungen mit Granulombildungstendenz verlaufen Erscheinungsformen
mit nicht granulomatdsen Infiltraten erfahrungsgemald schwerer.

Diagnostik: [19, 216]

Empfohlen wird die Kombination mehrerer Verfahren zur Sicherung der Diagnose. Besteht
der dringende Vedacht einer Ehrlichieninfektion, versucht man  zunéchst
intrazytoplasmatische Einschlulkorperchen (Morula) in Monozyten oder Granulozyten
nachzuweisen. Daflr eignet sich die Giemsa-Férbung enes peripheren Blut- bzw.
Knochenmarkausstriches oder der Leukozytenfraktion des Blutes (, buffy coat"). Parallel dazu
ist eine Ehrlichien-spezifische PCR aus EDTA-Blut sinnvoll. Die Anzucht von Ehrlichia
chaffeensis in DH82-Zellen oder des HGE-agent in HL60-Zellen bzw. in ISE6-Zellen ist sehr
zeitaufwendig und bisher nur in wenigen Speziallaboren durchfihrbar.

Eine nachtragliche Infektionsbestétigung ist durch einen serologischen AK-Nachweis und
AK-Titeranstieg mittels IFT, ELISA oder Western-Blot moglich.

Therapie: [163, 216]

Als beste Behandlungsstrategie hat sich die Gabe von Doxyzyklin oder Tetrazyklin Gber 10
bis 14 Tage bewdhrt. Nur bei bestehender Kontraindikation fur Tetrazyklin sollte auf
Rifampizin zurlckgegriffen werden. [&-Laktamantibiotika sind bel einer Ehrlichieninfektion

unwirksam.
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Prophylaxe: [164]

Der Schutz vor Zecken und die sorgféltige Beobachtung eines Patienten nach einem

Zeckenbil3 bieten zur Zeit die einzige Moglichkeit einer Erkrankung vorzubeugen bzw.

rechtzeitig zu erkennen und zu behandeln, da eine wirksame Impfung in den néchsten Jahren

nicht erwartet wird.

1.3. Borrelien

1.3.1. Geschichte, Klassifizierung, Morphologie, Ubertragung, Pathogenitét, Epidemiologie

Geschichte: [1, 13, 20, 28, 36, 63, 79, 80, 173, 185]

1909

1922

1930

1941

1943

1975

1977

1982

1984

Das Erythema migrans, auf einen Zeckenstich folgend, wird zuerst von Arvid
Afzelius aus Schweden beschrieben.

Garin und Bujadoux stellen einen Bericht Uber erste neurologische Manifestationen
einer Infektion zusammen, der sich auf schwere radikuldre Schmerzen nach einem
Zeckenstich grindet.

Sven Helerstrom sellt die Verbindung zwischen Erythema migrans und
neurol ogischen Symptomen her.

Der Muinchner Bannwarth liefert umfangreiche Fallbeschreibungen  der
lymphozytéren Meningoradikulitis, ohne die Beziehung zu einem Zeckenstich zu
erkennen.

Bo Baéfverstedt <ot auf eine Gruppe gutartiger solitdrer und multipler
Pseudolymphome in Assoziation zum Erythema migrans.

Im US-amerikanischen Ort Lyme, einer kleinen Stadt im Staat Connecticut, kam es
zum vermehrten Auftreten von Arthritis bel Kindern und Erwachsenen, bei denen
sich ein vorausgegangener Zeckenstich nachweisen lief3.

Von Alan Steere et a. wurde Uber verschiedene Félle von Arthritis und Erythema
migrans nach einem Zeckenstich in Lyme berichtet, worauf 1979 erstmas die
Bezeichnung ,,Lyme Disease" gepragt wird.

Der Erreger Borrelia burgdorferi wird erstmals 1982 von Willy Burgdorfer in den
USA beschrieben.

Zwei Fdle von Lyme-Borreliose beim Menschen mit neurologischer Beteiligung
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werden 1984 in Berlin bekannt. Als Ubertrager wird der gemeine Holzbock
betrachtet.

1985 Man sammelte daraufhin 156 Zecken in Forstgebieten von Berlin und konnte in der
Folgezeit drei verschiedene Spirochédten-Spezies unter dem Oberbegriff Borrelia
burgdorferi sensu lato isolieren: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii

und Borrelia afzelii.

Klassifizierung: [65, 83, 107, 169, 206, 211]

Zu dem Borrelia burgdorferi senso lato Komplex rechnet man mittlerweile 10 Spezies:
Borrelia burgdorferi sensu stricto

Borrelia garinii

Borrelia afzelii

Borrelia valaisiana

Borrelia lusitaniae

Borrelia japonica

Borrelia andersonii

Borrelia tanukii

Borrelia turdi

YV V.V V V V V VYV V VY

Borrelia bissettii

Far Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii, Borrelia afzelii und Borrelia bissettii
konnte die Humanpathogenitét gesichert werden.

Borrelia valaisiana wurde bisher noch nicht aus menschlichem Gewebe isoliert. Da aber
bereits der Nachweis von DNA in Zecken und Patienten mit Hilfe der PCR gelungen ist, wird

auch fur diese Spezies Humanpathogenitét vermutet.

Morphologie: [211]

Die Borrelien sind spirafoérmige, bewegliche Bakterien aus der Gruppe der Spirochéten mit 3-
30 Windungen. Die Lange des Erregers betragt etwa 4-30 nm, die Dicke 0,18-0,25 nm. Die
Anzichtung ist schwierig und gelingt nur auf Spezianghrmedien bel einer Kulturdauer von
mehreren Wochen. Die Zellen sind von einer unstrukturierten, mukoiden Hulle (S-layer) und
darunter liegender trilaminarer Membran umgeben. In relativ grof3en Ausstlilpungen der
aulReren und der Protoplasma-Membranen (Gemma), aber auch in kleineren (Blebs), wurde
Plasmid-DNA nachgewiesen. Im Gegensatz zu anderen Bakterien besitzen Borrelien en
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lineares Chromosom und lineare Plasmide. Fir immundominante ,outer surface”-Proteine
(OspA, OspB und OspC) ist die Erbinformation auf einem linearen und einem zirkularen
Plasmid kodiert. Diese Proteine sind immunologisch und genetisch variabel, wobei noch
unbekannt ist, unter welchen Bedingungen die chronisch pathologischen Organverénderungen

auftreten.

Ubertragung: [164, 211]

Die Ubertragung erfolgt (iberwiegend durch Zecken, wobei man davon ausgeht, daid die
Ubertragungswahrscheinlichkeit mit zunehmender Dauer des Saugaktes ansteigt. Bei einer
Zeit von weniger as 24 Stunden scheint eine geringe Infektionsgefahr zu bestehen, da die
Erreger erst aus dem Mitteldarm in die Speicheldriise gelangen missen. Im Gegensatz zu

Ehrlichien ist auch eine transovarielle Ubertragung der Borrelien nachweisbar.

Pathogenitat: [211]

Borrelia burgdorferi ist ein Induktor der Produktion verschiedener Zytokine der Wirtszelle.
Die Osp-Proteine werden von der Bakterienzelle benttigt, um an Zellen zu adhérieren und
Zdlverbande zu durchdringen. OspA und OspB gelten as wichtige Adharenzmolekiile.
Variationen der Expression der Adhésine oder moglicherweise auch Antigenvariabilitét sind
fur den Schutz vor der wirtseigenen Immunantwort verantwortlich. Wahrend OspA
gewohnlich auf der Oberflache vorhanden ist, wird OspC wahrscheinlich zum Zeitpunkt der
Blutmahlzeit exprimiert und ist somit ein entscheidender Faktor fir Verbreitung und
Infektiositdt. Durch Eingriffe in die Regulationsmechanismen der T-Zellantwort werden
entzindliche Prozesse Uber lange Zeitrdume aufrechterhalten. Fir neuropathologische
Erscheinungen zieht man molekulare Mimikry in Erwégung, da eine Kreuzreaktivitdt
zwischen Borrelienflagellin und neuronalem Gewebe nachwei shar ist.

Epidemiologie: [164, 169]

Wahrend in den USA die Zeckenspezies Ixodes dammini als haufigster Ubertrager von
Borrelia burgdorferi fungiert, ist es in Mitteleuropa Ixodes ricinus. In Europa betragen die
Infektionsraten zwischen 2 und 34 Prozent. Befallsgebiete und -fléchen Borrelien-infizierter
Zecken konnen nicht eindeutig abgegrenzt werden. In den einzelnen Entwicklungsstadien ist
die Durchseuchung unterschiedlich. So sind im Durchschnitt 1 Prozent der Larven, 10 Prozent
der Nymphen und 20 Prozent der adulten Zecken infiziert. Wirtstiere sind v.a. Nager, aber
auch Wildtiere, VOgel oder Haustiere konnen eine Rolle spielen. Der Nachwels in Fliegen und
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Miicken als Vektoren ist in den USA gelungen. Ubertragungen von Mensch zu Mensch
wurden bisher nicht festgestellt, allerdingsist auch ein intrauteriner Transfer maglich.

1.3.2. Klinisches Bild beim Menschen nach Infektion, Diagnostik, Therapie, Prophylaxe

Klinisches Bild: [195, 206, 211]

Borrelia burgdorferi kann aufgrund verschiedener Pathogenitdismechanismen selbst nach
Antibiotika-Therapie im Gewebe persistieren. Die klinische Symptomatik der Lyme-
Borreliose wird in drei Stadien eingeteilt:

= Stadium|

Bis zu 4 Wochen nach der Infektion tritt haufig ein ringformiges Erythem um die
Einstichstelle herum auf, das sich zunehmend auf der Haut ausbreitet und im Zentrum
langsam wieder verblalt (Erythema migrans). Uber Schmerzen oder Juckreiz wird nicht
berichtet, vielmehr kommen allgemeine Symptome wie Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen
oder Lymphknotenschwellungen hinzu. Ein Lymphozytom findet sich typischerweise an
Ohrl&ppchen, Mamille oder Skrotum. Es kann jedoch oftmals nicht eindeutig einem Stadium
zugeordnet werden.

= Stadium I

Wochen bis Monate nach einem unbehandelten Friihstadium manifestiert sich die Erkrankung
und Spétfolgen sind zu beflirchten. Die Erreger breiten sich in der Haut aus und erreichen
Uber Blut- und Lymphwege die verschiedenen Organe. Folglich  treten
Lahmungserscheinungen, Gehirn-, Herzmuskel- und Hirnhautentzindungen auf. Die Lyme-
Karditis &uf3ert sich in Rhythmusstérungen, v.a. mit AV-Block unterschiedlichen Grades.
Leitsymptome im Stadium [l sind die lymphozytére Meningoradikulitis Bannwarth als
Bestandteil der  Neuroborreliose, Fazidisparese, lymphozytére Pleozytose mit
Eiweillvermehrung im Liquor oder be Gelenkmanifestation Athrititen bzw. Dbei
Hautmanifestation die Akrodermatitis cutis benigna Bafverstedit.

= Stadium 111

Im Stadium I11 werden chronische Krankheitserscheinungen der Lyme-Borreliose erkennbar.
Dabei machen sich bel Betroffenen Lahmungen, Gedéachtnis, Konzentrations- und
Verhaltensstérungen bemerkbar, aber auch die Lyme-Arthritis wird manifest. Durch eine
chronische Unterversorgung der Haut entsteht das klassische Bild einer Akrodermatitis
chronica atrophicans Herxheimer. Dabei imponiert ein zigarettenpapierdinnes, geféltetes
Aussehen der Haut mit livider Verféabung und plastischem Hervortreten der Geféle.
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Gelegentlich lassen sich auch sklerodermieartige Symptome beobachten. Als sehr seltenes
Merkma des Stadiums Ill gilt die chronische Borrelien-Enzephalomyelitis, welche
Uberwiegend das ZNS beféllt und als Para- oder Tetraparesen imponiert.

Anhand von Untersuchungen an Patientenmaterial und umfangreichen Studien zeigte sich,
dald bestimmte klinische Erscheinungen Uberwiegend von einer Spezies hervorgerufen
werden, wie z.B.: Lyme-Arhtritis von Borrelia burgdorferi sensu stricto, Neuroborreliose von
Borrelia garinii oder Akrodermatitis chronica atrophicans von Borrelia afzelii [12, 110, 198,
206, 211]. Die Anwendbarkeit dieser Speziesassoziation mit bestimmten klinischen

Erscheinungen der Borreliose auf Europaist noch nicht vollsténdig gesichert.

Diagnostik: [195, 212, 164]

Der mikroskopische Nachweis des Erregers ist sehr schwierig, so dald serologischen
Antikorper-Nachweisverfahren grof3e Bedeutung zukommt. Im Einsatz sind der indirekte
Immunofluoreszenztest (IFT), der Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay-Test (ELISA), der
indirekte Hamagglutinationstest (IHA), sowie der Western-Blot. Als Untersuchungsmaterial
eignen sich Blut- oder Liquorproben. Die klinische Diagnose ist fur eine fruhzeitige
Behandlung am wichtigsten, da sich Antikorper erst nach 4 bis 8 Wochen nachweisen lassen
und im Stadium | bei 50% der Patienten fehlen. Ein negativer serologischer Befund schlief3t
bel kurzer Krankheitsdauer eine Borreliose nicht aus, ist dagegen unwahrscheinlich bei
Spétmanifestationen.

Therapie: [164]

Zur Zeit gibt es noch keine einheitliche Therapieempfehlung. Zum Einsatz kommen fur 10 bis
30 Tage Tetrazykline (v.a Doxyzyklin), Penizillin G, Zephalosporine, Amoxizillin oder
Erythromyzin. Ein Verschwinden der klinischen Symptome ist nicht mit einer Heilung
gleichzusetzen, weshalb eine langfristige érztliche Kontrolle empfehlenswert ist.

Prophylaxe: [164]

Aufgrund der grof3en Heterogenitét der Spezies ist noch keine wirksame Impfung verflgbar.
Schwerpunkt der Vakzine-Entwicklung ist die Uberwindung der immunologischen
Variabilitét und der Variation der Expression von Osp-Proteinen. Besonders der Schutz vor
Zeckenstichen, sowie die Frilherkennung der Infektion und die richtige Behandlung miissen
als bedeutsam angesechen werden, um chronische Manifestationen der Borreliose zu

verhindern.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Im Ilmta wurden bereits verschiedene Untersuchungen zum Vorkommen von Borrelien
durchgefuhrt. Da die Borrelien-Ubertragenden Zecken auch Vektoren fur Ehrlichien sain
konnen, war es Zielstellung der vorliegenden Arbeit, eine Prévalenz der mit Ehrlichien und /
oder Borrelien infizierten Zecken in der Region aufzuzeigen.

Ehrlichien-spezifische DNA von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe,
welche die humane granulozytare Ehrlichiose verursachen, soll in den gesammelten Zecken
nachgewiesen werden. Bevor ein Antikorpernachweis als Routineverfahren eingefihrt wird,
ist es hilfreich, etwas Uber das Vorkommen des Erregers in seinem Hauptibertréger Zecke zu
wissen und Arzte auf eventuell davon ausgehende Gefahren aufmerksam zu machen. Daher
ist diese Studie als Vorarbeit fur die Beurteilung der Ehrlichiose beim Menschen anzusehen.
Gibt es Ehrlichien infizierte Zecken auch in Thiringen und wenn ja, mit welcher Haufigkeit?
Erfahrungsgeméld sind mehr Adulte als Nymphen infiziert. Es erhob sich die Frage, ob sich
dies auch fir das beschriebene Fanggebiet bestéatigen 1803.

Fur die Borreliose ist Thiuringen bekanntes Endemiegebiet. Aus diesem Grund war es
gnnvoll, die gesammelten Ixodes ricinus Zecken auch auf eine Infektion mit Borrelien zu
untersuchen. Folgende Fragen galt es zu beantworten: Sind wesentliche Unterschiede
zwischen den verschiedenen Entwicklungsstadien im Durchseuchungsgrad aufféllig und kann
eine in der Literatur beschriebene Abhangigkeit der Infektionsrate saisonabedingt [48]
bestdtigt werden? Zur Beantwortung dieser Frage wurden Méannchen, Weibchen und
Nymphen aus insgesamt drei Habitaten im I[Imtal zu unterschiedlichen Jahreszeiten gefangen.
Es gibt Vermutungen, dal3 bestimmte Spezies bevorzugt verschiedene Organmanifestationen
der Borreliose hervorrufen [12, 110, 198, 211]. Deshalb erschien es vorteilhaft, zusétzlich
eine Einordnung in einzelne Genospezies des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes
vorzunehmen. Diese Speziesdifferenzierung ware in einer zukiinftigen Studie an Patienten mit
verschiedenen Manifestationen der Borreliose zur Bestdtigung der Assoziation der einzelnen
Spezies mit bestimmten Formen der Erkrankung erforderlich.

Die Untersuchungen auf beide Erreger sollte die Verdeutlichung der schon bekannten
Moglichkeit der Koinfektion und die ndhere Beleuchtung der Frage nach enem

Zusammenhang des gemeinsamen Auftretens erlauben.
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3. Methoden
3.1. Allgemeine Methoden

3.1.1. Sammeln der Zecken

Im Zeitraum von Mai 1999 his September 2000 wurden 305 Zecken in drei Gebieten aus dem
IImtal gesammelt. Belvedere befindet sich in der Néhe von Weimar, Bad Berka etwa 13 km
sudlich davon und Dienstedt weitere 17 km in stdlicher Richtung (Abb. 3.1.1.). Die Habitate
Bad Berka und Dienstedt waren jeweils an Waldrandern gelegen, wahrend das Fanggebiet
Belvedere aus dem Randbereich eines Parkes mit Buschvegetation und Ubergang zu einem
Buchenwald bestand. Durch die Flaggmethode, auch Fahnenmethode (englisch:"dragging”)
genannt, war es moglich, Zecken in nichternem Zustand aufzulesen. Es wurde ein welil3es,
nach Buttersdure riechendes Lakentuch (ca 80 cm x 150 cm) verwendet, mit dem die Tiere
abgestriffen  werden konnten. Die Schlepphthe sollte variieren, um moglichst ale
Entwicklungsstadien zu erfassen. Es wurde immer an den gleichen Stellen und immer in der
Zeit zwischen 9.00 Uhr und 14.00 Uhr gesammelt, in unterschiedlicher Anzahl Mannchen,
Weibchen und Nymphen aus jedem Bereich (Tab. 3.1.1.). Larven wurden nicht in die
Untersuchungen einbezogen, da Ehrlichien nicht transovariell Ubertragen werden und ein
wesentliches Zidl dieser Arbeit der Nachweis von Ehrlichien, sowie der Koinfektion mit
Ehrlichien und Borrelien war. Das Sammeln der Zecken erfolgte in enger Zusammenarbeit
mit dem Institut fir Erndhrungswissenschaften in Jena.

Die Tiere wurden einzeln in je ein 1,5 ml Eppendorfréhrchen mit einem feuchtem Grashalm
zur Aufbewahrung gegeben. Protokollierte Daten waren Fangdatum, Fundort, Geschlecht und
Entwicklungsstadium. Die Zecken lagerten bis zum Beginn der weiteren Untersuchungen bei

-80°C, da bei -20°C ein Uberleben wie in freier Natur moglich gewesen wére.

Mannchen Weibchen Nymphen Total

Bad Berka 13 18 114 145
Belvedere 7 7 66 80
Dienstedt 8 9 63 80
Total 28 34 243 305

Tab. 3.1.1.:
Die Tabelle zeigt die Anzahl der gesammelten Zecken in jedem der drei Habitate in Abhangigkeit von

ihrem Entwicklungsstadium.
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Abb. 3.1.1.:

In der Abbildung ist die Lage der drei Untersuchungsgebiete im limtal anhand einer Thiringen-Karte

veranschaulicht.

3.1.2. DNA-Extraktion aus der Zecke

Die gesamte DNA-Extraktion wurde mit dem "High Pure PCR Template Preparation Kit" von
Roche Diagnostics (Cat. No. 1 796 828) durchgefuhrt. Nach dem Auftauen erfolgte eine
Ubertragung der Tiere in je ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal. Da man die gesuchten Erreger
im Magen-Darm-Trakt vermutet, war der Versuch mit einer Pinzette den Darminhalt
auszupressen, zweckmaldig. Allerdings gestaltete sich dieses Vorgehen bel den Nymphen
wegen ihrer geringen Grof3e recht schwierig. In diesen Félen war das Préparationsgebiet
unter dem Mikroskop besser sichtbar. Zur Verflissigung des Untersuchungsmaterials diente
200 pl PBS, zum Losen und Verdauen zellulérer Bestandteile kamen 200 gl "Lysis Buffer”

und 40 Y Proteinase K (Konzentration 20 mg / ml) zum Einsatz. Proteinase K ist eine
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hochaktive Endopeptidase, die bei langer Inkubationszeit Proteine in Aminosiuren spalten
kann und endogene DNA'sen hemmt. Nach Mischen der zugegebenen Substanzen inkubierte
der Reaktionsansatz bei 55°C im Thermoblock tGber Nacht. Zur Kontrolle der Sauberkeit der
DNA-Extraktion wurde der Extraktionsprozess mit PBS-Puffer in einer Saule durchlaufen.

Am néchsten Tag wurden 200 il "Binding Buffer" hinzugefugt. Nach gutem Mischen und 10
mindtiger Inkubation bei 72°C waren noch 100 pl Isopropanol erforderlich, bevor die gesamte
Probe in das obere Reservoir eines "High Pure Filter Tube' mit Auffanggefald pipettiert
werden konnte. Mit Hilfe des Bindungspuffers wurden die Nukleinsduren an den Filter im
Tube gebunden. Nach Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge fir 1 Minute bei ca. 8000
rpm, Verwerfen des Durchlaufes und Aufsetzen des Tubes in ein neues Auffanggeféld dienten
500 g "Inhibitor Removal Buffer" zur Entfernung PCR-hemmender Kontaminationen.
Anschliefiend erfolgten zwei Waschdurchldufe mit je 500 gl Waschpuffer, um die
Nukleinsduren von Salzen, Proteinen und anderen zelluldren Extrakten zu reinigen. Zwischen
den einzelnen Schritten waren Zentrifugation und Verwendung neuer Tubes zum Auffangen
notwendig. Zum Schlul® setzte man das High Pure Filter Tube auf ein sauberes 1,5 ml
Nuklease-freies Reaktionsgefald und konnte mit 200 pl Elutionspuffer die gebundene DNA
vom Filter [6sen. Eine mdglichst optimale Elution erforderte das VVorheizen des Puffers auf
72°C im Thermoblock und eine 2 mindtige Einwirkungszeit bel Zimmertemperatur vor dem
Zentrifugieren. Die auf diesem Wege isolierte DNA kam direkt in der PCR zum Einsatz oder
wurde bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

3.1.3. DNA-Extraktion aus den Borrelien-V ergleichsstdmmen

Frau Dr. B. Wilske, Max-von-Pettenkofer-Institut Miinchen, stellte je 1 ml eines Stammes der
humanpathogenen Spezies von Borrelia burgdorferi sensu lato:

> Borrelia burgdorferi sensu stricto

> Borrelia afzelii

» Borrelia garinii

zur Verfligung.

» Borrelia valaisiana

konnte durch die Unterstiitzung von Prof. Dorn des Institutes fir Erndhrungswissenschaften in
Jena zusétzlich in die Untersuchungen einbezogen werden. Dabei betrug die Erregerdichte
etwa je 100 000 Zellen / ml. Aus je 200 W erfolgte die Extraktion mit dem "High Pure PCR
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Template Preparation Kit" (Roche Diagnostics, Cat. No. 1 796 828). Zum Zellverdau wurden
200 W "Lysis Buffer" und 40 pl Proteinase K (Konzentration 20 mg / ml) hinzugefiigt. Das
entstandene Gemisch inkubierte bei 55°C Ubernacht. Das weitere Vorgehen am folgenden Tag
geschah analog zur DNA-Extraktion aus der Zecke. Auch wurde hierbei eine Saule fur eine

PBS-Probe verwendet, um sauberes Arbeiten aufzuzeigen.

3.1.4. Photometrische Konzentrationsmessung der extrahierten DNA

Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bel 260 nm, so dal3 die gemessene optische
Dichte bei dieser Wellenlange nach dem Lambert-Beer-Gesetz zur Konzentrationsbestim-
mung herangezogen werden kann.
Lambert-Beer-Gesetz: E=excxd E: Extinktion

e: molarer Extinktionskoeffizient

c. Konzentration

d: Schichtdicke
Bel gleicher Schichtdicke ist die Konzentration der zu messenden Substanz direkt
proportional zur Extinktion.
Anhand von Eichkurven entspricht eine OD2sonm VOn 1,0 bei Einzelstrang DNA und RNA
einer Konzentration von 40 pg / ml, bei Doppelstrang DNA 50 pg / ml und bei
Oligonukleotiden 33 pg / ml. Fur Oligonuklectide ist dieser Wert sehr variabel, in
Abhangigkeit der jeweiligen Kettenlange.
Die Seitenketten aromatischer AS absorbieren Licht bei 280 nm Wellenlange. Anhand des
Quotienten aus OD2sp nm Und OD2go nm €rh@lit man ein Mal? fir Reinheit der DNA oder RNA.
Bel einer sauberen DNA- oder RNA-Préparation sollte der Quotient zwischen 1,8 fir ssDNA
oder RNA und 2,0 fir dsDNA liegen. Kleinere Werte zeigen eine Verunreinigung mit Phenol
oder Proteinen an.
Die Messungen wurden mit dem Gerdt Ultraspec 2000 (Pharmacia Biotech Biochrom Science
Park) und einer Kuvette aus Quarzglas (Typ No. 105.202-05) vorgenommen.
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3.1.5. Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Prinzip: [170]

Die PCR igt eine in vitro-Technik, mit der man gezielt in zu geringen Mengen vorliegende
DNA-Abschnitte enzymatisch vervidféltigen kann. Die entsprechenden DNA-Bereiche
werden dabel von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt. Ein Zyklus beinhaltet drei
Schritte: Im ersten Schritt wird die DNA bei etwa 94°C denaturiert. Anschlief3end erfolgt eine
Abkuhlung auf die Annealing-Temperatur, welche v.a. fur die Bindung der jeweiligen Primer
an den komplementéren Strang der DNA optimal sein sollte. Nach Anstieg der Temperatur
auf 72°C wird in einem dritten Schritt von den 3' Enden der Primer beginnend mit Hilfe einer
DNA-Polymerase und Nukleotiden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) der Komplementérstrang in
der Richtung 5' zu 3' synthetisiert. Diesen Vorgang, der mehrfach wiederholt wird, bezeichnet
man as Extenson. Die Anzahl der so polymeriserten Sequenzfragmente steigt mit
zunehmender Zyklenzahl exponentiell an.

Die verwendete Polymerase stammt aus dem Mikroorganismus Thermophilus aquaticus. Sie
ist hitzestabil und halt daher Temperaturen bis 95°C aus, ohne dabel zu denaturieren.

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden ale Schritte vor dem Start der PCR an einer
Sterilwerkbank durchgefihrt. Das weitere Arbeiten nach dem Amplifizieren (z.B. Gel-
Elektrophorese) fand in einem anderen Raum statt. Fir jeden Arbeitsraum stand ein

gesonderter Pipettensatz zur Verfligung.

Der PCR-Ansatz:

Entprechend der Probenanzahl wurde unter der Sterilbank ein Master-Mix hergestellt. Darin
enthalten waren dNTPs, 10 x Puffer (Konzentrat mit MgCl, und KCI), Primer, steriles Aqua
dest. und eine DNA-Polymerase (TAKARA Taga ). Der Mastermix wurde vor Zugabe der zu
untersuchenden DNA auf die einzelnen Reaktionsgeféle verteilt. Die Amplifikationsreaktion
wurde in einem Thermozykler (Perkin ElImer GeneAmp PCR-Sytem 2400) durchgefihrt. Mit
dem Gerdt war eine Bearbeitung von 24 Proben in einem PCR-Durchlauf moglich. Diese
setzten sich zusammen aus 21 DNA-Materiaien, einer Positivkontrolle, einer Negativ-PBS-
Kontrolle fir die Sauberkeit der DNA-Praparation und einer Negativ-Master-Mix-Kontrolle

zum Ausschluf3 von Verunreinigungen in der PCR.
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3.1.6. Agarose-Geal-Elektrophorese

Prinzip:

Mit Hilfe der Elektrophorese konnen Nukleinsduren im nativen Zustand entsprechend ihrer
MolekilgroRe und Ladung getrennt werden. Nukleinsduren sind aufgrund der Zucker-
Phosphat-Bindungen negativ geladen und wandern daher zur Anode. Lineare, doppelstréngige
DNA-Molekile bewegen sich im Agarosegel indirekt proportional zum logie ihres
Molekulargewichtes. Da die Porengréf3e des Gels sich umgekehrt proportional zur
Konzentration verhélt, verwendet man niedrig konzentrierte Gele zur Trennung grol3er
Fragmente (grof®e Poren) bzw. hoch konzentrierte Gele bel kleinen Fragmenten (kleine
Poren), um eine optimale Auftrennung im jeweiligen Bereich zu erzielen.

Durch Zugabe des griin fluoreszierenden Farbstoffes SYBR-Green | (FMC Bio Produkts) in
das Gel (5 W / 100 ml) und den Probenpuffer Orange G-Glyzerin-EDTA (CisH10N207S:Nay,
Sigma Chemical Co) werden die DNA-Banden unter UV-Licht (Image Master® VDS
Pharmacia Biotech) bel einer Anregungswellenldnge von 300 nm sichtbar. Dies wird méglich
durch die Bindung des Farbstoffes an die doppelhelikale DNA unter Bildung enes
Nukleinsdure-Farbstoffkomplexes. Zum Vergleich und zur Beurteilung der Molekllgrofiie
diente ein DNA-Marker, welcher Banden mit bekannten Fragmentgrof3en aufzeigt.

3.1.7. Sequenzierung

Die PCR-Bande in entsprechender Hohe wurde mit einem scharfen Skalpell unter UV-Licht
ausgeschnitten. Die DNA-Extraktion aus dem Gel erfolgte mit dem QIA quick Gel
Extraktions Kit (250) der Firma Qiagen (Cat.No. 28706). Nach Wiegen des Gelausschnittes in
einem farblosen Tube wurde QG Puffer im Verhdtnis 6:1 fur ein 2%-iges Agarose-Gel
hinzugefugt, z.B. 600 W QG Puffer auf 100 mg Agarose-Gel. Anschliellend war eine
Inkubation bei 50°C erforderlich bis sich das Gel vollstandig gelst hatte. Zur Unterstiitzung
des Losungsvorganges diente das Vortexen der Proben alle zwei bis drei Minuten wéhrend
der Inkubation. Der QG Puffer beinhaltet einen pH-Indikator, welcher bei eéinem pH £ 7,5
gelb ist und orange oder violett bei hoheren Werten. Dadurch sollte der optimale pH-Bereich
fur die Bindung der DNA leicht erkennbar sein. Wichtig war die Farbe des
Losungsgemisches, welche gelb sein sollte, ahnlich der Farbe des QG Puffers. Bei orangem
oder violettem Farbton konnte durch Zusatz von Natriumacetat (3 M, pH 4,6) en
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Farbumschlag zu gelb erzielt werden. Die Adsorption der DNA an die QIAquick Membran ist
nur bei eéinem pH-Wert von £ 7,5 effizient.

Um die DNA zu binden, wurden die Proben in eine vorbereitete QIAquick spin Saule mit
einem 2 ml Tube as Auffanggefald gegeben und fir 1 Minute bei 10000 rpm zentrifugiert. Es
folgte ein Waschvorgang mit 0,75 ml PE Puffer pro QIAquick Saule in der ersten Runde und
mit 0,25 ml PE Puffer pro QIAquick Saule in der zweiten Runde. Ein erneutes Zentrifugieren
far 1 Minute bel mehr als 10000 rpm nach Verwurf des Durchlaufes war erforderlich, um
Reste des Ethanols im PE Puffer zu entfernen. Das Auffanggeféld konnte jetzt verworfen und
durch ein neues, sauberes 1,5 ml Tube ersetzt werden.

Je 50 Y seriles Aqua dest. ermoglichten die Elution der DNA. Das enminitige
Zentrifugieren wurde erst nach einer Einwirkzeit von 2 bis 5 Minuten durchgeftihrt, um die
Elution zu optimieren. Das mittlere Elutionsvolumen betrug etwa 48 gl von 50 . Zur
Konzentrierung des DNA-Produktes wurde das Volumen im 1,5 ml Tube fur etwa 20 Minuten
in einer Vakuumzentrifuge auf etwa 20 pl eingeengt.

In einer Didesoxy-Sequenzreaktion erfolgte die Markierung der zu sequenzierenden DNA-
Abschnitte. Firr diese Reaktion mittels des "Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit's von PE Biosystems wurden Didesoxynukleotide mit unterschiedlichen
Floureszenzfarbstoffen  verwendet. Bei der mit thermostabiler  Tag-Polymerase
durchgefuhrten DNA-Elongation fihrten die der Polymerisierungsreaktion beigemischten,
floureszenzmarkierten Didesoxynukleotide zu einem statistischem Kettenabbruch nach dem
Prinzip von Sanger [168].

Anschlief?end wurde eine Ethanolféllung der markierten DNA-Fragmente durchgefiihrt. Dabel
wurden zuerst 80 pl steriles Aqua dest., 10 gl 3M Natriumacetatldsung und 250 pl Et hanol
(99,8%) zum Resktionsprodukt hinzugefligt. Dieses Gemisch mul3te nach dem Vortexen bei
etwa 15000 rpm fur 20 Minuten zentrifugiert werden. Ein Abpipettieren bzw. vorsichtiges
Abgielen des Ethanols war vor dem weiteren Vorgehen erforderlich. Fir den folgenden
Waschvorgang dienten 200 pl Ethanol (70%) und ein 5 minltiges Zentrifugieren. Nach
Entfernen der Waschlosung wurde das Pellet 5 Minuten in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet.

Das Produkt wurde in 25 pl "Template Suppression Reagent” (ABI PRISM Applied
Biosystems) resuspendiert. Nach Vortexen und einer kurzen Zentrifugation erfolgte eine
Denaturierung fur 2 Minuten bel 95°C. Sofortige Abkihlung auf Eis verhinderte eine
Renaturierung.
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Je 10 Yl diesen Materids wurden in einem Sequenzautomat (ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer der Firma Applied Biosystems) analysiert. Die Anayse beruht auf dem Prinzip, dal3
die Didesoxynukleotide aler 4 Basen jeweils mit einem individuellen Floureszenzfarbstoff
markiert sind. Die markierten Fragmente werden in einem hochauflsenden, harnstoffhaltigen
Sequenzgel, bei der verwendeten Apparatur mittels Kapillarelektrophorese, aufgetrennt. Die
Basenabfolge der Abbruchdleiter wird lasergestiitzt ausgewertet. An einem Macintosh®
Computer mit der speziellen Herstellersoftware werden die Rohdaten in die entsprechende
Sequenz umgerechnet. Der Vergleich mit bereits publizierten Sequenzen erfolgte im Internet

unter der Adresse: "http://www.ncbi.nih.nim.gov/".

3.1.8. Statistik

Die datistische Beurteilung der Ergebnisse wurde mit Hilfe der Computer-Programme
Microsoft-Exel 97 (Microsoft Corporation Int.) sowie SPSS 10.0 fir Windows® (SPSS
Incorporation Int.) durchgefihrt. Zur Ermittlung der Signifikanz von unterschiedlichen
Infektionsraten fur Ehrlichien oder Borrelien in Ixodes ricinus Zecken bezlglich
Entwicklungsstadium und Habitat diente der "Fisher exact test” fur dichotome Variablen. Ein
Wert von p<0,05 wurde as signifikant betrachtet. Fur die Bewertung der saisonalen
Entwicklung der Infektionsraten wurde eine lineare Trendgerade verwendet (Signifikanz bei
p<0,05).

Bei der Berechnung der 95% Konfidenzintervalle fur die Prévalenz von Ehrlichien und / oder
Borrelien in Ixodes ricinus Zecken entsprechend ihres Entwicklungsstadiums wurde
zusétzlich das Programm von Clopper, C. J., Pearson, E. S. (The use of confidence fiducal
limitsillustrated in the case of the binomial. Biometra 1934, 26:404-413) verwendet.
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3.2. Ehrlichienuntersuchungen

3.2.1. PCR

Zum Nachweis der Ehrlichien wurde ein Bereich der 16 rDNA aus der gesamten extrahierten
DNA jeder einzelnen Zecke mittels PCR amplifiziert. Die sichere Identifizierung der Erreger
erfolgte Uber direkte Sequenzierung der PCR-Produkte oder Sequenzierung der klonierten
PCR-Fragmente.

Das verwendete Primerpaar "GER3 / GER4" fur ein kleines Fragment von 151 bp aus dem
16S rRNA Gen wurde erstmals von Anderson et a. 1991 beschrieben [5]. Innerhalb der 3
Ehrlichien Genogruppen sollte eine Spezifitdt fur Ehrlichien der E. phagocytophila Gruppe
gewahrleistet (Abb. 4.2.1.a, Tab. 3.2.1.) sein. Die Primer "el6Slarge.fw / el6Slarge.rv” fir
ein grofes Fragment von 943 bp wurden as Ergénzung anhand der Sequenz des 16S rRNA
Genabschnittes von HGE-agent in der GenBank (Accession No.. U02521) zusétzlich
ausgewahlt. Der Nachweis des grofien Fragmentes erfolgte nur bei den Isolaten, die nach der
Sequenzierung des kleinen Fragmentes als Ehrlichien-positiv identifiziert wurden. Der Primer
el6Sarge.rv entspricht fast vollsténdig dem Komplementérstrang zu GER3. Daher kommt es
in diessm DNA-Abschnitt zu einer Sequenziberlappung, die in der Abb. 3.2.1. markiert ist.
Die Sequenzen des kleinen und grofen PCR-Fragmentes konnten nach der Anayse
zusammengefligt werden, wobei sich eine maximale Lange von 1074 bp ergab. In jeder PCR
wurden eine Positivkontrolle, eine Negativ-PBS-Kontrolle und eine Negativ-Aqua dest.-
Kontrolle verwendet. Isolierte DNA eines mit Ehrlichien infizierten Patienten aus Minnesota
diente als Positivkontrolle. Als Negativ-PBS-Kontrolle diente eine Probe, die aus der DNA-
Extraktion stammte, bei der mit PBS der Saulenreinigungsprozef? smuliert worden war. Die
PBS Probe sollte die Reinheit der DNA-Extraktion aufzeigen. Zum Nachweis der Sauberkeit
der PCR diente die Negativ-Aqua dest.-Kontrolle, wobei anstelle von DNA Aqua dest. zu
dem Master-Mix hinzugefiigt wurde.
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5' el6Sl arge. fw ®
1 TCCTGGCTCA GAACGAACGC TGECGECAAG CTTAACACAT GCAAGTCGAA CGGATTATTC

61 TTTATAGCTT GCTATAAAGA ATAGITAGIG GCAGACGGGT GAGTAATGCA TAGGAATCTA
121 CCTAGTAGTA TGGGATAGCC ACTAGAAATG GIGGGTAATA CTGTATAATC CCTGCGEEEG
181 AAAGATTTAT CGCTATTAGA TGAGCCTATG TTAGATTAGC TAGITGGTAG GGTAAAGECC
241 TACCAAGGCG ATGATCTATA CGCTGGTCTGA GAGGATGATC AGCCACACTG GAACTGAGAT
301 ACGGTCCAGA CTCCTACGGEG AGGCAGCAGT GCGGAATATT GGACAATGEG CGCAAGCCTG
361 ATCCAGCTAT GCCGCGIGAG TGAGGAAGGC CTTAGGGITG TAAAACTCTT TCAGTAGGGEA
421 AGATAATGAC GGTACCTACA GAAGAAGICC CGGCAAACTC CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA
481 TACGGAGEEG GCAAGCGTITG TTCGGAATTA TTGEGCGTAA AGGGCATGTA GECGGTITCGG
541 TAAGITAAAG GTGAAATGCC AGGCCTTAAC CCTGGAGCTG CTTTTAATAC TGCCAGACTA
601 GAGICCGGGA GAGGATAGCG GAATTCCTAG TGTAGAGGTIG AAATTCGTAG ATATTAGGAG
661 GAACACCAGI GGECGAAGCCG GCTATCTGGT CCGGTACTGA CCCTGAGGTG CGAAAGCGTG
721 GGGAGCAAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCACCCTGI AAACGATGAG TGCTGAATGT
781 GCCGATTTTT TATCTCTGIG TTGTAGCTAA CGCGITAAGC ACTCCGCCTG GGGACTACGG
841 TCGCAAGACT AAAACTCAAA GGAATTGACG GCGACCCGECA CAAGCGGTGG AGCATGIGGT

- el6Slarge. rv*
901 TTAATTCGAT GCAACGCGAA AAACCTTACC ACTCCTTGAC ATGGAGATTA GATCCTTCTT

GER3 ®
961 AACGGAAGGG OGCAGTTCGG CTGGATCTCG CACAGGTGCT GCATGGCTGT CGTCAGCTCG
~ GER4*
1021 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCOGCAA CGAGOGTAAC CCTCATCCTT AGTTGOCAGC

1081 GGGITAAGCC GGGCACTTTA AGGAAACTGC CAGIGGTAAA CTGGAGGAAG GIGGGEGATGA

1141 TGICAAGICA GCACGGECCCT TATGGGEGTIGG GCTACACACG TGCTACAATG GIGACTACAA
1201 TAGGTTGCAA TGICGCAAGG CTGAGCTAAT CCGTAAAAGT CATCTCAGIT CGGATTGICC
1261 TCTGCAACTC GAGGGCATGA AGTCGGAATC GCTAGIAATC GIGGATCAGC ATGCCACGGT
1321 GAATACGITC TCGGGTCTTG TACACACTGC CCGTCACGCC ATGGGAATTG GCTTAACTCG
1381 AAGCTGGTGC GCCAACCGAA AGGAGGCAGC CATTTAAGGT TGGGTCAGIG ACT 3'

* Mit diesem Zeichen gekennzeichnete Primer sind komplementér dargestellt.

Abb. 3.2.1.: Ehrlichien-PCR

Dargestellt ist eine Partialsequenz des 16S ribosomal RNA Gens von HGE-agent (Access. No:
U02521). Die Primer GER3, GER4, el6Slarge.fw und el6Slarge.rv sind in der jeweiligen Richtung 5'
zu 3' (®) oder 3' zu 5' (= ) eingezeichnet. Die Sequenziiberlappung zwischen dem kleinen und grof3en

Fragment ist in der Abbildung markiert.

Methoden und Materialien 25



Prévalenz von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexesin

Ixodes ricinus Zecken aus dem limtal

Primer

ﬁuenz

GER3 ("forward"), 100 pmol

S>TAGATCCTT CTT AAC GGA AGG GCG<3

GER4 ("reverse"), 100 pmol

5>AAG TGC CCG GCT TAA CCC GCT GGC<3

el6Sarge.fw ("forward");
100 pmol

5>CAA GCT TAA CACATG CAA GTC GAA C<3

el6Slargerv ("reverse");
100 pmol

5>CCC TTC CGT TAA GAA GGA TCT AAT C<3

Tab. 3.2.1.:

Die Tabelle zeigt die eingesetzten Konzentrationen und Sequenzen der in der Ehrlichien-PCR des

kleinen und grof3en Fragmentes verwendeten Primer.

Die PCR wurde unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt:

Reaktionsansatz: 1x: 45 Wl Master Mix

+ 5 pl DNA
dNTP's 80 ul

10 x Puffer mit 5,0 pl

MgCl,und KCI

Primer 1 05 w
(GER3,

el6Slarge.fw)

Primer 2 05 w
(GERA4,

el6Slarge.rv)

Aqua dest. 30,75 pl
Taq Polymerase 0,25
DNA 50 ul

PCR-Bedingungen:

Initiale
Denaturierung
Denaturierung
Annedling
Extension
Finale Extension
Zyklen

Methoden und Materialien

kleines
Fragment
94°C, 5min

94°C, 1 min
50°C, 1 min
72°C, 1 min
72°C, 7 min
40

grosses
Fragment
94°C, 5min

94°C, 1 min
51°C, 1 min
72°C, 1 min
72°C, 7 min
40
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3.2.2. Gel-Elektrophorese

> kleines Fragment:

Zur Trennung der PCR-Produkte wurde ein 2%-iges Agarose-Gel (1,59 Agarose / 75 ml)
gekocht und nach Zugabe des Farbstoffes SY BR-Green | gegossen.

» grofies Fragment:

Die Trennung der PCR-Amplifikate des grof3en Fragmentes erfolgte mit einem 1,5%-igen
Agarose-Gedl (0,759 Agarose/ 50 ml).

Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer und als Probenpuffer Orange G-Glycerin-EDTA. Die
Beurteilung des Gels erfolgte unter UV-Licht. Banden in entsprechender Hohe wurden
ausgeschnitten und sequenziert. Die erwarteten Fragmentgrof3en von 151 bp fur das kleine
Fragment und 943 bp fir das grofie Fragment lief3en in der Elektrophorese die Vermutung auf
eine Ehrlichien-Infektion zu. Dies konnte durch die anschlief3ende Sequenzierung in den
meisten Proben bestétigt werden.

3.2.3. Klonierung der PCR-Fragmente

= Ziedselung:

Die direkte Sequenzierung des kleinen Fragmentes ergab mit den Primern "GER3 / GER4" oft
schlecht lesbare Sequenzen mit geringen Leseweiten. Um die vollsténdige Sequenz des
kleinen PCR-Fragmentes zu erhalten, wurde dieses nach Ligation in das Plasmid pGEM®-T
(Promega) mit nachfolgender Transformation in den E. coli-Stamm TG1 kloniert. Die
Sequenzierung aus dem Plasmid ergab sowohl eindeutig quantitativ, als auch qualitativ
verbesserte Ergebnisse. Deshalb wurde das 943 bp umfassende PCR-Fragment sofort kloniert
und anschlieRend direkt aus dem Plasmid sequenziert. Neben dem Plasmid pGEM®-T
(Promega) und TG1-Zellen wurden auch das Plasmid pDrive (Qiagen) und EZ kompetente
Zellen (Qiagen) verwendet (Abb. 3.2.3.). Sowohl das Plasmid pGEM®-T, als auch pDrive
besitzen eine Ampizillinresistenz, die eine Selektion der Plasmid tragenden Bakterien nach
der Transformation erlaubt.

= Ligation:

Die Ligationsreaktion dient der Verkniipfung von DNA-Fragmenten. Die Plasmide pGEM®-T
oder pDrive wurden vom Hersteller mit T- oder U-Uberhangen im Klonierungsort geliefert.
Die isolierten PCR-Fragmente besal3en durch die Verwendung der Tag-Polymerase A-
Uberhiange an den 3' Enden. So gelang eine direkte Klonierung der PCR-Fragmente in die
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offenen, T- oder U-Uberhdnge besitzenden Plasmide. Die Bedingungen der Ligation waren
fur beide Plasmide etwas verschieden:

pGEM®-T Easy Vector pDrive Cloning Vector
Reaktionsansatz: 15 pl Reaktionsansatz: 10 pl

2x Rapid Ligation Buffer 7,5l Ligation Master Mix, 2x 50u
PCR-Produkt 50ul PCR-Produkt 4,0
pGEM®-T Easy Vector 1,0 pDrive Cloning Vector 1,0
T4 DNA Ligase 1,5 ul

Inkubation Uber Nacht 4°C Inkubation 2 h 16 °C

\ 171

pGEM®-T Easy lac
Vector
(3018bp)

T sps

PGEM®-T Easy Vector

Abb. 3.2.3.:
Die Abbildung zeigt die Struktur des verwendeten Plasmids "pGEM®-T Easy Vector’, wobei der
"pDrive Cloning Vector" diesem sehr &hnlich ist.

= Transformation in den E. coli-Stamm TG1 oder EZ kompetente Zellen:

Kompetente, plasmidfreie TG1-Zdllen, die bei -70°C gelagert waren, kamen zunéchst fur 5-10
Minuten auf Eis und wurden zu je 30-40 pl portioniert. Zu einem Aliquot Zellen wurde die
gesamte Ligationsreaktion pipettiert und nach Mischen 20 Minuten auf Eis inkubiert. In
diesem Schritt lagerte sich das Plasmid an die AulRenseite der Zellmembranen. Zur Erhéhung
der Permeabilitét, erfolgte Uber 45-50 Sekunden eine Erwarmung auf 42°C im Wasserbad und
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eine anschlielfende 2 mindtige Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 450 pl LB-
Flussigmedium wurden die Bakterien innerhalb von 1,5 bis 2 h bei 37 °C unter Schitteln in
einem Thermoschittler bei 600 rpm inkubiert. Etwa 150 ul dieses Zellgemisches wurden auf
eine Agarplatte ausgestrichen. Die verwendeten Argarplatten enthielten 100 p / ml
Ampizillin, 0,002 M IPTG und 40 pl X-Gal.

Bel der Transformation in EZ kompetente Zellen empfiehlt der Hersteller nur 5 pl des
Ligationsgemisches einzusetzen mit nachfolgender Inkubation auf Eis fir 5 Minuten. Auf die
Agarplatte wurden 100 pl SOC-Medium unmittelbar vor dem Ausspateln in das
Transformationsgemisch pipettiert.

= Anfertigen der Minipreps:

Im Fall der verwendeten Plasmide wird beim Einbau eines PCR-Fragmentes der Leserahmen
des Galaktosidase-Gens unterbrochen. Es entstehen auf einem Chromogen-haltigen Agar
weil3e und blaue Bakterienkolonien, wobel weil}e das Vorhandensein eines eingebauten
Inserts anzeigen, weil die Spaltung des Farbstoffsubstrates X-Gal durch Inaktivierung des
Gal aktosidasegens ausbleibt. In unserem Fall wurden von jeder Agarplatte 10 weil3e Kolonien
mit sterilen Zahnstochern gepickt und in ein vorbereitetes Reagenzglas mit je 1 ml LB-
Flissgmedium mit Ampizillinzusatiz gegeben. In diesem Medium vermehrten sich die
Bakterien innerhalb von 3 bis 4 h unter Schitteln bei 37°C. Ein Eintriben zeigte die Zunahme
der Bakterienzahl an. Zweihundert Yl der Kultur wurden entnommen und 30 pl Glyzerin
(87%) hinzugefugt. Die bei -20°C eingefrorene Glyzerinkultur diente as Reserve fir
nachfolgende Analysen. Aus den verbleibenden 800 yl der gewachsenen Bakterien schlof3
sch die Plasmidisolierung mit Hilfe des "SEQ LAB Plasmid Miniprep Kit"'s (Seq Lab) an.
Nach 30 miniitiger Zentrifugation bei 14000 rpm und Verwerfen des Uberstandes wurden die
Zellen mit 200 bis 300 pl 0,1 M Tris-Puffer gewaschen, um Reste des LB-Mediums zu
beseitigen. Funfzig Wl RNA'se haltiger Resuspensionspuffer dienten zur Resuspension der
Zellen und zur Verdauung der RNA. Die Lyse erfogte mit 100 pl Lysispuffer ("Ly-Buffer").
Danach wurden 75 Jl Neutralisationspuffer ("NE Buffer") zugegeben. Beide Puffer sollten
jewells vor dem nachsten Schritt 5 Minuten einwirken. Durch erneutes Zentrifugieren fur 30
Minuten wurden Zellbestandteile abgetrennt. Die DNA befand sich gelést im Uberstand.
Dieser wurde in ein neues Reaktionsgeféld pipettiert und Ethanol 99,8% bis zu ener
Endkonzentration von 70% zugegeben. Die geféllte DNA wurde fir 20 Minuten zentrifugiert
und das Prézipitat mit 1 ml Ethanol (70%) gewaschen. Nach Zentrifugieren fir 5 bis 10
Minuten wurde das Pellet in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und schliefdich in 20 pl
Aqua dest. aufgenommen.
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= Gd-Elektrophorese der Plasmidklone:

Zur Analyse wurden die Plasmidklone in einem 1,5%-igem Agarose Gel (1,59 Agarose /
100ml) aufgetrennt. Der verwendete pGEM-Marker enthielt bereits Probenpuffer, so dai3
zusétzlich beim Auftragen kein Orange G erforderlich war.

Ziel dieser Elektrophorese sollte die Kontrolle der gelungenen Plasmidisolierung sein, bevor
sich die weiteren Schritte anschlossen. Ein Plasmid mit enthaltenem 16S rRNA Genabschnitt
muRte die Grofe von etwa 3018 bp fiir den pGEM®-T und 3850 bp fiir den pDrive Vektor
haben plus die GrofRe des eingebauten Inserts von 151 bp oder 943 bp. Klone mit
entsprechend hohen Molekulargewichten wurden weiter mittels PCR und Sequenzierung
analysiert.

= Plasmid-PCR:

Durch eine PCR mit den Plasmidprimern T7 und Sp6 (Tab. 3.2.3.a) wurde die Insertion der
PCR-Fragmente in die verwendeten Plasmide gepruft.

Primer: uenz:

T7 ("forward") 5>TCG CCC TAT AGT GAG TCG TAT TA<3
Sp6 ("reverse") 5>ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT AC3
Tab. 3.2.3.a:

In der Tabelle sind die Sequenzen der verwendeten Plasmidprimer dargestellt.

Diese PCR erfolgte unter den folgenden Reaktionsbedingungen:

Reaktionsansatz: 1x: 49,5 Yl Master Mix PCR-Bedingungen:

+ 0,5 pl Plasmidisolat
dNTP's 80 Initiale Denaturierung  94°C, 5 min
10 x Puffer mit 50 Denaturierung 94°C, 1 min
MgCl, und KCI Annedling 50°C, 1 min
Primer 1 1,0 u Extension 72°C, 1 min
(Sp6) Finale Extension 72°C, 7 min
Primer 2 10 Zyklen 40
(T7)
Aqua dest. 34,25 pl

Taq Polymerase 0,25
Plasmidisolat 05 W
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= Gel-Elektrophorese der Plasmid-PCR Isolate:

Die Analyse der Plasmid-PCR-Produkte wurde in einem 2%-igem Gel (2,0 g Agarose / 100
ml) durchgefihrt.

Ein Vergleich der entstandenen Plasmid-PCR-Produkte hinsichtlich der Molekulargewichte
erfolgte mit den 16S rDNA-Fragmenten der urspriinglichen Ehrlichien-PCR.

= Seguenzierung:

Zur Sequenzierung des kleinen PCR-Fragmentes diente das Primerpaar "GER3 / GER4" und
zur Sequenzierung des grofen PCR-Fragmentes kamen die Primer "el6Slargefw /
el6Slargerv' zum Einsatz (Tab. 3.2.1.® Seite 26).

Die in die Plasmidvektoren eingebauten PCR-Fragmente wurden mit Hilfe der Primer T7 und
Sp6 sequenziert, welche ca 50-80 bp vor und hinter dem jeweiligen Insertionsort auf dem
Plasmid lokalisiert sind. Die Sequenzreaktion wurde mit dem "Big Dye™ Terminator Cycle

Sequencing Kit" von Applied Biosystem durchgefihrt.

Die Reaktionen erfolgten unter folgenden Bedingungen:

Reaktionsansatz: 1x: 10 Reskti onsbedingungen:

PCR-Produkt 7,0 Initiale Denaturierung 96°C

aus dem Gel Denaturierung 96°C, 10s

"BigDye 20u Annedling 50°C, 5s

Terminator" Extension 60°C, 4 min

Primer Loder2 1,0l Finale Extension 4°C, 7 min
Zyklen 25

Um den mittleren Teil des grof3en Fragmentes vollsténdig zu analysieren waren zusétzlich die
Primer erlmittefw und erlmitte.rv erforderlich (Tab. 3.2.3.b). Fir die Synthese der Primer
dienten die Zwischenergebnisse der Sequenzierung des grof3en PCR-Fragmentes als Vorlage.
Diese wurden anstelle der Plasmidprimer T7 und Sp6 in der Sequenzreaktion eingesetzt.
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Primer: uenz:

erlmitte.fw ("forward") 5>GAT TTA TCG CTA TTA GAT GAG CCT ATG<3

erlmitte2.rv ("reverse") 5'>CAC AGA GAT AAA AAA TCC CCA CAT TCA
G<3

Tab. 3.2.3.b:

Die Tabelle stellt die Sequenzen der verwendeten Primer fUr die Sequenzierung des mittleren

Abschnittes der gro3en Fragmentes dar.

Aufgrund GC-reicher Regionen in diesem Abschnitt erwiesen sich die Zugabe von DM SO
und etwas veranderte Reaktionsbedingungen als glinstig, um eine gute Sequenz zu erhalten.

Resktionsbedingungen fur die GC-reichen Regionen im Mittelstiick des 943 bp PCR-

Fragmentes:

Reaktionsansatz: 1x: 20 Wl Reskti onsbedingungen:

PCR-Produkt 6,0 Initiale Denaturierung 98°C, 5min
aus dem Gel Denaturierung 98°C, 10s
BigDye 8ou Annedling 53°C,5s
Terminator Extension 60°C, 4 min
Primer Loder2 1,0l Finale Extension 4°C, 7 min
DSMO 1,0 ul Zyklen 25

Aqua dest. 4,0

Alle verwendeten Primer wurden ausgehend von der PCR-Konzentration fur die

Sequenzreaktion noch einmal 1:10 verdinnt.
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3.3. Borrelienuntersuchungen

3.3.1. PCR

Der Nachweis der Borrelien-DNA erfolgte Uber eine Amplifizierung eines Bereiches im
OspA Gen des Erregers mit nachfolgender Speziesdifferenzierung durch RFLP. Die PCR-
Strategie in zwei aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen, einer Primaramplifikation und einer
sch anschlieffenden "semi-nested” PCR wurde vom Max-von Pettenkofer-Institut Miinchen
Ubernommen. Fur beide PCR-Reaktionen wurden in der Forwartsrichtung je ein "Wobble"-
Primer eingesetzt, OspA-V 1a, OspA-V1b in der Primdramplifizierung und OspA-V2a, OspA-
V2b in der nachfolgenden "semi-nested” PCR. In der gegenldufigen Richtung wurde in beiden
Falen der Primer R1 verwendet. V1a und V1b, sowie V2a und V2b stimmten in ihrer
Sequenz bis auf eine Base Uberein (Tab. 3.3.1.). Der "A / G"-Basenaustausch in Vl1a/ V1b
bzw. "G / A"-Basenaustausch in V2a / V2b ermoglichte die Erfassung der verschiedenen
Borrelienspezies, die sich an dieser Stelle zum Teil unterscheiden. R1 hat 24 Basen, von
denen sich 12 am Ende des OspA Gens befanden und 12 in der intergenischen Sequenz
zwischen dem OspA und OspB Gen (Abb. 3.3.1., Abb. 4.3.1.a® Seite 56). In der 1. PCR
wurden jewells eine Postivkontrolle, eine Negativ-PBS-Kontrolle und eine Negativ-Agua
dest.-Kontrolle verwendet. In der 2. PCR kam noch eine weitere Negativ-Aqua dest.-
Kontrolle hinzu.

5' 1 GspA-Vlia ®

1 ATGAAAAAAT ATTTATTGGG AATAGGTCTA ATATTAGCCT TAATAGCATG TAAGCAAAAT
CspA-V2b ®

61 GITAGCAGCC TTGATGAGAA AAACAGCGIT TCAGTAGATT TACCTGGTGA AATGAAAGTT
2

121 CTTGTAAGCA AAGAAAAAGA CAAAGATGGT AAATACAGTC TAATGGCAAC AGTAGACAAG

181 CTAGAGCTTA AAGGAACTTC TGATAAAAGC AACGGITCTG GAACACTTGA AGGTGAAAAA
241 TCTGACAAAA GTAAAGCAAA ATTAACAATT TCTGAAGATC TAAGTAAAAC CACATTTGAA
301 ATTTTCAAAG AAGATGCECAA AACATTAGTA TCAAAAAAAG TAAATTCTAA AGATAAGTCA
361 TCAATAGAAG AAAAATTCAA CGCAAAAGGT GAATTATCTG AAAAAACAAT ACTAAGAGCA
421 AACGGAACCA GCCTTGAATA CACAGAAATA AAAAGCGATG GAACCGGAAA AGCTAAAGAA
481 GITTTAAAAG ACTTTCCTCT TGAAGGAACT CTAGCTGCCG ACAAAACAAC ATTGAAAGTT
541 ACAGAAGGCA CTGITGITTT AAGCAAACAC ATTCCAAACT CTGGAGAAAT AACAGITGAG

601 CTTAATGACT CTAACTCTAC TCAGCCTACT AAAAAAACTG GAAAATGGGA TTCAAATACT
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661 TCCACTTTAA CAATTAGIGI GAATAGCAAA AAAACTAAAA ACATTGTATT TACAAAAGAA

721 GACACAATAA CAGTACAAAA ATACGACTCA GCAGGCACCA ATCTAGAAGG CAACGCAGIC
-~ RI*
781 GAAATTAAAA CACTTGATGA ACTTAAAAAC GCTTTAAAAT AA 3'

* Primer ist komplementér dargestellt.
~! An dieser Stelle besteht der Basenaustausch zwischen OspA-V1a® A und OspA-V1b® G.
- 2 An dieser Stelle besteht der Basenaustausch zwischen OspA-V2a® G und OspA-V2b® A.

Abb. 3.3.1.: Borrelien-PCR

Diese Abbildung zeigt das OspA Gen von Borrelia burgdorferi s.l. am Beispiel von Borrelia garinii (PBi,

Access.No: X80257). Die verwendeten Primer der Priméaramplifizierung und der "semi-nested” PCR

sind im Gen unterstrichen, der Basenaustausch zwischen OspA-V1a und OspA-V1b bzw. OspA-V2a

und OspA-V2b ist markiert. Von dem Primer R1 sind nur 12 Basen dargestellt, wobei das Triplett

"TAA" den Aminosadure-Schlissel fir das Ende des OspA Gens kodiert. Der Bereich zwischen den

Primern OspA-Vl1a und R1 umfafRt das PCR-Produkt der Primaramplifizierung, wahrend zwischen

OspA-V2b und R1 das Amplifikat der "semi-nested" PCR zu erkennen ist.

Primer: uenz:

Priméaramplifizierung:

OspA-Via("forward"), 10 pmol |5>GGG AAT AGG TCT AAT ATT AGC<3'
OspA-V1b ("forward"); 10 pmol |5>GGG GAT AGG TCT AAT ATT AGC<3'

R1 ("reverse"); 10 pmol 5>CAT AAATTCTCT TTATTT TAA AGC<3
"semi-nested”" PCR:

OspA-V2a ("forward"); S>TTCAGT AGATTT GCCTGG TG<3

100 pmol

OspA-V2b ("forward"); S>TTCAGT AGATTT ACCTGG TG<3

100 pmol

R1 ("reverse"); 100 pmol 5>CAT AAATTCTCT TTATTT TAA AGC<3
Tab. 3.3.1.:

Die Tabelle zeigt die Konzentrationen und Sequenzen der in der PCR verwendeten Primer.
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Die beiden PCR-Reaktionen wurden unter den folgenden Reaktionsbedingungen ausgefiihrt:
Primaramplifikation:

Reaktionsansatz: 1x: 45 yl Master Mix PCR-Bedingungen:

+ 5pl DNA

dNTP's 80 u Initide 94°C, 5min
Denaturierung

10 x Puffer mit 50 pl Denaturierung 94°C, 45 sec

MgCl,und KCI Annedling 48°C, 45 sec

Primer 1 05 W Extension 72°C, Imin

(OspA-V1a) Finale Extension 72°C, 7min

Primer 2 05 w Zyklen 30

(OspA-V1b)

Primer 3 05 W

(RI)

Aqua dest. 30,25 pl

Taq Polymerase 0,25

DNA 50 ul

""semi-nested" PCR:

Reaktionsansatz: 1x: 45 yl Master Mix PCR-Bedingungen:

+ 5l DNA

dNTP's 80 u Initidle 94°C, 5min
Denaturierung

10 x Puffer mit 50 pl Denaturierung 94°C, 45 sec

MgCl,und KCI Annedling 50°C, 45 sec

Primer 1 05 W Extension 72°C, Imin

(OspA-V29) Finale Extension 72°C, 7min

Primer 2 05 w Zyklen 30

(OspA-V2b)

Primer 3 05 W

(R1)

Aqua dest. 30,25 pl

Taq Polymerase 0,25

Amplifikat 50

Methoden und Materialien

35



Pravalenz von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexesin
Ixodes ricinus Zecken aus dem IImtal

3.3.2. Gal-Elektrophorese

Zur Trennung der PCR-Produkte wurde ein 1,5%-iges Gd (1,5 g Agarose / 100 ml)
verwendet. Die erwarteten Fragmentgrofien betrugen fir das erste PCR-Produkt 813 bp und
fur das zweite PCR-Produkt 744 bp. Von den Amplifikaten der positiven Proben der "semi-
nested" PCR wurde ein Restriktionsverdau zur Typisierung der Genospezies des Borrelia
burgdorferi sensu lato Komplexes durchgefiihrt.

3.3.3. Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme spalten DNA an definierten kurzen Sequenzregionen, wodurch sich bei
der DNA von genetisch nicht identischen Organismen unterschiedliche Restriktionsmuster
ergeben. Diesen Effekt nennt man Restriktionsfragment-L &ngenpolymorphismus (RFLP). Er
a3 sich u.a zur Differenzierung von nahe verwandten Spezies nutzen. Zur Unterscheidung
der Borrelienspezies wurden die Enzyme Kpn 21, Bgl I, Sful, Ssp | und AlwN | verwendet
(Tab. 3.3.3.a, Tab. 3.3.3.b, Tab 3.3.3.c). Aufgrund lokaler Sequenzunterschiede zwischen B.
afzelii, B. garinii, B. b. sensu stricto und B. valaisiana besitzen die einzelnen Spezies im
OspA Gen individuelle Restriktionsorte fur nur ein oder mehrere der verwendeten Enzyme
(Abb. 3.3.3.® Seite 38).
AlsVergleich dienten je ein Stamm der verschiedenen Genospezies.
> Borrelia afzelii PKo, verwendete Sequenz der NCBI-Datenbank® Accession No: $48322
> Borrelia garinii PBi, verwendete Sequenz der NCBI-Datenbank® Accession No: X80257
> Borrelia burgdorferi sensu stricto PKa, verwendete Sequenz der NCBI-
Datenbank® Accession No: X80182
> Borrelia valaisiana VS116, verwendete Sequenz der NCBI-Datenbank® Accession No:
AB016979
Diese wurden vom Max-von-Pettenkofer-Institut in Minchen bereitgestellt, wobei der
Vergleichsstamm der Spezies Borrelia valaisiana vom Institut fir Erndhrungswissenschaften
in Jena zur Verfigung gestellt wurde.
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Kpn 21(Acc Il1) Bal Il Sfu | (Asu ll) Ssp |
B. burgdorferi SG 1 744 bp 744 bp 744 bp 471;267 bp
B. afzelii SG 2 744 bp 744 bp 541;207 bp 744 bp
B.garinii SG 3 374, 370 bp 703;45 bp 744bp 744 bp
B.garinii SG 4 744 bp 561;187 bp 744 bp 744 bp
B.garinii SG 5 494;200;54 bp 744 bp 744 bp 744 bp
B.garinii SG 6 374,;254;120 bp 744 bp 744 bp 744 bp

Tab. 3.3.3.a:

Die Arbeit mit den 4 Enzymen Kpn 21, Bgl Il, Sfu | und Ssp | basierte auf der Grundlage der Protokolle
vom Max-von-Pettenkofer-Institut Minchen, die eine Speziesdifferenzierung anhand des
entstehenden Bandenmusters der jeweiligen Spezies vornahmen. SG 1 entspricht Borrelia burgdorferi

sensu stricto, SG 2 Borrelia afzelii und SG 3 bis SG 6 Borrelia garinii.

AlwN |
B. burgdorferi SG 1 744 bp
B. afzelii SG 2 744 bp
B.garinii SG 4 744 bp
B.garinii SG 5 744 bp
B.garinii SG 6 744 bp
B.valaisiana 404,365 bp

Tab. 3.3.3.b:
Zusatzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit ein charakteristischer Restriktionsort fur das Enzym AlwN |
gefunden. Dieses Enzym schneidet spezifisch nur die DNA von Borrelia valaisiana, die DNA der

anderen Borrelien-Spezies bleibt mit einer Bande in der Hohe von 744 bp unverdaut.

Enzym Kpn 21 (BspM 1l) Bgl Il Sfu | (Asu ll) Ssp | AlwN |
Schnittstelle  TCCGGA AGATCT TTCGAA AATATT CAGNNNCTG
5\® 3\ O O O O O
Tab. 3.3.3.c:

Die 5 verwendeten Enzyme spalten spezifisch an den aufgefuhrten Basenabfolgen, die als
Restriktionsorte fungieren. Beim AlwN | bedeutet N, daf} dafirr jede der Basen A, T, C oder G stehen

kann. Das Zeichen " markiert den charakteristischen Restriktionsort des jeweiligen Enzyms.
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5|

1 51
af zpcr TTCAGTAGAT TTGCCTGGTG AGATGAAAGT TCTTGTAAGT AAAGAAAAAG
garpcr TTCAGIAGAT TTACCTGGTG AAATGAAAGT TCTTGTAAGC AAAGAAAAAG

sspcr  TTCAGIAGAT TTGCCTGGTG AAATGAAAGT TCTTGTAAGC AAAGAAAAAA
val pcr  TTCAGTAGAT TTACCCGECG AAATGAAAGT TCTTGTAAGC AAAGAAAAAG
51 100
af zpcr  ACAAAGACGG TAAGTACAGT CTAAAGGCAA CAGTAGACAA GATTGAGCTA
garpcr ACAAAGATGG TAAATACAGT CTAATGGCAA CAGTAGACAA GCTAGACCTT
sspcr  ACAAAGACGG CAAGTACGAT CTAATTGCAA CAGTAGACAA GCTTGACGCTT
val pcr  ACAAAGACGG TAAATACAGT CTAGTGGCAA CAGTAGACAA AGITGAGCTT
101 150
af zpcr  AAAGGAACTT CTGATAAAGA CAATGGITCT GGGGTCCTTG AAGGTACAAA
garpcr AAAGGAACTT CTGATAAAAG CAACGGTTCT GGAACACTTG AAGGTGAAAA
sspcr  AAAGGAACTT CTGATAAAAA CAATGGATCT GGAGTACTTG AAGGCGTAAA
val pcr  AAAGGAACTT CTGATAAAAA CAATGGTTCT GGAACACTTG AAGGCGTAAA
151 200
af zpcr  AGATGACAAA AGTAAAGCAA AATTAACAAT TGCTGACGAT CTAAGTAAAA
garpcr ATCTGACAAA AGTAAAGCAA AATTAACAAT TTCTGAAGAT CTAAGTAAAA Bgl 11
sspcr  AGCTGACAAA AGTAAAGTAA AATTAACAAT TTCTGACGAT CTAGGICAAA
val pcr  AGATGACAAA AGTAAAGTAA AATTAACAAT TTCTGATGAT CTAGCCGAAA
201 250
af zpcr CCACATTCGA ACTTTTCAAA GAAGATGGCA AAACATTAGT GTCAAGAAAA Sfu |
garpcr CCACATTTGA AATTTTCAAA GAAGATGGCA AAACATTAGI ATCAAAAAAA
sspcr CCACACTTGA AGITTTCAAA GAAGATGGECA AAACACTAGT ATCAAAAAAA
val pcr CCAAACTTGA AACTTTCAAA GAAGATGG . . AACATTAGT GTCAAGAAAA
251 300
af zpcr  GTAAGITCTA AAGACAAAAC ATCAACAGAT GAAATGTTCA ATGAAAAAGG
garpcr GIAAATTCTA AAGATAAGTC ATCAATAGAA GAAAAATTCA ACGCAAAAGG
sspcr  GIAACTTCCA AAGACAAGTC ATCAACAGAA GAAAAATTCA ATGAAAAAGG
val pcr  GTAAATTTCA AAGACAAGTC TTTCACAGAA GAAAAATTCA ATGAAAAAGG
301 350
af zpcr TGAATTGICT GCAAAAACCA TGACAAGAGA AAATGGAACC AAACTTGAAT
garpcr TGAATTATCT GAAAAAACAA TACTAAGAGC AAACGGAACC AGCCTTGAAT
sspcr  TGAAGTATCT GAAAAAATAA TAACAAGAGC AGACGGAACC AGACTTGAAT
val pcr  TGAAGIGICT GAAAAAATAC TAACAAGATC AAACGGAACT ACACTTGAAT
351 400
af zpcr  ATACAGAAAT GAAAAGCGAT GGAA. .. CCG GAAAACCTAA AGAAGTTTTA
garpcr ACACAGAAAT AAAAAGCGAT GGAA. .. CCG GAAAACCTAA AGAAGITTTA
sspcr  ACACAGGAAT TAAAAGCGAT GGAT. .. CTG GAAAACGCTAA AGAGGITTTA
val pcr  ACTCACAAAT GACAGATCCT GAAAATGCTA CAAAAGCAGT AGAAACTCTA Al wN |
401 450
af zpcr  AAA .. AACT TTACTCTTGA AGGAAAAGTA GCTAATGATA AAGTAACATT
garpcr AAA .. GACT TTGCCTCTTGA AGGAACTCTA GCTGCCGACA AAACAACATT
sspcr  AAA .. GGCT ATGITCTTGA AGGAACTCTA ACTGCTGAAA AAACAACATT
val pcr  AAAAATGCCA TTAAGCTTCC AGGAAATCTT GTAGGCGGAA AAACAACATT
451 500
af zpcr GGAAGTAAAA GAAGGAACCG TTACTTTAAG TAAGGAAATT GCAAAATCTG
garpcr GAAAGITACA GAAGGCACTG TTGITTTAAG CAAACACATT CCAAACTCTG
sspcr  GGTGGITAAA GAAGGAACTG TTACTTTAAG CAAAAATATT TCAAAATCTG Ssp |
val pcr  GAAAATCACA GAAGGTACTG TTACTTTAAG CAAGCACATT GCAAAATCTG
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501 550
af zpcr GAGAAGTAAC AGITGCTCTT AATGACACTA ACACTACTCA GCGCTACTAAA
garpcr GAGAAATAAC AGITGAGCTT AATGACTCTA ACTCTACTCA GGCTACTAAA

sspcr  GCGAAGITTC AGITGAACTT AATGACACTG ACAGTAGTGC TGCTACTAAA
val pcr  GAGAAGTAAC AGTTGAAATT AACGACACTT CAAGCACTCC AAATACTAAA

551 600
af zpcr  AAAACTGGCG CATGGGATTC AAAAACTTCT ACTTTAACAA TTAGTGTTAA
garpcr AAAACTGGAA AATGGGATTC AAATACTTCC ACTTTAACAA TTAGTGIGAA

sspcr  AAAACTGCAG CTTGGAATTC AGGCACTTCA ACTTTAACAA TTACTGTAAA
val pcr  AAAACTGGAA AATGGGATGC AAGAAATTCA ACTTTAACAA TTATTGITGA

601 650
af zpcr  CAGCAAAAAA ACTACACAAC TTGTGITTAC TAAACAAGAC ACAATAACTG
garpcr TAGCAAAAAA ACTAAAAACA TTGTATTTAC AAAAGAAGAC ACAATAACAG

sspcr  CAGTAAAAAA ACTAAAGACC TTGIGITTAC AAAAGAAAAC ACAATTACAG
val pcr  CAGCAAAAAC AAGACAAAAC TTGTATTTAC AAAACAAGAC ACAATAACAG

651 700
af zpcr TACAAAAATA CGACTCCGCA GGTACCAATT TAGAAGGCAC AGCAGTCGAA
garpcr TACAAAAATA CGACTCAGCA GGCACCAATC TAGAAGGCAA CGCAGICGAA

sspcr  TACAACAATA CGACTCAAAT GGCACCAAAT TAGAGGGGIC AGCAGITGAA
val pcr  TACAAAGCTA TAACCCTGCA GGCAACAAGC TAGAAGGTAC AGCAGITGAA

701 750
af zpcr ATTAAAACAC TTGATGAACT TAAAAACCCT TTGAAATAA. ..........
garpcr ATTAAAACAC TTGATGAACT TAAAAACGCCT TTAAAATAA. ..........

sspcr  ATTACAAAAC TTGATGAAAT TAAAAACGCT TTAAAATAA. ..........
val pcr  ATTAAAACAC TTCAAGAACT TAAAAACGCT TTAAAATAAG GAGAATTTAT

751 762
afzper ... oL oo
garper ...
SSPCI o ..
val pcr  GAAACAATAT TTACTAGGAT TT

Abb. 3.3.3.: Restriktionsverdau

Die jeweilige Spezifitdt der spaltenden Enzyme und die entstandenen Fragmentgréf3en werden im
Vergleich der Sequenzen des OspA Gens erkennbar. An den entsprechenden Schnittstellen gibt es
jeweils keine vollkommene Ubereinstimmung mit einem der anderen Spezies.

Die Abbildung stellt die Spezifitdt der Restriktionsstellen der 4 als Positivkontrolle verwendeten
Vertreter des B. b. sensu lato Komplexes im OspA Gen dar. Die Bezeichnungen afzpcr, garpcr, sspcr
und valpcr stehen fir die Amplifikate der "semi-nested"” PCR von Borrelia afzelii, Borrelia garinii,
Borrelia burgdorferi sensu stricto und Borrelia valaisiana. Die Restriktionsorte der Enzyme
identifizieren spezifisch die einzelnen Spezies: Bgl II® B. garinii, Sfu I® B. afzelii, AlwN I® B.
valaisiana und Ssp I®B. b. sensu stricto. Markiert sind die Sequenzunterschiede zwischen den

jeweiligen Spezies in den Restriktionsstellen.
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Von jedem der Amplifikate der "semi-nested” PCR, bei dem sich im Ge eine Bande in der
Hohe von 744 bp gezeigt hatte, wurden je 5 Restriktionsreaktionen angesetzt, so dal3 jedes
Enzym anschlief3end gesondert beurteilt werden konnte. Dabei wurden folgende Bedingungen
beim Restriktionsverdau verwendet:

Restriktionsansatz ~ 1x: 15 pl Restriktions-Mix Restriktionsbedingungen:

+ 5  Amplifikat Thermoblock 55°C
Puffer 20 Brutschrank 37°C
(enzymspezifisch) Kpn 21 55°C
Aqua dest. 12,5 pl Bgl Il 37°C
Enzym (Kpn 21, o5u Stul 37°C
Bgl II, Sful, Ssp |, Sspl 37°C
AlwN I) AlwN | 37°C
Amplifikat 50u

Die diquotierten PCR-Proben wurden 12 bis 14 Stunden bel 37 °C (Bgl II, Sful, Ssp I, AlIwN
1) und 55 °C (Kpn 21) mit dem entsprechenden Enzym inkubiert. Diese Zeit war nicht fur ale
Enzyme unbedingt erforderlich, konnte aber auf alle Ubertragen werden, da keine
unspezifischen Endonukleaseaktivitéten auftraten. Eine elektrophoretische Trennung der
Reaktionsprodukte in einem 2%-igem Agarosegel ermdglichte die Zuordnung zu ener
Spezies des B. b. sensu lato Komplexes und zeigte Koinfektionen mit mehr as einer
Borrelienspezies an.

Methoden und Materialien 40



Préavalenz von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexesin
Ixodes ricinus Zecken aus dem IImtal

3.4. Materialien

3.4.1. DNA-Extraktion aus der Zecke und den Borrelien-V ergla chsstammen:

Reagentien:

"High Pure PCR Template Preparation Kit": Roche Diagnostics GmbH (Cat. No. 1 796
828)

Ethanol (C;HsO 99,8%), Isopropanol (CsHsO 99,7%), PBS-Puffer,

Geréte:

Pinzetten, Pipetten (Eppendorf), Vortexer (Jancke& Kunkel KA Labortechnik), Zentrifuge
(Centrifuge 5415 C eppendorf), Thermoblock (Test tube Thermostat Roth)

3.4.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Reagentien:
dsDNA -aus DNA-Extraktion der Zecken
-aus DNA-Extraktion der Borrelien-Vergleichsstdmme
Aqua destillata
Geréte:

Pipetten (Finnpipette Campus), "Ultraspec 2000 UV -visible Spectrophotometer” (Pharmacia
Biotech Biochrom Science Park)

3.4.3. PCR

Reagentien:

dNTP Mixture (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; je 2,5 mM), 10 x PCR Puffer (Konzentrat mit

MgCl, und KCI), Recombinant TagDNA Polymerase 5 units/ pl (TAKARA Taga)
Primer: SeheTab.: 3.2.1.® Seite 26, Tab. 3.2.3.a® Seite 30, Tab. 3.3.1.® Seite 34
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DNA fir Positivkontrollen:

> lIsolierte HGE-DNA eines Patienten (Ulrike Munderloh, "College of Agriculture,
University of Minnesota')

> Isolierte DNA aus den Stammen B. afzelii (PK0), B. garinii (PBi) und B. b. sensu stricto
(PKa) (Dr. B. Wilske, Max-von-Pettenkofer-Institut, M tinchen)

> B. valaisiana (Prof. Dorn, Institut fir Ernghrungswissenschaften, Jena)

Aqua destillata

Geréte:

Thermozykler (Perkin Elmer GeneAmp PCR-System 2400 Roche Diagnostic Systems),
Pipetten (Eppendorf), Zentrifuge (Centrifuge 5415 C eppendorf), Sterilbank (Heraeus
Instruments GmbH)

3.4.4. Gel-Elektrophorese

Reagentien:

SYBR-Green | (FMC Bio Products Rockland), Computer , Orange G-Glyzerin-EDTA (Cys
Hio N2 O7 S; Na, SIGMA Chemica Co), 1 x TAE-Puffer, Marker: "Ampli-Size-Molecular-
Ruler" 50-2000 bp (Bio Rad, 80939 Miinchen), pGEM®-Marker 36-2645 bp (Qiagen)

Geréte:

Waage (Roth Karlsruhe), Mikrowelle (Samsung Classic Collection), Elekrophoresekammer
(Bio-Rad Wide Mini SUB™ Caell), Stromversorgungsgerét (Bio-Rad, Power Pac 3000), UV-
Photogerét (Image Master® VDS Pharmacia Biotech), Computer (GREEN)

3.4.5. DNA-Extraktion aus dem Gel

Reagentien:
"QIAquick Gel Extraktion Kit (250)" (Qiagen GmbH), Ampuwa (Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Aquadest.)
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Geréte:

Pipetten (Finnpipette Campus), Stoppuhr (Digital Timer Huger), Wasserbad (E1 medingen
P5E1), Vortexer (Neolab), Zentrifuge (Centrifuge 5415 C eppendorf), Vakuumzentrifuge
(DNA speed Vac DNA 110 Savant)

3.4.6. Seguenzierung

Reagentien:

"Big Dye™Terminator cycle Sequencing Ready Reaction Kit" (PE Biosystems)

Primer: Siehe Tab. 3.2.1.® Seite 26, Tab. 3.2.3.a® Seite 30, Tab. 3.2.3.b® Seite 32

Ampuwa (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Aqua dest.), NaAc 3 M (pH 4,6), Ethanol
(99,8%), Ethanol (70%), "Template Supression Reagent” (ABI PRISM, applied Biosystems),
DM SO (CzHsS0O, 3 99,5% peglab Biotechnologie GmbH)

Geréte:

Thermozykler (Perkin Elmer GeneAmp PCR-System 2400, Roche Diagnostic Systems),
Stoppuhr (Digital Timer Huger), Zentrifugen (Centrifuge ROTINA 35R; Centrifuge 5415 C
eppendorf), Vakuumzentrifuge (DNA speed Vac DNA 110 Savant), Heizofen
(Temperiergerét T15, AdW ZIMET), Pipetten (Finnpipette Campus), Sequenziergerét (ABI
PRISM™ 310 Genetic Analyzer)

3.4.7. Klonierung der PCR-Fragmente

Reagentien:
Ligation: "pGEM®-T Easy Vector System |" (Promega corporation Medison,
WI, U.SA)
"Qiagen PCR Cloning Kit"**" (Qiagen GmbH, Cat.No: 231122)
Transformation: EZ kompetente Zellen (Qiagen GmbH)
E. coli TG 1 kompetente Zellen
Minipreps: Plasmid-Miniprep-Kit (100) (Seq Lab Sequence Laboratories
Gattingen GmbH)

Methoden und Materialien 43



Préavalenz von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexesin
Ixodes ricinus Zecken aus dem IImtal

SOC-Medium, LB-Medium, Ampizillin, IPTG, X-Gal, Agar-Platten, Glyzerin (87%),
Ampuwa (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Aqua dest.)

Geréte:

Vortexgerdt (Neolab), Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5415 C), Pipetten (Finnpipette
Campus), Stoppuhr (Digital Timer Huger), Wasserbad (E1 medingen), Thermomixer
(Comfort eppendorf), Mikrowelle (DAEWOO C.R.S., concave reflex system), Sterilbank
(Heraeus Instruments GmbH), Brutschrank (Heraeus Instruments GmbH),

3.4.8. Restriktionsverdau

Reagentien:
Restriktionsenzyme:  Kpn 21 (BspMI1) 10 units/ pl (MBI Fermentas)
Bgl 11 2000 unit / yl (Roche Diagnostic)
Sful (Asu I1) 2000 units/ Wl (Roche Diagnostic)
Ssp | 1000 units/ Wl (Roche Diagnostic)
AIWN | 10 units/ pl (New England BioL abs)
Aqua destillata

Geréte:

Sterilbank (Heraeus Instruments GmbH), Pipetten (Eppendorf), Thermoblock (Test tube
Thermostat Roth), Brutschrank (memmert)
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4. Ergebnisse

4.1. Photometrische Konzentrationsmessung

4.1.1. DNA-Materia aus der Zecke

Aufgrund der morphologischen Unterschiede von Mannchen, Weibchen und Nymphen stand
auch eine jeweils unterschiedliche Menge an Ausgangsmaterial fur die DNA-Extraktion zur
Verfligung.

Entsprechend der GroRRenverhdtnisse Weibchen>Mannchen>Nymphen zeigten sich auch
Unterschiede in der Gesamt-DNA-Konzentration Weibchen>Mannchen>Nymphen. Die
durchschnittlichen Konzentrationen der extrahierten DNA jeder einzelnen Zecke sind fur die
verschiedenen Entwicklungsstadien in Tab. 4.1.1. dargestellt. Es ergibt sich die Frage, ob bei
geringerer Gesamt-DNA-Ausbeute die Anteile der zu untersuchten Erreger-DNA in enigen
Félen unter der Nachweisgrenze liegen konnen. Natirlich spielen ganz unterschiedliche
innere und aul3ere Faktoren in den verschiedenen Entwicklungsstadien eine Rolle, denen der
Infektionsgrad mit einem oder mehreren Pathogenen unterliegt.

Entwicklungsstadium DNA-Konzentrationinng /
Mannchen 14-18 ng/ Wl

Weibchen 22-30ng/ p

Nymphe 7-10ng/

Tab. 4.1.1.:

Die Tabelle veranschaulicht die Ergebnisse der DNA-Konzentrationsmessung.
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4.1.2. DNA-Materia aus den Borrelien-Vergleichsstammen

Die DNA-Extraktion erfolgte aus den Kulturen der Borrelienstamme, die Errgerdichte betrug
etwa 10° Zellen/ .

Von B. afzelii PKo bei der Verwendung as Positivkontrolle mufde etwas mehr DNA
eingesetzt werden, um gleich stark positive Resultate wie bel B. garinii PBi, B. b. sensu
stricto PKa oder B. valaisiana zu erzielen. Die gemessenen Konzentrationen der extrahierten
DNA zwischen den verwendeten Vergleichsstdmmen unterschieden sich allerdings nur
geringfgig (Tab. 4.1.2.).

Borrelienstamm DNA-Konzentrationinng /
Borrelia burgdorferi sensu stricto 11ng/

Borrelia afzelii 10ng/ W

Borrelia garinii 12ng/

Borrelia valaisiana 11ng/ W

Tab. 4.1.2.:

Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der DNA-Konzentrationsmessung der verwendeten Borrelien-
Vergleichsstdmme des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes.

4.2. Ehrlichienuntersuchungen

4.2.1. Ergebnisse der Ehrlichien-PCR, Sequenzierung

= Ehrlichien-PCR:

In dieser PCR wurden zwel eng benachbarte Fragmente der 16S rDNA-Region von Vertretern
der E. phagocytophila Genogruppe amplifiziert (Abb. 3.2.1.® Seite 25). Mit den Primern
GER3 und GER4 (Tab. 3.2.1.® Seite 26) wurde das kleine 151 bp Fragment amplifiziert. Die

Primer el6Slarge.fw und el6Slarge.rv, nahezu komplementdr zu GER3, wurden zur Synthese
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des gréf3eren, 943 bp Fragmentes verwendet. Die Spezifitét des kleinen PCR-Fragmentes fir
die Ehrlichia phagocytophila Gruppeist in Abb. 4.2.1.a dargestellt.
Das Alignment des entprechenden Abschnittes aus dem 16S rRNA Gen der Erreger wurde im

Internet unter der Adresse: "http://www.toulouse.inra.fr/multalin.html" angefertigt.

5"
851 900
E.canis A. CTCAAAGG AATTGACGGEG GACCCGCACA AGCGGTGGAG CATGIGGITT
HGE- agent  AACTCAAAGG AATTGACGEG GACCCGCACA AGCGGTGGAG CATGITGGITT
E. sennet su AACTCAAAGG AATTGACGGG GACTCGCACA AGCGGIGGAG TATGTGGITT

901 950
E.canis AATTCGATGC TACGCGAAAA ACCTTACCAC TTTTTGACAT GAAGGTCGTA ®
HGE- agent  AATTCGATGC AACGCGAAAA ACCTTACCAC TCCTTGACAT GGAGATTAGA CGER3
E. sennetsu AATTCGATGC AACGCGAAAA ACCTTACCAT ACCTTGACAT GIGGATCGTA

951 1000
E.canis TCCCTCCTAA CAGGGGGAGT CAGTTCGCCT GGACCTTACA CAGGTGCTGC
HGE- agent  TCCTTCTTAA CGGAAGGEECG CAGTTCGECT GGATCTCGCA CAGGTGCTGC
E. sennet su TCCCTCTGAA GGGAGGGAGT CAGITCGECT GGATCCAACA CAGGTGITGC

1001 1050
E.canis ATGGITGICG TCAGCTCGIG TCGTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAACG
HGE- agent  ATGECTGICG TCAGCTCGIG TCGTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAACG
E. sennetsu ATGCCTGICG TCAGCTCGIG TCGTGAGATG TTGGGITAAG TCCCGCAACG

1051 1100
E.canis AGCGCAACCC TCATTCTTAG TTACCAACAG GTAATCCTGG GCACTCTAAG -
HGE- agent  AGCGTAACCC TCATCCTTAG TTGCCAGCGG GTTAAGCCGG GCACTTTAAG GER4*
E. sennet su AGCGCAACCC TCATCCTTAG TTGCCAGC.G GITCGGCCGE GAACTTTAAG

1101 1150
E.canis GAAACTGCCA GTGATAAACT GGAGGAAGGT GGGGATGATG TCAAATCAGC
HCGE- agent  GAAACTGCCA GTGGTAAACT GGAGGAAGGT GGGGATGATG TCAAGTCAGC
E. sennet su GAAACTGCCA GTGACAAGCT GGAGGAAGGT GGGGACGACG TCAAGTCATC
3!
* Primer ist komplementér dargestellt.

Abb. 4.2.1.a: Spezifitat der Primer fir die Ehrlichia phagocytophila Gruppe

Zur Darstellung der Primerspezifitdt wurde jeweils ein Vertreter aus den Genogruppen I-11I
ausgewahlt.

Die Sequenzen von E. canis (Accession No: AF162860), als Vertreter der Ehrlichia-canis-Gruppe
(Gruppe 1) , HGE-agent (Accession No: U02521 ) aus der Ehrlichia-phagocytophila Gruppe (Gruppe 11)
und E. sennetsu (Accession No: M73225) aus der Ehrlichia-sennetsu Gruppe (Gruppe Ill) aus der
NCBI-Datenbank wurden fur das Alignment verwendet.

Die eingezeichneten Primer des kleinen PCR-Fragmentes GER3 und GER4 sind in ihrer jeweiligen
DNA-Syntheserichtung 5' zu 3' (®) oder 3' zu 5' (- ) dargestellt. Die hervorgehobenen Basen in der
Sequenz von E. canis und E. sennetsu verdeutlichen die Sequenzunterschiede in den

Primerbereichen.
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Von den 305 untersuchten Zecken zeigten sich nach der PCR zur Amplifikation des kleinen
Fragmentes im Agarose-Gel bei 16 Proben Banden in der Hohe von etwa 151 bp wie auch bei
der immer mitgefUhrten Positivkontrolle. Ein Beispiel eines Elekrophorese-Gels zeigt Abb.
4.2.1.b. Es konnten alerdings nur 7 der 16 Proben mittels Sequenzierung als eindeutig
Ehrlichien-positiv zugeordnet werden. Von diesen 7 Proben lief3 sich auch das benachbarte

grof3e 943 bp PCR-Fragment amplifizieren (Abb. 4.2.1.c), was die Diagnose "Ehrlichien-

positiv" noch einmal unterstreicht.

I =l g2 g3 g g3 Gl a7 &5 a4 a0 1 PES poz  neg

b in
g
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Abb. 4.2.1.b: kleines PCR-Fragment

M bezeichnet den verwendeten Marker (Ampli-Size-Molekular-Ruler) mit Banden in der Hohe von 50
bis 2000 bp.

Die dargestellten Proben 81-83 und 85-91 sind negativ, wahrend sich bei der Probe 84 eine positive
Bande im Gel zeigt. Diese liegt auch in der erwarteten H6he von etwa 151 bp. Sowohl die Negativ-
PBS-Kontrolle als auch die Negativ-Aqua dest.-Kontrolle sind negativ. Eine positive Vergleichsbande

der Positivkontrolle eines mit HGE-agent infizierten Patienten ist in der Hohe von 151 bp erkennbar.
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Die PCR des grofRen Fragmentes wurde nur von den 7 bereits als positiv identifizierten
Proben durchgefiihrt.

b g 14 16 22 72 a4 238 neg pos neg pos

R i
bp

2000
1300
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Foo

200
400

300

200

100

Fr o
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Abb. 4.2.1.c: gro3es PCR-Fragment

M bezeichnet den verwendeten Marker (Ampli-Size-Molekular-Ruler) mit Banden in der Hohe von 50
bis 2000 bp.

Die dargestellten Proben 8, 14, 16, 22, 72, 84 und 238 sind als positiv in der Sequenzierung des
kleinen Fragmentes identifiziert worden. Bei den Amplifikaten der PCR des grol3en Fragmentes zeigt
sich im Elektrophorese-Gel Banden in der Hohe von etwa 943 bp. Die Negativ-Aqua dest.-Kontrolle ist
negativ, wahrend eine positive Vergleichsbande der Positivkontrolle eines mit HGE-agent infizierten
Patienten in der Héhe von 943 bp erkennbar ist.

= Seguenzierung:

Bei den 16 Proben mit einem postiven 151 bp PCR-Produkt ergab die Sequenzierung
allerdings nur bei 7 Proben eine gesicherte Zuordnung zu Ehrlichien. In den Ubrigen 9 PCR-
positiven Proben traten keine eindeutigen Sequenzen aufgrund von Sequenziberlagerungen
auf. AuRBerdem wurden DNA-Sequenzen von Drosophila melanogaster (Access.No:
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AC007752), Trichosporon penicillatum DNA (Access. No: D89650.1) oder Myxococcus
xanthus (Access.No: AF285263) identifiziert. Daher taucht die Frage auf, wie spezifisch die
PCR des kleinen Fragmentes wirklich ist und ob sich die PCR des grof3en Fragmentes mit den
in dieser Arbeit erstmals verwendeten Primern nicht besser fir nachfolgende Untersuchungen
im Bereich des 16S rRNA Gens eignet. Der Gedanke kann anhand dieser Studie nicht weiter
verfolgt werden, da nur die in der 151 bp PCR as positiv identifizierten Proben in der 943 bp
PCR eingesetzt wurden, wobel keine unspezifischen Sequenzen auftraten.

Im Sequenzvergleich der 7 Ehrlichien-positiven Proben nach direkter Sequenzierung des 151
bp PCR-Produktes unter der Internetadresse: "http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast” zeigte sich
die Zugehorigkeit der Erreger zur Ehrlichia phagocytophila Gruppe, wobei jedoch eine
ndhere Differenzierung in Ehrlichia platys, Ehrlichia equi oder HGE-agent nicht moglich
war. Die Darstellung eines Alignments anhand der Probe 8, die Sequenzergebnisse der
verwendeten Positivkontrolle eines mit HGE-agent infizierten Patienten aus Minnesota und
aller anderen positiven Proben sind im Anhang zu finden (Abb. 7.1.® Seite 91).

Bel den Proben 14, 22 und 238 ergaben sich nur Identitdten von 90% bis 95% beim Vergleich
mit Sequenzen in der NCBI-Datenbank. Um die bis dahin erzielten Resultate abzusichern und
eventuell zu verbessern, erfolgte die Klonierung in den E. coli-Stamm TG1 unter
Verwendung des Plasmids pGEM-T?.

Aus den Erfahrungen der Sequenzierung des kleinen Fragmentes, wobel die Ergebnisse nach
der Klonierung auch qualitativ verbessert werden konnten, wurden die Amplifikate des
grofen Fragmentes nicht direkt sequenziert, sondern vorher ebenfals kloniert. Dabel wurden
zusétzlich das Plasmid pDrive und EZ kompetente E. coli Zellen verwendet.

4.2.2. Klonierung und wiederholte Sequenzierung der PCR-Fragmente

Die direkte Sequenzierung der kleinen PCR-Produkte war in den meisten Féllen mangel haft.
Daher wurden sowohl die kleinen as auch die grof3en PCR-Fragmente kloniert. Nach
Anfertigen der Minipreps wurde mit Hilfe der Elektrophorese ein Nachwels fur das Gelingen
der Plasmidisolierung moglich. Dabei sollte die Bande in der Elektrophorese hoher as die
eigentliche Grole des Plasmids liegen, wenn dieses das Insert trégt. Bei der geringen Grof3e
des eingebauten Fragmentes von 151 bp war dieser Sachverhat anhand des Gels allerdings
nur schwer abschétzbar (Abb. 4.2.2.a). Das 943 bp Insert tragende Plasmid liel3 sich
hinsichtlich dieser Fragestellung besser beurteilen (Abb. 4.2.2.c).
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In der Elektrophorese nach der Plasmidisolat-PCR konnten die Klone mit Plasmid und
eigebautem 16S rDNA-Fragment naher differenziert werden. Ein aus der urspringlichen
Ehrlichien-PCR stammendes Amplifikat mit der Grole von 151 bp fur das kleine Fragment
(Abb. 4.2.2.b) bzw. 943 bp (Abb. 4.2.2.d) fur das grof3e Fragment diente zum Vergleich. Lag
die Bandenhthe unter der Vergleichskontrolle, enthielt das Plasmid mit grofer

Wahrscheinlichkeit kein Insert.

1411 142 1453 144 145 M. 145 147 148 148 1410

WY i | -
bp — - — ey —
" .
2645 —_— U " —
—
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—
16/, 162 1653 16/ 1655 1 166 1657 168 16M 1610
_— S S - = e
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Abb. 4.2.2.a: Plasmidisolierung des kleinen PCR-Fragmentes
M bezeichnet den verwendeten pGEM?-Marker, welcher Banden in der Héhe von 36 bis 2645 bp

anzeigt.
Dargestellt sind jeweils 10 Klone der kurzen PCR-Produkte der Proben 14 (14/1-14/10) und 16 (16/1-

16/10).
Zu erkennen ist, dal die Ausgewahlten Klone das Plasmid enthalten. Es ist allerdings schwierig,

anhand der Bandengrdf3en zu beurteilen, welche der Plasmide das kleine 151 bp Insert tragen.
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Abb. 4.2.2.b: Plasmoid-PCR des kleinen PCR-Fragmentes

M bezeichnet den verwendeten Marker "Ampli-Size-Molekular-Ruler". Die Plasmide der Klone 14/1 bis
14/4, 14/6 bis 14/10, 16/1, 16/7 und 16/9 enthalten das Plasmid mit eingebautem 151 bp
umfassenden Insert. Dagegen ist bei den Klonen 14/5, 16/2 bis 16/6, 16/8 und 16/10 mittels der
Plasmid-PCR weder Plasmid-DNA, noch DNA des erwarteten Inserts amplifiziert worden. Die Negativ-
Aqua dest.-Kontrolle fir die Sauberkeit der Plasmid-PCR ist negativ und bei der Positivkontrolle der
Ursprunglichen Ehrlichien-PCR des kleinen Fragmentes ist eine Vergleichsbande in der Héhe von 151

bp zu erkennen.
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Abb. 4.2.2.c: Plasmidisolierung des groBen PCR-Fragmentes

M bezeichnet den verwendeten pGEM?®-Marker, welcher Banden in der Hohe von 36 bis 2645 bp
anzeigt.

Dargestellt sind jeweils 10 Klone der groRen PCR-Produkte der Proben 22 (22/1-22/10) und 84 (84/1-
84/10).

Es lait sich vermuten, daf3 die isolierten Plasmide 22/1, 22/10, 84/1, 84/3, 84/4 und 84/10 mit grol3er
Wahrscheinlichkeit das 943 bp Insert tragen.
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Abb. 4.2.2.d: Plasmid-PCR des gro3en PCR-Fragmentes

M bezeichnet den verwendeten Marker "Ampli-Size-Molekular-Ruler”. Die Plasmide der Klone 22/1,
22/10, 84/1, 84/4 und 84/5 enthalten das Plasmid mit eingebautem 943 bp umfassenden Insert.
Dagegen ist bei den Klonen 22/7 bis 22/9, 84/3 und 84/6-84/10 das Plasmid ohne Insert vorhanden. In
den Plasmiden der Klone 22/2 bis 22/6 und 84/2 wurde mittels der Plasmid-PCR weder Plasmid-DNA,
noch DNA des erwarteten Inserts amplifiziert. Die Negativ-Aqua dest.-Kontrolle fir die Sauberkeit der
Plasmid-PCR ist negativ und bei der Positivkontrolle der trspriinglichen Ehrlichien-PCR des grof3en
Fragmentes ist eine Vergleichsbande in der H6he von 943 bp zu erkennen.
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= Seguenzierung:

Insgesamt wurde die Klonierung von den 7 positiven Zecken DNA-Amplifikaten der PCR des
kleilnen und grof®en Fragmentes vorgenommen. Von der aus Minchen erhatenen
Positivkontrolle wurde nur das kleine Fragment kloniert, um die Verbesserung der
Sequenzanalyse nach der Klonierung aufzuzeigen.

Verglichen mit den Daten aus den direkt sequenzierten PCR-Produkten des kleinen
Fragmentes (Abb. 7.1., Anhang® Seite 91) sind die aus den Klonen erhaltenen Sequenzen
vollstdndig und Uber den Gegenstrang verifiziert (Abb. 7.2., Anhang® Seite 92). Fir jede der
Sequenzen des kleinen Fragmentes ergab sich keine eindeutige Zuordnung zu einem
bestimmten Vertreter der E. phagocytophila Gruppe. Vidmehr zeigte sich in alen Falen
beim Sequenzvergleich die Ubereinstimmung zu gleichem Prozentsatz. Bei den Proben 8 und
16 gelang keine Klonierung des kleinen Fragmentes. Hier lieferten aber bereits die Original
PCR-Fragmente eindeutige Sequenzen.

Das grole PCR-Fragment wurde kloniert, um dadurch eventuell eine genauere Zuordnung zu
einer Spezies der E. phagocytophila Gruppe zu erhalten (Ergebnisse® Seite 68).

Nach der Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte der positiven Proben wurden die
Sequenzen an den Uberlagerungsstellen zusammengefuigt, wobei sich Sequenzlangen von bis
zu 1074 bp ergaben. Aufgrund der Schwierigkeiten bel der Klonierung des kleinen

Fragmentes der Proben 8 und 16 sind diese beiden Sequenzen etwas Kurzer.

Die Resultate der Sequenzierungen der klonierten kleinen und grof3en PCR-Fragmente sind in
Form der zusammgesetzten Sequenzen im Anhang dargestellt (Abb. 7.2., Anhang® Seite 92).
Die Uberlappungsstelle ist dabei jeweils markiert.
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4.3. Borrelienuntersuchungen

4.3.1. Ergebnisse der Borrelien-PCR

Mit den Primern OspA-V1a, OspA-V1b, R1 in der Primaamplifizierung und OspA-V2a,

OspA-V2b, R1 in der "semi-nested” PCR, sollten die 4 Spezies B. afzelii, B. garinii, B. b.

sensu stricto und B. valaisiana des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes erfalét werden.

Aus jeder Spezies wurde ein Vergleichsstamm verwendet:

> Borrelia afzelii PKo, verwendete Sequenz der NCBI-Datenbank® Accession No: $48322

» Borrelia garinii PBi, verwendete Sequenz der NCBI-Datenbank® Accession No: X80257

> Borrelia burgdorferi sensu stricto PKa, verwendete Sequenz der NCBI-
Datenbank® Accession No: X80182

> Borrelia valaisiana VS116, verwendete Sequenz der NCBI-Datenbank® Accession No:
AB016979

Die Stdmme besal3en in den Primerbereichen geringfligige Unterschiede, die auch in der

Auswahl der Primer berlicksichtigt wurden (Tab. 3.3.1.® Seite 34, Abb.4.3.1.a).

5"
1 50
af zPKo TATACTATAA TTATACTTGI ATTAAGITAT ATTAATATAA TATAAAAAGG
gar PBi . e e e
SSPKaA .. e e
val .. s .. TAATATAA TATAAAA. GG
51 100 ®
af zPKo AGAATATATT ATGAAAAAAT ATTTATTGGG AATAGGICTA ATATTACCCT Via
garPBi .......... ATGAAAAAAT ATTTATTGGG AATAGGTICTA ATATTAGCCT Via
ssPKa .......... ATGAAAAAAT ATTTATTGGG AATAGGITTA ATATTAGCCT Via

val  AGAATATATT ATGAAAAAAT ATTTATTGGG AATAGGTCTA ATATTACGCCT Via

101 150
af zPKo TAATAGCATG CAAGCAAAAT GITAGCAGCC TTGATGAAAA AAACAGCGCT
gar PBi  TAATAGCATG TAAGCAAAAT GITAGCAGCC TTGATGAGAA AAACAGCGTT

ssPKa TAATAGCATG TAAGCAAAAT GTTAGCAGCC TTGACGAGAA AAACAGCGIT
val TAATAGCATG TAAGCAAAAT GITAGCAGCC TTGATGAAAA AAACAGCGCT

151 200 ®
af zPKo TCAGTAGATT TGCCTGGTGA GATGAAAGIT CTTGTAAGTA AAGAAAAAGA V2a
gar PBi  TCAGTAGATT TACCTGGTGA AATGAAAGIT CTTGTAAGCA AAGAAAAAGA V2b

ssPKa TCAGTAGATT TGCCTGGTGA AATGAAAGIT CTTGTAAGCA AAGAAAAAAA V2Za
val TCAGTAGATT TACCCGGCGA AATGAAAGIT CTTGTAAGCA AAGAAAAAGA V2b

201 250
af zPKo CAAAGACGGT AAGTACAGIC TAAAGGCAAC AGTAGACAAG ATTGAGCTAA
gar PBi  CAAAGATGGT AAATACAGIC TAATGGCAAC AGTAGACAAG CTAGAGCTTA

ssPKa CAAAGACGGEC AAGTACGATC TAATTGCAAC AGTAGACAAG CTTGAGCTTA
val CAAAGACGGT AAATACAGTC TAGIGGCAAC AGTAGACAAA GITGAGCTTA
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251 300
af zPKo AAGGAACTTC TGATAAAGAC AATGGITCTG GGGTCCTTGA AGGTACAAAA
gar PBi  AAGGAACTTC TGATAAAAGC AACGGITCTG GAACACTTGA AGGTGAAAAA

ssPKa AAGGAACTTC TGATAAAAAC AATGGATCTG GAGTACTTGA AGGCGTAAAA
val  AAGGAACTTC TGATAAAAAC AATGGTTCTG GAACACTTGA AGGCGTAAAA

301 350
af zPKo GATGACAAAA GTAAAGCAAA ATTAACAATT GCTGACGATC TAAGTAAAAC
gar PBi  TCTGACAAAA GTAAAGCAAA ATTAACAATT TCTGAAGATC TAAGTAAAAC

ssPKa GCTGACAAAA GTAAAGTAAA ATTAACAATT TCTGACGATC TAGGTCAAAC
val GATGACAAAA GTAAAGTAAA ATTAACAATT TCTGATGATC TAGGCGAAAC

351 400
af zPKo CACATTCGAA CTTTTCAAAG AAGATGCCAA AACATTAGTG TCAAGAAAAG
gar PBi  CACATTTGAA ATTTTCAAAG AAGATGCCAA AACATTAGTA TCAAAAAAAG

ssPKa CACACTTGAA GITTTCAAAG AAGATGGCAA AACACTAGTA TCAAAAAAAG
val CAAACTTGAA ACTTTCAAAG AAGATGG .. AACATTAGIG TCAAGAAAAG

401 450

af zPKo TAAGITCTAA AGACAAAACA
gar PBi  TAAATTCTAA AGATAAGTCA
ssPKa TAACTTCCAA AGACAAGTCA
val  TAAATTTCAA AGACAAGICT

451
af zPKo GAATTGICTG CAAAAACCAT
gar PBi  GAATTATCTG AAAAAACAAT
ssPKa GAAGTATCTG AAAAAATAAT
val GAAGTGICTG AAAAAATACT

501

TCAACAGATG AAATGITCAA
TCAATAGAAG AAAAATTCAA
TCAACAGAAG AAAAATTCAA
TTCACAGAAG AAAAATTCAA

GACAAGAGAA AATGGAACCA
ACTAAGAGCA AACGGAACCA
AACAAGAGCA GACGGAACCA
AACAAGATCA AACGGAACTA

TGAAAAAGGT
CGCAAAAGGT
TGAAAAAGGT
TGAAAAAGGT

500
AACTTGAATA
GCCTTGAATA
GACTTGAATA
CACTTGAATA

550

af zPKo TACAGAAATG AAAAGCGATG GAA. .. CCGG AAAACCTAAA GAAGTTTTAA
gar PBi  CACAGAAATA AAAAGCGATG GAA. .. CCGG AAAACCTAAA GAAGTTTTAA
ssPKa CACAGGAATT AAAAGCGATG GAT. .. CTGG AAAAGCTAAA GAGGTTTTAA
val CTCACAAATG ACAGATGCTG AAAATGCTAC AAAAGCAGTA GAAACTCTAA

551
af zPKo AA. .. AACTT TACTCTTGAA
garPBi  AA .. GACTT TCCTCTTGAA
ssPKa AA...GGCTA TGITCTTGAA
val  AAAATGGCAT TAAGCTTCCA

601
af zPKo GAAGTAAAAG AAGGAACCGT
gar PBi  AAAGTTACAG AAGGCACTGT
ssPKa GIGGTTAAAG AAGGAACTGT
val  AAAATCACAG AAGGTACTGT

651
af zPKo AGAAGTAACA GITCCTCTTA
gar PBi  AGAAATAACA GITGAGCTTA
ssPKa GGAAGITTCA GITGAACTTA
val  AGAAGTAACA GITGAAATTA

701
af zPKo AAACTGECGC ATGGGATTCA
gar PBi  AAACTGGAAA ATGGGATTCA
ssPKa AAACTGCAGC TTGGAATTCA
val  AAACTGGAAA ATGGGATGCCA

600
GGAAAAGTAG CTAATGATAA AGTAACATTG
GGAACTCTAG CTGCCGACAA AACAACATTG
GGAACTCTAA CTGCTGAAAA AACAACATTG
GGAAATCTTG TAGCCGGAAA AACAACATTG

650
TACTTTAAGT AAGGAAATTG CAAAATCTGG
TGTTTTAAGC AAACACATTC CAAACTCTGG
TACTTTAAGC AAAAATATTT CAAAATCTGG
TACTTTAAGC AAGCACATTG CAAAATCTGG

700
ATGACACTAA CACTACTCAG GCTACTAAAA
ATGACTCTAA CTCTACTCAG GCTACTAAAA
ATGACACTGA CAGTAGIGCT GCTACTAAAA
ACGACACTTC AAGCACTCCA AATACTAAAA

750
AAAACTTCTA CTTTAACAAT TAGTGITAAC
AATACTTCCA CTTTAACAAT TAGTGIGAAT
GGCACTTCAA CTTTAACAAT TACTGTAAAC
AGAAATTCAA CTTTAACAAT TATTGITGAC
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751 800
af zPKo AGCAAAAAAA CTACACAACT TGTGITTACT AAACAAGACA CAATAACTGT
gar PBi  AGCAAAAAAA CTAAAAACAT TGTATTTACA AAA. GAGACA CAATAACAGT

ssPKa AGIAAAAAAA CTAAAGACCT TGTGITTACA AAAGAAAACA CAATTACAGT
val  AGCAAAAACA AGACAAAACT TGTATTTACA AAACAAGACA CAATAACAGT

801 850
af zPKo ACAAAAATAC GACTCCGCAG GTACCAATTT AGAAGGCACA GCAGTCGAAA
gar PBi  ACAAAAATAC GACTCAGCAG GCACCAATCT AGAAGGCAAC GCAGTCGAAA

ssPKa ACAACAATAC GACTCAAATG GCACCAAATT AGAGGGGTCA GCAGTTGAAA
val  ACAAAGCTAT AACCCTGCAG GCAACAAGCT AGAAGGTACA GCAGTTGAAA

851 900-
af zPKo TTAAAACACT TGATGAACTT AAAAACGCCTT TGAAATAA. . .......... R1*
gar PBi  TTAAAACACT TGATGAACTT AAAAACGCTT TAAAATAA.. .......... R1*

ssPKa TTACAAAACT TGATGAAATT AAAAACGCTT TAAAATAA. . .......... R1*
val TTAAAACACT TCAAGAACTT AAAAACGCTT TAAAATAAGG AGAATTTATG R1*

901 921
afzPKo .......... ... .. ...
garPBi  .......... .. ... . ... .

ssPKa .......... ... ... ... .
val AAACAATATT TACTAGGATT T
3"

* Primer sind komplementéar dargestellt.

Abb. 4.3.1.a: Alignment des OspA Gens der 4 Vergleichsstamme

Unter der Internetadresse: "http://www.toulouse.inra.fr/multalin.ntml" wurde ein Alignment des OspA
Gens der 4 verwendeten Vergleichsstamme angefertigt.

Die verwendeten Abkirzungen afzPKo, garPBi, ssPKa und val bezeichnen die Spezies Borrelia afzelii
(PKo), Borrelia garinii (PBi), Borrelia burgdorferi sensu stricto (PKa) und Borrelia valaisiana. Die
Primer sind jeweils in ihrer DNA-Syntheserichtung 5' zu 3' (® ) oder 3' zu 5' (= ) eingezeichnet. In den
Primerbereichen sind die Basenunterschiede zwischen den einzelnen Spezies markiert. Anhand der
Sequenz von B. valaisiana wird auch die Lage des Primers R1 im intergenischen Bereich erkennbar.

Meist war nach der Primdramplifizierung der Borrelien-PCR noch keine eindeutig positive
Bande im Gel erkennbar. Die erwartete Grol3e des PCR-Produktes betrug bei positiven 813 bp
(Abb. 4.3.1.b).

Durch die"semi-nested” PCR erhthte sich die Empfindlichkeit. In einzelnen Proben, die im
ersten Durchlauf noch as negativ erschienen, zeigte sich in der "semi-nested’ PCR die
Anwesenheit von Borrelien-DNA. Die Borrelien-positiven PCR-Fragmente besallen eine
Grole von 744 bp (Abb. 4.3.1.c).
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Abb. 4.3.1.b: Primaramplifizierung

13

aduunn

M bezeichnet den verwendeten Marker (Ampli-Size-Molekular-Ruler) mit Banden in der Hohe von 50
bis 2000 bp.

Die Proben 1-7, und 9-21 sind negativ, wahrend die Proben 8 und 22 bereits eine schwach positive
Bande nach der 1. PCR im Gel zeigen. Diese liegt auch in der erwarteten Héhe von etwa 813 bp.
Sowohl die Negativ-PBS-Kontrolle als auch die Negativ-Aqua dest.-Kontrolle sind negativ. Eine
positive Vergleichsbande der Spezies B. garinii ist in der Hohe von 813 bp erkennbar.
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Abb. 4.3.1.c: "semi-nested" PCR

M bezeichnet den verwendeten Marker (Ampli-Size-Molekular-Ruler) mit Banden in der Hohe von 50
bis 2000 bp.

Die Proben 2-4, 6, 7, 9-11, und 12-21 sind negativ. Zusatzlich zu den bereits nach der 1. PCR
positiven Proben 8 und 22 sind in der 2. PCR auch die Proben 1 und 5 positiv. Die zu erkennenden
Banden der vier Proben 1, 5, 8 und 22 liegen auch in der erwarteten Hohe von etwa 744 bp. Sowohl
die Negativ-PBS-Kontrolle als auch die Negativ-Aqua dest.-Kontrolle sind negativ. Eine positive
Vergleichsbande der Spezies B. garinii ist in der Hohe von 744 bp erkennbar.
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4.3.2. Speziesdifferenzierung der Borrelien-DNA

Das Schneiden der Amplifikate der"semi-nested’ PCR mit den 5 Enzymen Kpn 21, Bgl I,
Sfu I, Ssp | und AlwN | ermdglichte die Differenzierung der Spezies: B. afzelii, B. garinii
(SG4, SG5, SG6), B. burgdorferi sensu stricto und B. valaisiana in den untersuchten
Gebieten. Mit Sfu | wird B. afzelii (Abb. 4.3.2.a) charakterisiert. Mit Hilfe des Enzyms Ssp |
wird B. b. sensu dtricto identifiziert (Abb. 4.3.2.b) und AIwN | schneidet spezifisch B.
valaisiana (Abb. 4.3.2.b). Die verschiedenen Serotypen von B. garinii (SG3, SG4, SG5, SG6)
werden durch die Enzyme Kpn 21 und Bgl Il erfald. Kpn 21 besitzt charakteristische
Schnittstellen in B. garinii SG3, SG5 und SG6 (Tab. 3.3.3.a® Seite 37, Abb. 4.3.2.c, Abb.
4.3.2.d), Bgl Il schneidet spezifisch die Serotypen B. garinii SG3 und SG4 (Tab.
3.3.3.a® Seite 37, Abb. 4.3.2.c).

Im untersuchten Gebiet traten die Serotypen B. garinii SG4, SG5 und SG6 in
unterschiedlicher Haufigkeit auf, wobei SG6 am haufigsten vertreten war. Wéhrend bei den
Positivkontrollen die Bandenmuster recht eindeutig waren, lief3en sich B. garinii SG5 und
SG6 in den infizierten Zecken oft nur schwer voneinander abgrenzen. Aus diesem Grund
wurden die detektierten OspA-Typen bel der Auswertung alle zu B. garinii zusammengefaldt
und nicht einzeln aufgegliedert.

In 4 Féllen war eine Koinfektion mit B. garinii / B. b. sensu stricto nachweisbar (Abb.
4.3.2.e).
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Abb. 4.3.2.a: Restriktionsverdau Borrelia afzelii

M bezeichnet den Marker (Ampli-Size-Molekular-Ruler). Mit den Enzymen Kpn 21, Bgl I, Ssp | und
AlwN | wird B. afzelii nicht geschnitten, so dal3 sich eine Gelbande in der H6he von 744 bp ergibt. Das
Enzym Sfu | schneidet spezifisch diese Spezies, so dal3 Banden in H6he von 207 bp und 541 bp
entstehen.

Abb. 4.3.2.b: Restriktionsverdau Borrelia burgdorferi sensu stricto und Borrelia valaisiana

Mit den Enzymen Kpn 21, Bgl Il, Sfu | und AlwN | wird B. burgdorferi sensu stricto nicht geschnitten,
so dal sich eine Gelbande in der Hohe von 744 bp ergibt. Das Enzym Ssp | schneidet spezifisch
diese Spezies, so dal’ Banden in Hohe von 267 bp und 471 bp entstehen.

Mit den Enzymen Kpn 21, Bgl Il, Sfu | und Ssp | wird B. valaisiana nicht geschnitten, so daf} sich eine
Gelbande in der H6he von 744 bp ergibt. Das Enzym Kpn 21 schneidet spezifisch diese Spezies, so
dal3 Banden in Hohe von 365 bp und 404 bp entstehen.
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Abb. 4.3.2.c: Restriktionsverdau Borrelia garinii SG4 und Borrelia garinii SG5

Mit den Enzymen Kpn 21, Sfu |, Ssp | und AlwN | wird B. garinii SG4 nicht geschnitten, so daf3 sich
eine Gelbande in der H6he von 744 bp ergibt. Das Enzym Bgl 1l schneidet spezifisch diese Spezies,
so daf3 Banden in Hohe von 187 bp und 561 bp entstehen.

Mit den Enzymen Bgl I, Sfu I, Ssp | und AlwN | wird B. garinii SG5 nicht geschnitten, so daf sich eine
Gelbande in der Hohe von 744 bp ergibt. Das Enzym Kpn 21 schneidet spezifisch diese Spezies, so
dal3 Banden in Hohe von 54 bp, 200 bp und 494 bp entstehen.

Abb. 4.3.2.d: Restriktionsverdau Borrelia garinii SG6

Mit den Enzymen Bgl Il, Sfu I, Ssp6 und AlwN | wird B. garinii SG6 nicht geschnitten, so daf? sich eine
Gelbande in der Hohe von 744 bp ergibt. Das Enzym Kpn 21 schneidet spezifisch diesen Serotyp, so
dal3 Banden in Hohe von 120 bp, 254 bp und 374 bp entstehen.
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Abb. 4.3.2.e: Restriktionsverdau der Koinfektion Borrelia garinii SG6 / Borrelia burgdorferi sensu
stricto

Mit den Enzymen Bgl Il, Sfu I, Ssp6 und AlwN | wird B. garinii SG6 nicht geschnitten, so daf sich eine
Gelbande in der Hohe von 744 bp ergibt. Das Enzym Kpn 21 schneidet spezifisch diesen Serotyp, so
daf3 Banden in H6he von 120 bp, 254 bp und 374 bp entstehen.

Mit den Enzymen Kpn 21, Bgl II, Sfu | und AlwN | wird B. burgdorferi sensu stricto nicht geschnitten,
so dal3 sich eine Gelbande in der Hohe von 744 bp ergibt. Das Enzym Ssp | schneidet spezifisch
diese Spezies, so dalR Banden in Héhe von 267 bp und 471 bp entstehen.

Da sowohl mit dem Enzym Kpn 21 als auch mit Ssp | fur die jeweiligen Spezies charakteristische
FragmentgroRen entstanden, liegt eine Koinfektion mit B. garinii SG6 / B. b. sensu stricto vor.
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4.4. Pravalenzen

4.4.1. Ehrlichien: Vertellung, Entwicklungsstadium, saisonale Abhéngigkeit, Sequenzanalyse

= Verteilung:

Die Gesamtinfektionsrate fur Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe betrug
2,3% (7 von 305, Abb. 4.4.a). In den drel Gebieten war die Pravalenz unterschiedlich verteilt
(Abb. 4.4.b):

P Bad Berka: 0% Mannchen (0 von 13), 5,6% Weibchen (1 von 18), 2,6% Nymphen (3 von
114), Total 2,8% (4 von 145)

P Belvedere: 14,3% Mannchen (1 von 7), 28,6% Weibchen (2 von 7), 0% Nymphen (0 von
66), Total 3,8% (3 von 80)

P Dienstedt: 0% Méannchen (0 von 8), 0% Weibchen (0 von 9), 0% Nymphen (0 von 63),
Total 0% (0 von 80)

Die Verteilung der Ehrlichien scheint regional sehr unterschiedlich zu sein. So traten
Infektionsraten von 0% bis 14,3% bel den Mannchen, 0% bis 28,6% bel den Weibchen und
0% bis 2,6% bei den Nymphen auf. Auffadlig ist, daid ale infizierten Mannchen aus Belvedere
und ale infizierten Nymphen aus Bad Berka stammten. Es &% sich vermuten, dal3 das
Vorkommen der Ehrlichien fokal begrenzt ist, da in Dienstedt keine der 80 dort gefangenen
Zecken mit dem Erreger infiziert war.

Entwicklungsstadium:

Von insgesamt 2,3% (7 von 305) mit Ehrlichien infizierten Zecken betraf dies im einzelnen
3,6% der Mannchen (1 von 28), 8,8% der Weibchen (3 von 34) und 1,2% der Nymphen (3
von 243, Abb. 4.4.c® Seite 67).

Prozentual waren mehr Adulte (6,5%) as Nymphen (1,2%) befallen.

= Saisonale Abhangigkeit:

Von den 7 positiven Tieren wurden 1 im Mai, 2 im Juli und 4 im September gefangen (Tab.
4.4.a). Die Préavalenz nahm im Laufe des Jahres vom Frihjahr (Mai / Juni) Uber den Sommer
(Juli / August) und Herbst (September / Oktober) zu (Abb. 4.4.d® Seite 67), wobei fir eine
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algemein glltige Aussage aufgrund der insgesamt relativ niedrigen Infektionsrate eine

grof3ere Anzahl von untersuchten Zecken zur Bestétigung erforderlich ist.

2,3% -
@ negativ
11.2% [l Ehrlichien
85 8% (O Borrelien
’ O Koinfektion
0,7%

Total: 305 Zecken

Abb. 4.4.a: Koinfektionsrate
Diese Abbildung zeigt sowohl die Infektionsraten der untersuchten Ixodes ricinus Zecken mit DNA fir
Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Gruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato

Komplexes, als auch den Anteil von Koinfektionen mit Ehrlichien- und Borrelien-DNA.
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Abb. 4.4.b: Vergleich der Infektionsraten in den Habitaten
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Abb. 4.4.c: Pravalenz von Ehrlichien, Borrelien und die Koinfektionsrate in Abhangigkeit vom

Entwicklungsstadium
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Abb. 4.4.d: Saisonale Entwicklung der Infektionsraten
Die Zecken wurden in den Monaten Mai bis Oktober gesammelt. Zur Veranschaulichung der
saisonalen Entwicklung der Infektionsraten wurden die Monate Mai / Juni (Frihjahr), Juli / August

(Sommer) und September / Oktober (Herbst) zusammengefalit.

Ergebnisse 67



Pravalenz von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexesin
Ixodes ricinus Zecken aus dem IImtal

Monat Anzahl Ehrlichien Borrelien Koinfektion

positiv positiv positiv
Mai 25 1 1 0
Juni 98 0 9 0
Juli 76 2 12 0
August 33 0 4 0
September 41 4 4 2
Oktober 32 0 4 0

total (%) 305 7 (2,3) 34 (11,2) 2(0,7)

Tab. 4.4.a: Infektionsraten in Abhangigkeit vom Monat des Fangens

Sequenzanalyse:

Anhand des verwendeten Bereiches des 16S rRNA Gens zeigte sich keine eindeutige
Zuordnung der Sequenzen zu einem speziellen Vertreter der E. phagocytophila Gruppe.
Vidmehr war eine 98,2 bis 99,9%-ige Ubereinstimmung mit E. phagocytophila, HGE-agent
und E. equi, hingegen eine geringere Ahnlichkeit von nur 96,0% mit E. platys zu verzeichnen.
Mit Hilfe eines phylogenetischen Baumes lief}en sich die Verwandtschaftsverhéltnisse zu
bereits in anderen Regionen Europas oder Amerikas identifizierten Granulozytéren Ehrlichien
(GE) gut veranschaulichen (Abb. 4.4.¢).

Bei keinem der Isolate ergab sich eine 100%-ige Ubereinstimmung mit bereits in der NCBI-
Datenbank vorhandenen Sequenzen. Daher wurden die Sequenzen dieser Arbeit in die NCBI-
Datenbanken eingereicht und sind dort unter den folgenden Accession-Nummern registriert:
Jena 8: AJ313513, Jena 14: AJ312941, Jena 16: AJ313512, Jena 22: AJ312939, Jena 72
AJ312940, Jena 84: AJ312942, Jena 238: AJ313511 (Abb. 7.2., Anhang® Seite 92). Die
Sequenzunterschiede der Ehrlichien in dieser Studie untereinander sind in der Abb. 4.4.f
dargestellt.

Ursache der geringen Variabilitdt ist die hohe Konservierung des Gens im Laufe der
Evolution. Fir eine genauere Differenzierung der Ehrlichien in die verschiedenen Spezies der
E. phagocytophila Gruppe mifite ein weniger gut konservierter DNA-Bereich des Ehrlichia
Genoms ausfindig gemacht werden.
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Abb. 4.4.e: Phylogenetischer Baum

In dem phylogenetischen Baum wurde ein Sequenzvergleich zwischen den in dieser Studie
untersuchten Isolaten und verschiedenen, bereits bekannten Vertretern der E. phagocytophila Gruppe
durchgefiihrt.

Jena 8, Jena 14, Jena 16, Jena 22, Jena 72, Jena 84 und Jena 238 bezeichnen die eigenen
Sequenzen der Ehrlichien-positiven Zecken. Fir die Beziehungen zu den anderen Ehrlichien wurden
die Sequenzen aus der NCBI-Datenbank mit den folgenden Accession-Nummern verwendet:
M73223.1 (E. equi), M73224.1 (E. phagocytophila), U02521 (HGE) und AF303467.1 (E. platys).
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4.4.2. Borrdien: Verteilung, Entwicklungsstadium, saisonal e Abhangigkeit,

Speziesdifferenzierung

= Vertellung:

Es ergab sich eine Gesamtinfektionsrate fur Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato
Komplexes von 11,2% (34 von 305, Abb. 4.4.a® Seite 66). In den drel Gebieten waren die
Pravalenzen unterschiedlich verteilt (Abb. 4.4.b® Seite 66):

P Bad Berka 15,4% Mannchen (2 von 13), 16,7% Weibchen (3 von 18), 12,3% Nymphen
(14 von 114), Total 13,1% (19 von 145)

P Belvedere: 57,1% Mannchen (4 von 7), 42,9% Weibchen (3 von 7), 1,5% Nymphen (1
von 66), Total 10,0% (8 von 80)

P Dienstedt: 0% Méannchen (0 von 8), 11,1% Weibchen (1 von 9), 9,5% Nymphen (6 von
63), Total 8,8% (7 von 80)

In dlen drei Gebieten wurden infizierte Zecken gefunden, wenn auch in unterschiedlicher
Anzahl. Es traten Infektionsraten von 0% bis 57,1% bei den Méannchen, 11,1% bis 42,9% bei
den Weibchen und 1,5% bis 12,3% bei den Nymphen auf. Auffallig ist, dal3 in Dienstedt kein
Mannchen den Erreger aufwies und sich dort insgesamt die niedrigste Infektionsrate zeigte.

= Entwicklungsstadium:

Von insgesamt 11,2% (34 von 305) mit Borrelien infizierten Zecken betraf dies im einzelnen
21,4% der Mannchen (6 von 28), 20,6% der Weibchen (7 von 34) und 8,6% der Nymphen (21
von 243, Abb. 4.4.c® Seite 67). Prozentual waren mehr Adulte (21,0%) als Nymphen (8,6%)
befallen.

= Saisonale Abhangigkeit:

Von den 34 betroffenen Zecken wurden 1 im Mai, 9 im Juni, 12 im Juli, 4 im August, 4 im
September und 4 im Oktober gesammelt (Tab. 4.4.a® Seite 68). Es waren deutlich mehr
Zecken im Sommer (Juli / August) as im Frihjahr (Ma / Juni) oder Herbst (September /
Oktober) infiziert (Abb. 4.4.d® Seite 67). Es konnte aber kein kontinuierlicher Anstieg der

Pravalenz im Laufe des Jahres beobachtet werden.
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»  Speziesdifferenzierung:

Im untersuchten Iimtal waren von den 34 positiven Zecken 17,7% mit B. afzelii (6 von 34),
44,1% mit B. garinii (15 von 34), 20,6% mit B. burgdorferi sensu stricto (7 von 34), 5,9% mit
B. valaisiana (2 von 34) und 11,8% mit B. garinii und B. burgdorferi sensu stricto (4 von 34)
gleichzeitig infiziert. Auffédlig ist, dald B. afzelii und B. b. sensu stricto v.a in Weibchen
vertreten waren, B. garinii in Ménnchen und B. valaisiana sowie die Doppelinfektionen B.
garinii / B. b. sensu stricto in Nymphen dominierten (Tab. 4.4.b, Abb. 4.4.9).

Zecken B.afzelii B.garinii B.b. ss B.valaisiana B.garinii+B.b.ss
positiv / positiv positiv positiv positiv positiv
gesammelt
Mé&nnchen 6/28 2 4 0 0 0
Weibchen 7134 3 2 2 0 0
Nymphen 21/ 243 1 9 5 2 4
Total 34 /305 6 15 7 2 4

Tab. 4.4.b: AnteilmaRige Verteilung der Vertreter des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes in

Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium
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Abb. 4.4.g: Pravalenz der einzelnen Spezies des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes
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4.4.3. Koinfektion

Bezogen auf ale Zecken betrug die Koinfektionsrate 0,7% (Abb. 4.4.a® Seite 66). Im IImtal
waren von den 7 mit Ehrlichien infizierten Zecken 2 gleichzeitig auch positiv fir Borrelien,
ein Ménnchen und eine Nymphe aus den Gebieten Bad Berka und Belvedere (Abb.
4.4.b® Seite 66, 4.4.c® Seite 67), die beide im Monat September gesammelt wurden (Tab.
4.4.a® Seite 68). Anhand des Restriktionsverdaus zeigte sich in beiden Félen das
Vorkommen des Erregers B. garinii, welcher auch insgesamt am haufigsten vertreten war.

In Dienstedt, wo eine Ehrlichien-Infektion nicht nachgewiesen werden konnte, war ebenfalls
kein Mannchen mit Borrdien infiziert und die niedrigste Borrelien-Infektionsrate innerhalb
der drel untersuchten Gebiete zu finden. Aufgund der niedrigen Rate der Koinfektion scheint
nur ein zuféliger Zusammenhang zwischen dem Auftreten beider Erreger zu bestehen.

4.4.4. Statistik

Sowohl beim Fisher exact test als auch bel der linearen Trendgerade wurde ein Wert von
p<0,05 als signifikant betrachtet.

= Infektionsraten in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium

Beziiglich der Infektion der Zecken mit Ehrlichien zeigte sich eine signifikant hohere
Pravalenz des Erregers in Adulten as in Nymphen (p=0,022). Diese Signifikanz war auch fir
die mit Borrdien infizierten Zecken zu finden (p=0,021). Dabei wurden die Kreuztabellen
Tab. 7.1. verwendet (Anhang® Seite 98).

= regionale Unterschiede der Infektionsraten

Sowohl die Pravalenzunterschiede der Ehrlichien- as auch der Borrelieninfektion innerhalb
der drei Habitate Bad Berka, Belvedere und Dienstedt ergaben keine Signifikanz (p>0,05). Es
wurden die Kreuztabellen Tab. 7.2. verwendet (Anhang® Seite 99).

= saisonale Abhangigkeit der Infektionsraten

Die Vermutung der Zunahme der Ehrlichieninfektion im Laufe des Jahres konnte mit einer
linearen Trendgerade unterstiitzt werden (p=0,05). Dagegen zeichnete sich bei den Borrelien
kein linear ansteigendes Infektionsmuster ab (p>0,05). Fir die Abschdtzungen wurden die
Kreuztabellen Tab. 7.3. verwendet (Anhang® Seite 100).
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» Konfidenzintervalle

Fur die Infektionsraten der Mannchen, Weibchen und Nymphen mit dem jeweiligen einzelnen
Pathogen oder beiden Erregern wurden Konfidenzintervalle berechnet. Durch eine
ansteigende Anzahl untersuchter Zecken verkleinern sich die Intervale, wodurch die
Ergebnisse ndher an die tatsichliche Pravalenz heranreichen und weniger dem Zufdll
unterliegen Die Werte sind so zu interpretieren, dal3 die in dieser Studie eruierten
Prozentwerte der Infektionsraten mit 95%iger Wahrscheinlichkeit in den tatsachlichen, durch
untere und obere Grenzen abgeschétzten, Bereichen liegen. So liegt z.B. die gefundene totale
Koinfektionsrate fur Ehrlichien und Borrelien von 0,7% (2 von 305) mit 95%-iger
Wahrscheinlichkeit in dem tatsachlichen Bereich zwischen 0,08% und 2,4% (Tab. 4.4.c).

b Infektionsrate fiir Ehrlichien

Entwicklungs-  Ehrlichien relative gu go Konfidenzintervall in %
stadium positiv Haufigkeit 95% 95%
Mé&nnchen 1/28 0,0357 0,0009 0,1835 0,1<3,6<18,4
Weibchen 3/34 0,0882 0,0186 0,2368 1,9<8,8<23,7
Nymphen 3/243 0,0123 0,0026 0,0375 0,3<1,2<3,8
Total 7/305 0,0230 0,0093 0,0467 0,9<2,3<4,7
P Infektionsrate fur Borrelien
Entwicklungs-  Borrelien relative gu go Konfidenzintervall in %
stadium positiv Haufigkeit 95% 95%
Mé&nnchen 6/28 0,2143 0,0830 0,4095 8,3<21,4<41,0
Weibchen 7134 0,2059 0,0870 0,3790 8,7<20,6<37,9
Nymphen 21/243 0,0864 0,0543 0,1291 5,4<8,6<12,9
Total 34/305 0,1115 0,0784 0,1523 7,8<11,2<15,2
b Koinfektion mit Ehrlichien und Borrelien
Entwicklungs-  Koinfektion relative gu go Konfidenzintervall in %
stadium positiv Haufigkeit 95% 95%
Mé&nnchen 1/28 0,0357 0,0009 0,1835 0,1<3,6<18,4
Weibchen 0 0 0 0,1028 0<0<10,3
Nymphen 1/243 0,0041 0,0001 0,0227 0,01<0,4<2,3
Total 2/305 0,0066 0,0008 0,0235 0,08<0,7<2,4

Tab. 4.4.c: Konfidenzintervalle fir die Infektionsraten mit Ehrlichien und Borrelien

Dargestellt sind die unteren (gu) und oberen (go) Grenzen der 95 %igen Konfidenzintervalle fur die
relativen Haufigkeiten der jeweiligen Infektionsraten der Zecken mit Ehrlichien und / oder Borrelien. In
den angegebenen Konfidenzintervallen in % stellt der 1. Wert die untere Grenze, der mittlere Wert den
in dieser Studie erhobenen Anteil infizierter Zecken und der letzte Wert die obere Grenze des

Intervalls dar.
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5. Diskussion

5.1. Ehrlichien

5.1.1. Pravalenz

Der Vergleich der Pravalenz von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Gruppe in Zecken
als Ubertréger verschiedener Regionen der Welt 143t grolRe Unterschiede sowohl zwischen
Landern Europas, als auch zwischen Europa, Amerika und Asien erkennen (Tab. 5.1.1.).

Land Pravaenz Quellenangabe
Deutschland:

= Baden-Wurtemberg 2,2%, 2,8% [77]

= Miunchen 1,6% [59]

= |lmta 2,3% [vorliegende Arbeit]
China 0,6% [32]
Connecticut 6,8%-12,7% [113]

Italien 24,4% [37]
Norwegen 11,5%, 6% [92]
Schweden [183]

= Ostkiste 3,1%

=  Westkiste 9,2%

Schweiz 2,0%, 1,3% [104]
Slovenien 3,2% [108, 149]
Spanien 9,5% [191]

South New York State 13.0% +/- 3,2% [43]

GB 7% [75]

Polen 19,2% [193]

Russland 1,9% [3]

Tab. 5.1.1.: Ehrlichien-Infektionsraten anderer Untersuchungen
In der Literatur sind bisher die in der Tabelle dargestellten Infektionsraten mit Ehrlichien in Ixodes

ricinus Zecken beschrieben.
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Die in dieser Studie erhobene Infektionsrate von 2,3% liegt sehr nahe an den Ergebnissen
anderer deutscher Regionen [18, 59, 77].

In den meisten der oben aufgefiihrten Untersuchungen waren mehr Adulte als Nymphen mit
dem Erreger infiziert. Lediglich in Schottland wird eine hohere Rate an infizierten Nymphen
beschrieben (Nymphen: 3,3%; adulte Zecken: 1,5%), wobei als mégliche Ursachen das
leichtere Fangen und die geringeren Dichteschwankungen der Nymphen vermutet werden [4].
Auch im IImtal konnte eine unterschiedliche Verteilung innerhalb der Entwicklungsstadien
beobachtet werden. Dabel waren 6,5% der Adulten (4 von 62) und 1,2% (3 von 243) der
Nymphen mit Ehrlichien infiziert. Im Gegensatz zur Studie von Fingerle et al. [59], in der
keine Ehrlichien-positive Nymphe in Suddeutschland identifiziert wurde, konnten in der
vorliegenden Arbeit in Thiringen 3 positive Nymphen detektiert werden (Abb. 4.4.c® Seite
67).

Die Vertellung der Ehrlichien scheint nur lokal zu sein. So war in einem der 3 Gebiete
(Dienstedt) keine der 80 dort gefangenen Zecken infiziert (Abb. 4.4.b® Seite 66). Diese
Resultate stehen im Einklang mit den Veroffentlichungen der Minchner [59] und der New
Y orker [43] Arbeitsgruppen.

In Schottland wird eine ganzjéhrig gleich hohe Erreger-positive Zeckenzahl diskutiert [4],
wogegen in Grofdritannien zwel Haufigkeitsgipfel, je einer im Frihsommer und im Herbst
beschrieben wurden [75]. Eine saisonade Abhangigkeit mit zunehmender Infektiositdt gegen
Ende des Jahres 183 sich aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie nur vermuten
(Abb. 4.4.d® Seite 67, Tab. 4.4.a® Seite 68). Die insgesamt relativ niedrige Infektionsrate

erfordert alerdings eine grof3ere Anzahl untersuchter Zecken zur Bestétigung.

5.1.2. Typisierung

Viele der bisher durchgefuhrten Pravalenzstudien fur Ehrlichien der E. phagocytophila
Gruppe wie diese Arbeit berunen auf dem Nachweis des 16S rRNA Gens. HGE-agent, E.
phagocytophila, und E. equi aus verschiedenen Teilen der Welt zeigen aber in diesem DNA-
Bereich nur einige wenige Unterschiede [34, 61, 207, 220]. Es gelang daher auch nicht, die
hier untersuchten Sequenzen aus dem IIimtal weiter zu differenzieren. Lediglich beziglich E.
platys aus der E. phagocytophila Gruppe ergaben sich mit 96% Identitét grof3ere Unterschiede
zu Sequenzen in der NCBI-Datenbank (Abb. 4.4.f® Seite 70). Es ergibt sich die Frage, warum

ein Organismus mit einer so breiten geographischen Vertellung und einem so vielfétigen
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Spektrum an Wirtsorganismen eine geringe genetische Variabilitét im Bereich des 16S rRNA
Gens aufweist. Aufgrund der hohen Konservierung der 16S rDNA im Laufe der Evolution
sollte man ein anderes Gen, das sich fir eine Differenzierung der Erreger der granulozytéren

Ehrlichiose besser eignet, suchen.

5.1.3. Ausblick

Neue Ansétze fir phylogenetische Untersuchungen bei Ehrlichien bieten das groESL Operon
oder das Zitrat-Synthase Gen. Beide DNA-Bereiche sind verglichen mit der 16S rDNA
weniger stark konserviert.

Das groESL Operon ist zusammengesetzt aus einem strefinduzierbarem Promotor, gefolgt
von einem ORF fur ein 10- bis 20-kDa Protein (GroEL), einer in ihrer Lange zwischen
verschiedenen Bakterien variierenden nichtkodierenden Sequenz ("spacer”) und einer ORF
fur ein 58- bis 65-kDa Protein (GroES). GroES ist ein allgemeines bakterielles Antigen,
welches Verwandtschaft mit der eukaryotischen HSP60-Familie zeigt [190, 223].

Das Zitrat-Synthase Gen (gltA) kodiert das erste Enzym des Trikarbonsdurezyklus, dem
Schltssel zur Regulation der intrazeluldren ATP-Synthese nahezu aler lebenden Zellen. Die
Sequenzen erlauben eine bessere Unterscheidung nahe verwandter Spezies im Vergleich zum
16S rRNA Gen [88].

Sowohl die bisherigen phylogenetischen Vergleiche der groESL Operons verschiedener
Ehrlichienisolate, als auch der Zitrat-Synthase Gene bestétigten die verwandtschaftlichen
Beziehungen, die auf der Basis des 16S rRNA Gens ermittelt wurden. Zudem ergaben sich
noch zT. noch feinere Differenzierungen zwischen den verschiedenen Ehrlichien
Genogruppen und ihren Spezies [190].

Die zukunftige Diagnostik einer Ehrlichieninfektion aus Patientenmaterial konnte auf dem
groESL Operon basieren, da die "spacer” Region sehr speziesspezifisch ist. Anstelle einer
,hested PCR ware eine sensitive Hybridisierung mit geringerer Anféligkeit des Verfahrens

fUr Kontaminationen denkbar.

Neben den phylogenetischen Beziehungen der Ehrlichien ist es auferdem wichtig, nahere
Informationen Uber die Virulenz oder deren Interaktionen mit anderen Pathogenen zu
erhalten. Trotz Ehrlichien infizierter Zecken in nahezu alen europdischen Lé&ndern
entwickelten bisher nur verhdtnismassig wenige Menschen das klinische Bild einer humanen
granulozytéaren Ehrlichiose (HGE) im Vergleich zu wesentlich haufigerem Auftreten
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humanpathogener Félle in Amerika. Ursache dafir konnten viele unerkannte Krankheitsféle
bel sehr mildem Verlauf oder unzureichender Diagnostik sein. Vidleicht konnten
Untersuchungen von Patienten mit unklarem Fieber, Sepsis oder Multiorganversagen auf
Ehrlichien spezifische DNA Hinweise tber die Prévalenz beim Menschen geben. Es wird aber
auch eine veranderte Pathogenitdt des Erregers in Europa diskutiert. Bedeutsam fir diese
Frage konnte das ank Gen (ank steht for Ankyrin "repeats') sein. Genetische Anaysen
ergaben eine hohe Konservierung dieses Gens, weshalb es sich nicht fur die Differenzierung
nahe verwandter Spezies eignet. Es wurden 3 verschiedene Klassen gefunden: je eine im
Nordosten der USA, im hohen mittleren Westen der USA und in Europa. Das kodierte AnkA
Protein beeinfluf} wahrscheinlich die Genexpression der Wirtszelle. Die genaue Funktion des
Proteins fur die Ehrlichien ist noch unklar. In der Diskussion sind die Beeinflussung der
Kommunikation mit der Wirtszelle Gber Ankyrine oder die potentielle Mdoglichkeit der
Regulation der Wirtszell-Transkription proinflammatorischer Zytokine [31, 120].

5.2. Borrelien

5.2.1. Pravalenz

Der Vergleich der Pravalenzen von Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplerxes
in Zecken aus unterschiedlichen Gebieten der Erde &3 sowohl Unterschiede verschiedener
Regionen, as auch Unterschiede innerhalb einer Region in aufeinanderfolgenden Jahren
erkennen (Tab. 5.2.1.).

Land Pravaenz Quellenangaben
Deutschland:
= Belin 27% [174]
= Brandenburg 22,8% [174]
* |Imtal 25,1% (1995) [48]
14,0% (1996) [48]
11,2% (2000) [vorliegende Arbeit]
= Miunchen 12,6% , 36,2% [59]
Connecticut 23,7% [113]
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Finnland 9,5% [93]
Italien 19,8% [37]
New Y ork [43]
= Nord 12,5%

» Mitte 7,5%

= Sid 22,1%

Niederlande 13% [173]
Norwegen 16%, 17% [92]
Schweiz 49% [104]
Slovenien 33% [66]
GB 37% [75]
Polen 11,6% [193]
Russland 46,9% [3]

Tab. 5.2.1.: Borrelien-Infektionsraten anderer Untersuchungen
In der Literatur sind bisher folgende in der Tabelle dargestellten Infektionsraten der Zecken mit

Borrelien aus dem Borrelia burgdorferi s.I. Komplex beschrieben.

Nach Veroffentlichungen des Robert-Koch-Institutes  ("http://www.rki.de') liegen die
Haufigkeiten der infizierten Zecken mit Borrelien in Deutschland zwischen 5% und 35%.
Davon sind im Durchschnitt 20% der Adulten, 10% der Nymphen und 1% der Larven
befallen [164]. AuRerhalb Deutschlands werden jedoch auch wesentlich héhere Prévalenzen
beschrieben, wobei in alen Falen adulte Zecken hohere Infektionsraten aufweisen. Im Iimtal
wurden schon 1995 und 1996 Untersuchungen zur Pravalenz von Borrelien durchgefihrt. In
beiden Jahren war die Infektionsrate in Dienstedt am hdchsten, gefolgt von Bad Berka und
Belvedere. In einer zu dieser Arbeit parale durchgefihrten Studie [187] Uber die Pravalenz
von Borrelien in den gleichen Habitaten wurden die verschiedenen Vertreter des Borrelia
burgdorferi sl. Komplexes mittels Kultur aus den Zecken und anschliefiender PCR
nachgewiesen. Dabei war die Infektionsrate fir Borrelien in Bad Berka hoher als in Belvedere
und in Dienstedt am niedrigsten. Beziglich des Entwicklungsstadiums infizierter Zecken
dominierten adulte Zecken im Vergleich zu Nymphen ohne grofere Unterschiede zwischen
infizierten Mannchen und Welbchen. Diese Ergebnisse stehen mit denen aus den
vorliegenden Untersuchungen sowohl in der Reihenfolge der anteilméfligen Verteilung der
Borrdieninfektionen in den drei Arealen, as auch in der Uberwiegenden Infektion der
Adulten im Einklang (Abb. 4.4.c® Seite 67). Lediglich in Dienstedt war eine unterschiedliche
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Préasens des Erregers in Méannchen (0%) und Weibchen (11,1%) zu beobachten (Abb.
4.4.b® Seite 66). Die Infektionsrate fir Borrelien (11,2%) lag insgesamt wesentlich hoher als
die fur Ehrlichien (2,3%) (Abb. 4.4.a® Seite 66, Tab. 4.4.a® Seite 68), was auch in anderen
Untersuchungsgebieten beschrieben wurde [3, 37, 43, 174)].

Die 1995 / 1996 im IImtal beobachtete Abhangigkeit der Infektionsrate von der Jahreszeit
[48] lief? sich nicht ausreichend bestétigen. Vielmehr zeigten sich zwel Haufigkeitsgipfel, je
einer im Monat Juli und Oktober (Abb. 4.4.d® Seite 67, Tab. 4.4.a® Seite 68), dhnlich den
Resultaten von Beate Steil [187] mit den groften Préavalenzen im Juli und September.

5.2.2. Speziesdifferenzierung

Das Vorkommen der einzelnen Spezies scheint regional sehr unterschiedlich zu sein. Fir
Europa wird B. garinii mit 44% als dominant betrachtet, nachfolgend B. afzelii mit 27%, B.
burgdorferi sensu stricto mit 19% und B. valaisiana mit 10,5% [65, 83, 169].

B. burgdorferi sensu stricto ist in Westeuropa haufiger zu finden as in Osteuropa. B.
valaisiana wurde bisher von Zecken aus 8 européischen Landern isoliert: Deutschland, Irland,
Italien, Kroatien, Niederlande, Schweiz, Tschechien und UK. V6ge sollen wahrscheinlich die
einzigen Ubertrager fur B. valaisiana sein [169].

Auch die Koinfektion von Zecken mit mehr als einem Vertreter des Borrelia burgdorferi
sensu lato Komplexes sind in unterschiedlicher Prévalenz beschrieben, wobei das kombinierte
Auftreten von B. afzelii mit B. garinii und von B. garinii mit B. b. sensu stricto dominiert.

In einer aktuellen Arbeit im Institut fir Erndhrungswissenschaften in Jena [187] wurden die
verschiedenen Vertreter des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes in absteigender
Haufigkeit als B. garinii, B. b. sensu stricto, B. valaisiana und B. afzelii identifiziert.
AuRerdem traten in 9,1% der Félle Koinfektionen mit B. garinii und B. b. sensu stricto auf.
Zusétzlich wurden Doppelinfektionen der Zecken mit B. afzelii und B. b. sensu stricto (1,6%)
bzw. B. afzelii und B. garinii (0,8%) beobachtet. In der vorliegenden Studie in den gleichen
Habitaten im IImtal waren von den 34 positiven Zecken 17,7% mit B. afzelii (6 von 34),
44,1% mit B. garinii (15 von 34), 20,59% mit B. burgdorferi sensu stricto (7 von 34), und
5,88% mit B. valaisiana (2 von 34) infiziert. Eine Doppelinfektion mit B. garinii und B.
burgdorferi sensu stricto trat in 11,76% (4 von 34) auf (Abb. 4.4.9® Seite 72, Tab.
4.4.c® Seite 74).
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5.2.3. Ausblick

Kandidaten fur die Entwicklung einer Vakzine sind die Gene OspA und OspC. Wéhrend der
Blutmahlzeit wird die Expresson von OspC nach Erreichen eines kritischen Gewichtes
hochreguliert. OspA bleibt dagegen wéhrend des ganzen Saugens auch in der Abwesenheit
von OspC présent. OspC ist entscheidend fur die Vektorausbreitung und Infektiositdt. Die
haufig hohere Infektionsrate fir Borrelien in vollgesogenen Zecken erklart sich aus der durch
den Blutkontakt geforderten Erregervermehrung. Bei der Ubertragung der Borrelien auf den
Menschen, scheint der neue Wirt individuell die Expression von OspA und / oder OspC oder
der Abwesenheit beider Proteine zu induzieren.

Fur eine Impfprophylaxe sind noch weitere Untersuchungen zur Dynamik der
Expressionsmechanismen der Borrelien-Osp Proteine, aber auch dber variable Expressionen
von Proteinen der Zecken wéhrend der Blutmahlzeit erforderlich [214, 217, 218].

In verschiedenen Studien wurde eine Assoziation bestimmter Borrelien-Spezies mit einer
charakteristischen Manifestation beim Menschen diskutiert. Das Erythema migrans soll von
allen Spezies gleichermal3en hervorgerufen werden, wahrend B. garinii v.a. fir die
Neuroborreliose, B. afzelii fur die Akrodermatitis chronica atrophicans und B. burgdorferi
sensu dtricto fur die Lyme-Arthritis verantwortlich zu sein scheint. Diese Zusammenhange
wurden vorwiegend in Amerika beobachtet. 1hre Gliltigkeit fur Europa wird z.T. kontrovers
diskutiert. Wahrend inzwischen die vier Spezies B. garinii, B. afzelii, B. burgdorferi sensu
stricto und Borrelia bissettii als sicher humanpathogen gelten, wird fir B. valaisiana die
Humanpathogenitéat vermutet [169].

Interessant ist daher die Frage, ob entsprechend der in dieser Arbeit dominierenden Spezies B.
garinii auch die Neuroborreliose unter den klinischen Symptomen der Borreliose im
Untersuchungsgebiet am stérksten vertreten ist. In einer norwegischen Studie war B. afzelii
dominierend, als haufigste klinische Manifestation wurde jedoch die Neuroborreliose
beobachtet [92]. Zur Beurteilung dieser Fragestellung ist zukiinftig eine enge Zusammenarbeit
mit Neurologen, Rheumatologen oder Dermatol ogen erforderlich.
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5.3. Koinfektionen

5.3.1. Pravalenz

Im Vergleich der Koinfektionsraten von Zecken mit Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila
Gruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes zeigten sich Werte von
0,7% in Deutschland [18] bis maximal 8,1% in Italien [37] (Tab. 5.3.1.).

Land Pravaenz Quellenangaben
Deutschland:

= Baden-Wurtemberg 0,7%, 1,0%, 0,8% [18, 77]

= |lmta 0,7% [vorliegende Arbeit]
= Miunchen 0,8% [59]
Connecticut 6,7% [113]

Italien 8,1% [37]

New Y ork 1,9% +/- 2,2% [43]
Niederlande 4,1% [175]

Schweiz 2,0% [104]

GB 1,7% [73]

Polen 5% [193]

Russland 6,7% [3]

Tab. 5.3.1.: Koinfektionsraten anderer Untersuchungen
In verschiedenen Studien wurden die folgenden in der Tabelle dargestellten Koinfektionsraten fir
Ehrlichien und Borrelien beschrieben.

Bezuglich der Koinfektion liegt die Vermutung nahe, dal3 jeder der beiden Erreger
unabhangig vom anderen durch Zecken Ubertragen wird. Somit ist eine Doppelinfektion
maoglich und auch nachweisbar, allerdings wahrscheinlich das Resultat der individuellen
Infektionsraten [3, 18, 37, 43, 59, 113, 175, 193].

Im llmtal waren 2 der 7 mit Ehrlichien infizierten Zecken gleichzeitig auch postiv fur
Borrelien. Bezogen auf alle Zecken betrug die Koinfektionsrate somit 0,7% (2 von 305).
Anhand des Restriktionsverdaus zeigte sich in beiden Fallen das Vorkommen des Erregers B.
garinii, welcher auch insgesamt am haufigsten vertreten war. Es waren ein Mannchen aus
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Belvedere und eine Nymphe aus Bad Berka koinfiziert. Beide Zecken wurden im Herbst
(Monat September) gefangen.

In Dienstedt, wo eine Ehrlichien-Infektion nicht nachgewiesen werden konnte, war ebenfalls
kein Mé&nnchen mit Borrelien infiziert und die niedrigste Borrelien-Infektionsrate innerhalb
der drei untersuchten Gebiete zu finden (Abb 4.4.a® Seite 66, Abb. 4.4.b® Seite 66, Abb.
4.4.c® Seite 67, Abb. 4.4.d® Seite 67, Tab. 4.4.a® Seite 68).

5.3.2. Bewertung

Die vorliegenden Resultate und die aus verdffentlichten Studien beschriebenen unterliegen
bestimmten  Einflul3gréien, wie zB. der Dichte der Zeckenpopulation im
Untersuchungsgebiet, Vertellung der Zecken in der Umwelt, jahrliche Dichteschwankungen
der Nymphen-Populationen oder der schwankenden Infektionsrate mit dem jeweiligen
Pathogen. Der entscheidende Faktor fir variable Haufigkeiten der Infektion mit Ehrlichien
oder Borrelien konnte jedoch noch nicht identifiziert werden [43].

Die Anzahl der Zecken in einem Habitat ist determiniert durch die Mdoglichkeit, ihren
Lebenszyklus zu beenden. Voraussetzung dafir ist, dal3 gentgend Wirte fir alle
Entwicklungsstadien zur Verfigung stehen. Als Ursachen fir unterschiedliche Infektionsraten
zwischen den Entwicklungsstadien kommen verschiedene Wirtsorganismen der weiblichen
und mannlichen unreifen Zecken in Betracht. Aber auch die variable Uberlebensrate der
Erreger in Ménnchen, Weibchen und Nymphen, sowie die Existenz der infizierten Zecken in
Abhéangigkeit von ihrem immunologischen Status scheinen wichtige Faktoren fiur die
erhobene Pravalenz von Ehrlichien und Borrelien zu sein. Bei den prozentualen Angaben der
infizierten adulten Zecken und Nymphen mul? der Monat des Fangens mit in die Betrachtung
einbezogen werden, da die Aktivitét der Nymphen im Frihjahr am grofdten ist und die Dichte
der Adulten gegen Ende des Jahres ansteigt [3, 140, 200]. Ein Gipfe der Anzahl
wirtssuchender Zecken ist im Frihsommer (Mai / Juni) zu finden. Die Sommeraktivitat der
Zecken richtet sich je nach Witterung und Standort. In sonnig-warmen, regenarmen Jahren
und sonnenexponierten Standorten geht die Aktivitét der Zecken oftmals zurlick, so daf3 man
eine zweigipflige Saisondynamik von Ixodes ricinus mit Aktivitatsspitzen im Frihsommer
und Herbst beobachten kann. Dagegen unterdriicken feucht-kiihle, wenig sonnige Jahre und
wenig sonnenexponierte, nicht zu trockene Standorte diese Zweigipfligkeit [94].

Fir die Bedeutung der Koinfektionen in Zecken und deren Ubertragung auf den Menschen

sind Untersuchungen an exponierten Personengruppen geeignet. In einer Minchner Studie
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wurden Waldarbeiter und Lyme-Patienten auf das Vorhandensein von Antikdrpern gegen
HGE untersucht. Innerhalb der Personengruppe mit haufigem Aufenthalt im Wald fanden sich
zu 14% AK gegen HGE, bei Lyme-Patienten in 11,4%. In der gesunden Kontrollgruppe ohne
bekannten Zeckenbil3 wurde eine wesentlich geringere AK-Pravalenz (1,9%) gegen HGE
festgestellt [56].

In Untersuchungen aus Wisconsin und Minnesota konnten in 5,2% der mit Borrelien
infizierten Personen auch Ehrlichien-AK nachgewiesen werden [126].

Das gemeinsame Vorkommen von HGE und Lyme-Borreliose mul3 daher bei Personen mit
Fieber unklarer Genese und Zecken-Exposition in Europa ebenso in Erwégung gezogen
werden wie in Amerika. Da man davon ausgehen kann, dal3 wesentlich weniger Ixodes ricinus
Zecken mit Ehrlichien as mit Borrelien infiziert sind, mu3 man auch mit entsprechend
seltenerem  Auftreten  der humanen granulozytéren Ehrlichiose im  Vergleich zu
Manifestationen der Lyme-Borreliose rechnen. Wichtig ist es jedoch, an die Mdglichkeit einer
Infektion mit einem der Pathogene oder beiden Erregern zu denken. Neben den
Untersuchungen zu den Wechselwirkungen zwischen Ehrlichien und Borrelien in Zecken
werden weitere Studien zur Pathogenitdt beim Menschen erforderlich sein, aber auch das
Propagieren der Problematik unter den Arzten fir die frihzeitige Erfassung von
Krankheitsfalen.

5.4. Vielfalt der Nachweisverfahren

5.4.1. Ehrlichien
Zum Nachweis der Ehrlichien aus Zecken- oder Patientenmaterial mittels PCR eignen sich

unterschiedliche genetische Bereiche. Am haufigsten wird das auch in dieser Studie
verwendete 16S rRNA Gen verwendet mit verschieden groflden amplifizierten Abschnitten [3,
37, 59, 92, 175]. Vorteil des Gens ist durch die hohe Konservierung die geringere
Mutationshaufigkeit, die bei der Auswahl neuer Primer genutzt werden kann. Die in den
vorliegenden Untersuchungen durchgefihrte PCR des kleinen Fragmentes zeigte z.T.
unspezifische Banden, weshalb sie durch die PCR des grofien Fragmentes erganzt wurde. Fur
nachfolgende Untersuchungen wére eine "nested” PCR in Erwégung zu ziehen, wie sie auch
bereits von anderen Wissenschaftlern durchgefiihrt wird [18, 35, 119]. Andere verwendete
Genbereiche fur den Nachweis des Erregers sind das gltA Gen (Zitrat-Synthase Gen) [88], das
groESL Operon [34, 190, 223], das ank Gen (zytoplasmatisches Protein Antigen kodierendes
Gen mit "ankyrin repeats') [31, 34, 120] oder das p44 Gen (ein 44 kDa grof3es Oberflachen
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Protein kodierendes Gen) [34]. Fir das p44 Gen ist neben der Sequenzierung das RFLP-
Verfahren beschrieben. Esist vorteilhaft, sich vor Beginn der Untersuchungen zu entscheiden,
ob phylogenetische oder pathogenetische Kriterien im Vordergrund stehen, um danach
entsprechend einen der genannten Genbereiche auszuwahlen. Des weiteren ist eine "semi-
nested" PCR moglich [32] oder eine quantitative "real time" PCR [156]. In der Serodiagnostik
dominiert der IFA mit Nachweis von 1gG und / oder IgM Antikorpern. Ergibt sich bel einem
Patienten der Verdacht auf eine Infektion mit Ehrlichien empfiehlt sich ein Vorgehen in
folgender Reihenfolge: (1) Blutentnahme und Bestimmung wichtiger Parameter wie BSG,
ALAT, ASAT, CRP oder LDH, (2) unter dem Lichtmikroskop betrachteter Giemsa gefarbter
Blutausstrich, (3) IFA, (4) DNA-Extraktion von Leukozyten im "buffy coat" und
anschlief3ende PCR [108]. Die direkte Kultivierung aus Zecken in IDE8 Zellen [131] oder aus
Humanserum in HL60 Zellen [73] ist bisher nur in wenigen Speziallaboren moglich.

5.4.2. Borrdien
Auch bai dem Nachweis von Borrelien aus Zecken- oder Patientenmaterial mittels PCR

werden verschiedene DNA-Bereiche verwendet. Oftmals werden die Plasmid kodierten
Oberflachenproteine OspA, OspB oder OspC ausgewdhlt. In Anlehnung an Wilske et al.
[217] wurde in der vorliegenden Arbeit das OspA Gen in ener "semi-nested” PCR detektiert.
Weitere geeignete Genbereiche sind das Flagellin Gen [104, 105, 199], die intergenische
"spacer" Region zwischen 5S rDNA und 23S rDNA [3, 97, 175] oder zwischen 16S rDNA
und 23S rDNA [107], die 23S rDNA [116], sowie die 16S rDNA [42, 214, 217, 218]. Im
Anschlul3 an die PCR ist die in den vorliegenden Untersuchungen eingesetzte RFL P-Methode
maoglich, aber auch DNA-DNA-Hybridisierung [42, 217] oder Klonierung mit nachfolgender
Sequenzierung [217, 218]. Der Vortel von RFLP ist die Méoglichkeit der
Speziesdifferenzierung, die bei Doppelinfektionen mit mehr als einer Spezies mit der
Sequenzierung oder DNA-DNA-Hybridiserung mitunter schwierig festzustellen ist. Andere
angewandte Nachweisverfahren mit unterschiedlicher Spezifiz&t und Sensitivitét, die auch oft
miteinander kombiniert werden, sind der 1FA [48, 114, 128, 212], die Dunkelfeldmikroskopie
[212], der ELISA [43, 212], PFGE [169] oder nach Kultivierung die SDS Gelelektrophorese
und Immunoblot mit Verwendung von MAbs [198, 217, 218]. Die mikrobiologische
Diagnose in der Praxis erfolgt v.a. durch den Nachweis spezifischer Antikorper. Es sollten
Tests zur Ig-Klassfizierung (IgM-, [1gG-ELISA oder IgM, 1gG-Immunfloureszenz)
durchgefuhrt werden. Der Imunoblot kann ergénzend bei kritischen Féllen eingesetzt werden.
Der kulturelle Nachweis der Erreger gelingt aus Biopsiematerial, Liquor und selten aus Blut
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oder Gelenkflissigkeit. Die PCR gewinnt zunehmend an Bedeutung und zeigt
moglicherweise bei Gelenkpunktaten bessere Ergebnisse als die Kultur [212]. Fir die
Differenzierung unterschiedlicher Vertreter des Borrelia burgdorferi sl. Komplexes in
Untersuchungen zur Ubertragung der Erreger zwischen verschiedenen Wirten wird ein
reverser Hybridisierungsblot eingesetzt [175]. Je nach Zielstellung der gewiinschten
Untersuchungen zum Nachweis des Erregers und / oder zur genaueren Spezieseinteilung ist es
zweckmaldig, ein geeignetes Verfahren auszuwahlen.

5.4.3. kritische SchlufRbetrachtung der eigenen Methoden

Der Nachweis der Ehrlichien mit Hilfe der verwendeten PCR des kleinen Fragmentes und
anschliefdender Sequenzierung erwies sich nicht als optimal. Zur Optimierung war die
Klonierung der positiven PCR-Fragmente erforderlich, sowie die Anayse eines neu
gewdhiten Bereiches im 16S rRNA Gen (groles Fragment). Die Erfahrungen aus dem
Nachweis von Ehrlichien konnen fir nachfolgende Untersuchungen anhand der in Thiringen
aufgetretenen  Erreger-Sequenzen genutzt werden. Es wéare z.B. mdglich, positive
Elektrophoresebanden mittels Restriktionsverdau auf der Grundlage der jetzt bekannten
Sequenzen as Ehrlichien zu identifizieren. Eine Auswahl von Restriktionsorten ist in der Abb.
7.3. (Anhang® Seite 97) anhand der Sequenz von Jena 14 (Access.No: AJ312942) dargestellt.
Wichtig bel der Auswahl eines geeigneten Enzyms ist die gute Trennbarkeit der entstehenden
Restriktionsfragmente aufgrund ihrer bp-Anzahl, welche wiederum von der Grofe des
verwendeten DNA-Abschnittes abhéngig ist.

Bel der "semi-nested” PCR zum Nachweis des OspA Gens der Borreien traten keine
unspezifischen Banden auf. Mittels RFLP war eine gute Unterscheidung der 4 Spezies des
Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes, sowie die Detektion von Doppelinfektionen mit
mehr als einem Verteter moglich. Das RFLP-Verfahren zur Differenzierung von B. afzelii, B.
garinii, B. b. sensu stricto und B. valaisiana wurde durch diese Arbeit am Institut fir
Medizinische Mikrobiologie in Jena etabliert. Ist man an der klaren Unterscheidung der
verschiedenen Serotypen von B. garinii interessiert, mussen eventuell zusétzliche Verfahren
angeschlossen werden. Mégliche Ursache fir die nicht eindeutige Abgrenzung in enigen
wenigen Fallen kénnen sowohl nicht ganz optimale Restriktionsorte fir ale Serotypen sein,

als auch die enorme Heterogenitét von Borrelia garinii.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden 305 Ixodes ricinus Zecken (28 Ménnchen, 34 Weibchen,
243 Nymphen) aus den 3 Thuringer Gebieten Bad Berka, Belvedere und Dienstedt, welche im
IImtal gelegen sind, auf ene Infektion mit Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila
Genogruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexes untersucht.

Zecken gehdren zum Stamm der Gliederfllder (Arthropoda) und bilden innerhalb der Klasse
der Spinnentiere (Arachnida) und der Unterklasse Milben / Zecken (Acari) eine Uberfamilie
(Ixodoidea). Man findet drei Entwicklungsstadien: Larve, Nymphe und adulte Zecken. In
jedem dieser Stadien ist eine Blutmahlzeit zur Weiterentwicklung erforderlich. Dabei nehmen
sie vom jeweiligen Wirt auch verschiedene Erreger auf und kdnnen diese bei der néchsten
Blutmahlzeit auf einen anderen Wirt Ubertragen. Die meisten Zeckenarten sind langlebig und
widerstandsfahig gegentiber klimatischen Bedingungen. Insgesamt existieren mehr als 300
Arten, von denen in Deutschland der gemeine Holzbock (Ixodes ricinus) mit 95%-igem Antell
am haufigsten vertreten ist. Eine Besonderheit bezlglich der Rolle as Vektor fir
verschiedene Erreger ist die intrazelluldre Verdauung und das chemische Milieu des
Mitteldarms, in dem sich keine aggressiven Verdauungsenzyme befinden. Daher ist ein
Uberleben in Speicheldriise und Magen-Darm-Trakt moglich, so da3 sich die DNA-
Extraktion auf diesen Bereich konzentrierte.

Ehrlichien sind obligat intrazellulére, gram-negative Bakterien mit enger Verwandtschaft zu
den Rickettsien. Die Ubertragung erfolgt zum grofRen Teil durch Zecken, wobei sich die
Erreger in der Speicheldrise aufhalten und ein Saugakt von weniger as 24 h fur die
Ubertragung ausreichend ist. Allerdings wird nur ein transstadieller und nicht ein
transovarieller Weg beobachtet, so dal3 die Larven noch nicht infektiés sind, sondern erst
Nymphen und adulte Zecken.

Die klinischen Symptome der humanen monozytéren und granulozytéaren Ehrlichiose (HME
und HGE) sind zum Teil auf die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine aus Monozyten
und Granulozyten zurlickzufuhren. Zur Therapie wird die Gabe von Tetrazyklinantibiotika
Uber 10 bis 14 Tage empfohlen, R-Laktamantibiotika sind bei einer Ehrlichieninfektion
unwirksam.

Innerhalb der Subdivision der Purpurbakterien sind die Ehrlichien mit den Enterobakterien
verwandt. Anhand der Sequenz des 16S rRNA Gens |d% sich eine Einteilung in dre

Genogruppen vornehmen, wobel der jeweils als erstes charakterisierte Vertreter fir den
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Namen der Gruppe bestimmend ist: Ehrlichia-canis-Gruppe (1), Ehrlichia-phagocytophila-
Gruppe (1) und Ehrlichia-sennetsu-Gruppe (l11).

Fur den Nachweis von Ehrlichien in dieser Studie wurde die 16S rDNA as template
verwendet und mit Primern, spezifisch fir die Ehrlichia phagocytophila Genogruppe mittels
PCR amplifiziert. Der Sequenzvergleich der positiven Isolate erfolgte mit den Vertretern E.
phagocytophila (M73224.1), HGE (U02521), E. equi (M73223.1) und E. platys
(AF303467.1).

Zunéchst diente ein 151 bp PCR-Produkt der Detektion der Erreger. Eine darauffolgende
Klonierung konnte die Sequenzanalyse verbessern. In der Hoffnung, noch eine genauere
Einordnung zu einem Vertreter der Ehrlichia phagocytophila Gruppe zu finden, wurde ein
943 bp PCR-Fragment aus dem gleichen Gen amplifiziert und kloniert.

Die Gesamtinfektionsrate fur Ehrlichien im untersuchten Gebiet betrug 2,3% und im
einzelnen fir Mannchen 3,6%, Weibchen 8,8% und Nymphen 1,2%. Die Verteilung scheint
nur lokal zu sein, da in Dienstedt keine infizierte Zecke nachgewiesen werden konnte.
Prozentual waren mehr Adulte (6.5%) als Nymphen (1,2%) befalen, wobei die Vermutung
fur eine saisonal bedingte Abhangigkeit der Infektionsrate fir Ehrlichien berechtigt ist. Die
Sequenzierungen zeigten eine 96,0 bis 99,9%-ige Ubereinstimmung mit bereits bekannten
Sequenzen aus der NCBI-Datenbank.

Da jeweils nur kleine Unterschiede aufgetreten sind, wurden die Sequenzen as in
Mitteldeutschland gefundene Variationen in der GenBank angesehen und unter den Accession
Nummern: Jena 8: AJ313513, Jena 14: AJ312941, Jena 16: AJ313512, Jena 22: AJ312939,
Jena 72: AJ312940, Jena 84: AJ312942 und Jena 238: AJ313511 hinterlegt. Um eine noch
genauere Zuordnung zu einzelnen Vertretern der E. phagocytophila Gruppe treffen zu
konnen, sollte die Eignung eines anderen Gens mit groRerer Mutationsrate im Laufe der
Evolution wie z.B. das groESL Operon oder das Zitrat-Synthase Gen (gltA) gepruft werden.
Anhand anderer Untersuchungen ist aufféllig, dal3 trotz Ehrlichien infizierter Zecken in
nahezu allen européischen Landern nur verhdltnisméssig wenige Menschen das klinische Bild
einer humanen granulozytéaren Ehrlichiose (HGE) entwickeln im Vergleich zu wesentlich
haufigerem Auftreten humanpathogener Félle in Amerika. Eine wichtige Rolle in dieser Frage
konnte das ank Gen spielen, welches das zytoplasmatisches AnkA-Protein kodiert mit
vermuteter Beeinflussung der Wirtszell-Genexpression. Da die Infektion der Zecken mit
Ehrlichien im llmtal in dieser Studie nachgewiesen werden konnte, ware als néchstes die
Detektion von Antikdrpern im Blut von exponierten Personen aus dem Untersuchungsgebiet
bedeutsam, um Informationen Uber die Humanpathogenitét zu erhaten. Man mui3 allerdings
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bedenken, dal3 die untersuchte Ehrlichieninfektionsrate der Zecken in dieser Arbeit etwa 10-
fach geringer ist as die Borrelieninfektionsrate, so dal3 man auch mit einem geringeren Anteil
infizierter Personen rechnen kann.

Dagegen treten Infektionen mit Borrelien auch haufig in Europa auf. Borrelien sind
spiralférmige, bewegliche Bakterien aus der Gruppe der Spirochéten. Die Ubertragung erfolgt
ebenfals Uberwiegend durch Zecken, wobe man davon ausgeht, dal die
Ubertragungswahrscheinlichkeit mit der Dauer des Saugaktes ansteigt, da sich die Erreger im
Mitteldarm aufhalten und erst in die Speicheldrise gelangen mussen. Im Gegensatz zu
Ehrlichien ist auch ein transovarieller Weg moglich, so dal3 bereits die Zecken-Larven
infektits sein kdnnen.

Borrelia burgdorferi, der Erreger der Lyme-Borreliose, kann aufgrund verschiedener
Pathogenitétsmechanismen selbst nach Antibiotika-Therapie im Gewebe persistieren. Die
klinische Symptomatik der Lyme-Borreliose wird in drei Stadien eingeteilt, wobei fir jedes
Stadium bestimmte Leitsymptome charakteristisch sind. Zur Zeit gibt es keine einheitliche
Therapieempfehlung. Zum Einsatiz kommen fur 10 bis 30 Tage Tetrazykline, Penizillin G,
Zephalosporine, Ampizillin oder Erythromyzin. Ein Verschwinden der klinischen Symptome
ist nicht unbedingt mit einer Hellung gleichzusetzen, weshab langerfristige &rztliche
Kontrollen ratsam sind.

Zu dem Borrelia burgdorferi sensu lato Komplex rechnet man inzwischen 10 Spezies.
Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii, Borrelia afzelii, Borrelia valaisiana,
Borrelia lusitaniae, Borrelia japonica, Borrelia andersonii, Borrelia tanukii, Borrelia turdi
und Borrelia bissettii. Wahrend B. afzelii, B. garinii, Borrelia burgdorferi sensu stricto und
Borrelia bissettii als sicher humanpathogen gelten, ist die Humanpathogenitét fir B.
valaisiana noch nicht gesichert.

Die Detektion der Borrelien erfolgte Uber eine "semi-nested” PCR im OspA Gen, bel der
jeweils 3 Primer zum Einsatz kamen, wobei sich die beiden Primer in der Syntheserichtung 5'
zu 3 jeweils nur in einem Nukleotid unterschieden, um die Spezies B. afzelii, B. garinii,
Borrelia burgdorferi sensu stricto und B. valaisiana zu erfassen. Zur Speziesdifferenzierung
wurden 5 Restriktionsenzyme in einer RFLP-Analyse verwendet, wobei jedes Enzym nur die
OspA-DNA einer bestimmten Spezies schneidet.

Die totale Infektionsrate betrug 11,2% und im einzelnen fir Méannchen 21,4%, Weibchen
20,6% und Nymphen 8,6%. In jedem der 3 Gebiete wurden Borrelien nachgewiesen, so daf3
die Verteilung nicht so lokal wie bei den Ehrlichien zu sein scheint. Aufféllig war jedoch, dal3

in Dienstedt kein infiziertes Mannchen und insgesamt auch die niedrigste Infektionsrate

Zusammenfassung 89



Pravalenz von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexesin
Ixodes ricinus Zecken aus dem IImtal

gefunden wurde. Analog zur Infektion mit Ehrlichien waren ebenfalls mehr Adulte (21,0%)
als Nymphen (8,6%) infiziert.

Eine bereits fir das llmtal beschriebene saisonae Abhangigkeit der Borrelieninfektionen lief3
sich nicht ausreichend bestétigen. Es traten vielmehr zwel Haufigkeitsgipfel auf, je einer im
Monat Juli und Oktober.

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dal3 eine Borrelienspezies bevorzugt fur eine
klinische Manifestation beim Menschen verantwortlich ist. Im Restriktionsverdau der
insgesamt 34 Borrelien positiven Isolate waren die Spezies des Borrelia burgdorferi sensu
lato Komplexes in folgender Haufigkeit vertreten: 15 x B. garinii (44,1%), 7 x B. burgdorferi
sensu stricto (32,4%), 6 x B. afzelii (17,7%), 2 x B. valaisiana (5,9%), sowie 4 x eine
Koinfektion mit B. garinii und Borrelia burgdorferi sensu stricto (11,8%).

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie erhebt sich die Frage, ob eine mit der am
haufigsten nachgewiesenen Spezies B. garinii verbundene Neuroborreliose stérker vertreten
ist as eine mit Borrelia burgdorferi sensu stricto haufig assoziierte Lyme-Athritis oder eine
mit B. afzelii dominierend auftretende Hautmanifestation der Akrodermatitis chronica
athrophicans.

Von den 7 Ehrlichien positiven Zecken war bei 2 Tieren gleichzeitig eine Borrelieninfektion
nachweisbar. Die Speziesdifferenzierung ergab in beiden Falen die Infektion mit der Spezies
B. garinii, welcher auch insgesamt am haufigsten vorkam. Somit betrug die Koinfektionsrate
0,7% (2 von 305). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Veroffentlichungen anderer
Untersuchungen und 183 en nur zufdlliges Auftreten beider Erreger bzw. voneinander
unabhéngige Infektionsraten vermuten. Die vorliegenden Resultate und die aus
verdffentlichten Studien beschriebenen unterliegen bestimmten Einfluf3grofien, wie z.B. der
Dichte der Zeckenpopulation im Untersuchungsgebiet, der Vertellung der Zecken in der
Umwelt, den jahrlichen Dichteschwankungen der Nymphen-Populationen oder der
schwankenden Infektionsrate mit dem jeweiligen Pathogen. Aber auch die Dichte der
Wirtsorganismen fur die einzelnen Entwicklungsstadien der Zecken beeinfluld die Prévalenz
von Erregern im jeweiligen Gebiet. Der entscheidende Faktor fur variable Haufigkeiten der
Infektion mit Ehrlichien oder Borrelien konnte jedoch noch nicht identifiziert werden.

Diese Arbeit soll das Wissen uber die Gefahr der Ubertragung von Krankheitserregern durch
Zecken in Deutschland erweitern und dazu beitragen, das Auge der Arzte fiir entsprechend
haufig auftretende klinische Symptome zu schérfen, aber vielleicht auch Anstol? fir weitere

klinische Studien im Raum Thuringen sein.
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7. Anhang

a) Bsp. fur ein Alignment des nicht klonierten 151 bp Fragmentes in der NCBI-Datenbank:

= Probe 8:

Sequenz:
TAGATCCTTCT TAACGGAAGGGCGCAGT TCGECTGGATCTCGCACAGGT G

CTGCATGGCTGI CGTCAGCTCGT GT CGTGAGATGT TGGGT TAAGGT CCCG
CAACGAGCGTAACCCTCGXCCTTA

Vergleich in der Genbank:

Bsp.:

gb| AF286699. 1| AF286699 Ehrlichia platys 16S ri bosormal RNA gene, parti al
sequence
Lengt h = 1427

Score = 216 bits (109), Expect = 2e-54
Identities = 116/ 117 (99%, Gaps = 1/117 (0%
Strand = Plus / Plus

Query: 1

tagatccttcttaacggaagggcgcagtt
NERREREN RN RRRR Y
Shj ct: 941 tagatccttcttaacggaagggcgcagtt
Query: 61 gtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaa
NN RN RN RR R

Shj ct: 1001 gtcgtcagct cgt gt cgt gagat gtt gggttaa

g
|
-9
b) Sequenzergebnisse der nicht klonierten 151 bp Fragmente der Positivkontrolle und der

anderen positiven Proben:

= Positivkontrolle (eines an HGE erkrankten Patienten aus Minnesota):

TCCGTCAGGACT CGCCAGGT GCTCCATGECTGT CGTCAGCTCGTGTCGT G
AGATGT TGCGT TAAGT CCCGCAACGAGCGTAACCCTCATCCTTAGT TGCC
AGCGCGGTTAAGCCGGEECACTTA

= Probe 14:
AGGCTCGTATTGACCCAGACTCGACCTAACATCTTCACAGACACGAGCTG
ACGAACAGT CCATGCAGCACCTGTGCTAGATACCAGCGCGAACT CGCeaC

ACCTTCTCGT TAAGAAGGATCTATTCCGT TAAGAAGGATCTAATTTAGAT
CT
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= Probe 16:
TTCGCACAGGTGCCCGCATGGECTGIGCGTCAGCTACGTGTCGTGAGAAGT
TGGGTTAAGT TCCCGCAT CGAGCGTAACCCTCATCCTTAGTTGCCAG

= Probe 22:
GITTTCGCACTAGGTGTATAGAGATGTGCTGTCGTCAGCTCGTITTCGTGA
GTAAGT TGGGT TACAGT CCCGCAACGAGCGTCAACCTCTCATCCTTAGIT
GCGCAGCGGAGITAA

= Probe 72:
CGTTGCGGTACT TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCAT
GCAGCACCTGT GCGAGAACCAGCCGAACT GCGCCATTCCGT TAAGCAAGA
GAT

= Probe 84:
TGGTCTCGCACAGGT GCTGCATGGECTGICGTCAGCTCGT GTCGTGAGATG
TTGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGTAACCCTCATCCTTAGT TGCCAGCGG
GTTAAGCCGGGCACTTA

= Probe 238:

ACGCECTACGTATGTGEGTACT TAACTCACAACATACT CACGAGCACGAGC
TGACGACAGCCT TGCAGCACCT GTGCGAGTATCCAGCCGTAACTGTGCAC
ACTTACACAGTATTA

Abb. 7.1: Sequenzergebnisse der nicht klonierten PCR-Fragmente

In dieser Abbildung ist in a) anhand der Probe 8 ein Beispiel fur ein Alignment des nicht klonierten
kleinen PCR-Fragmentes dargestellt. AuRerdem sind in b) die Sequenzergebnisse der Positivkontrolle
und der anderen 6 positiven Proben wiedergegeben. Das Alignment wurde unter der Adresse
"http://www.ncbi.nim.nih.gov/" angefertigt.

Die obere Reihe, bezeichnet mit "Query", stellt das Resultat der eigenen Sequenzierung dar. Im
Vergleich dazu wird in der unteren Reihe, bezeichnet mit "Sbjct", die bereits in der GenBank
vorhandene Sequenz veranschaulicht. Die Prozentangaben beziehen sich auf den Grad der

Ubereinstimmung mit der ausgew&hlten Sequenz.

= Positivkontrolle: (eines an HGE erkrankten Patienten aus Minnesota):

151 bp Fragnent: Sequenz KLon 6

TAGATCCTTCT TAACGGAAGGGCGCAGT TCEECTGGATCTCGCACAGGT G
CTGCATGGECTGI CGTCAGCTCGT GT CGTGAGATGTI TGGGT TAAGT CCCGC
AACGAGCGT AACCCTCATCCTTAGT TGCCAGCGGEGT TAAGCCGEGECACT T
A

943 bp Fragment wurde nicht kloniert

Anhang 92



Préavalenz von Ehrlichien der Ehrlichia phagocytophila Genogruppe und Borrelien des Borrelia burgdorferi sensu lato Komplexesin
Ixodes ricinus Zecken aus dem IImtal

» Probe 8: Jena 8 (Accession No.: AJ313513)
151 bp Fragnent: Pl asm denden ohne Insert fusioniert
943 bp Fragrment und nicht kloniertes 151 bp PCR- Fragnent zusanmengeset zt:

b grofes Fragment CAAGCT TAACACATGCAAGT CGAACCCGATTATTCTTTATAGCT TGCTATA
AAGAATAGT TAGT GGCAGACGEGT GAGT AATGCATAGGAATCTACCTAGT
AGTATGGGATAGCCACT AGAAAT GGTGEGTAATACT GCATAATCCCTGCG
GCCGAAAGATTTATCGCTAT TAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TG
GIAGGGT AAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCT GGT CTGAGAGGAT
GATCAGCCACACT GGAACT GAGATACGGT CCAGACT CCTACGGEGAGGECAG
CAGT GCGCGAATATTGACCAAT GGGCGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCECG
TGAGI GAGGAAGCCCTTAGEGT TGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAA
TGACGGTACCT ACAGAAGAAGT CCCGECAAACT CCGT GCCAGCAGCCECG
GIAATACGGAGGGEECECAAGCGT TGT TCGGAAT TAT TGEGECGTAAAGGGCA
TGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGT GAAAT GCCAGECCTTAACCCTGGA
GCTGCTTTTAATACT GCCAGACT AGAGT CCCEGAGAGGATAGCGGAATTC
CTAGTGTAGAGGT GAAATTCGTAGATAT TAGGAGGAACACCAGT GGCGAA
GGECGECTATCTGGT CCGGT ACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GGGEGAGC
AAACAGGATTAGATACCCT GGTAGT CCACGCT GTAAACGATGAGTGCTGA
ATGIGGGGATTTTTTATCTCTGT GT TGTAGCTAACGCGT TAAGCACTCCG
CCTGGGGACTACGGT CGCAAGACTAAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEGACC
CGCCACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAATTCGAT GCAACGCGAAAAACCT
TACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGG

b kleines nicht TAGATCCTTCTTAACGGAAGGGCGCAGT
kloniertes TCGECTGGATCTCGCACAGGT GCTGCATGECT GTCGTCAGCTCGTGTCGT
Fragment GAGATGT TGEGT TAAGGT CCCGCAACGAGCGTAACCCTCGTCCTTA

= Probe 14: Jena 14 (Accession No.:AJ312941)
943 bp Fragment und 151 bp Fragnent zusamengeset zt:

b grofes Fragment CAAGCT TAACACATGCAAGT CGAACCCGATTATTCTTTATAGCT TGCTATA
AAGAATAGT TAGT GGCAGACGEGT GAGT AATGCATAGGAATCTACCTAGT
AGTATGGGATAGCCACTAGAAAT GGTGAGTAATACTGTATAATCCCTGCG
GCCGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TG
GIAGGGT AAAGGCCTACCAAGGCCGATGATCTATAGCT GGT CTGAGAGGAT
GATCAGCCACACT GGAACT GAGATACGGT CCAGACT CCTACGGEGAGGECAG
CAGT GCCGAATATTGGACAAT GGECGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCECG
TGAGI GAGGAAGCCCTTAGEGT TGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAA
TGACCGTACCT ACAGAAGAAGT CCCGECAAACT CCGT GCCAGCAGCCECG
GIAATACGGAGGEGEECECAAGCGT TGT TCGGAAT TAT TGEGECGTAAAGGGCA
TGTAGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGT GAAAT GCCAGGCECT TAACCCTGGAG
CTCCTTTTAATACT GCCAGACT AGAGT CCCCGAGAGGATAGCGGAATTCC
TAGTGTAGAGGT GAAAT TCGTAGATAT TAGGAGGAACACCAGT GBCGAAG
GCGECTATCTGGT CCGGTACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGT CCACGCT GTAAACGATGAGT GCTGAA
TGTGECGATTTTTTATCTCTGIGT TGTAGCTAACGCGT TAAGCACTCCGC
CTGGGGACTACGGT CGCAAGACTAAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGGACCC
GCACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAAAACCTT
ACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGG

b kleines Fragment TAGATCCTTCTTAACGGAAGGGCGCAGTT
CGGCTGAATCTCGCACAGGT GCTGCATGECTGT CGTCAGCTCGTGITCGT G
AGATGT TGGGTTAAGI CCCACAACGAGCGTAACCCTCATCCTTAGT TGCC
AGCCCGEGT TAACCGEECTCTT
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* Probe 16: Jena 16 (Accession No.: AJ313412)
151 bp Fragnment: Plasnid fusioniert ohne Insert
943 bp Fragment und nicht kloniertes 151 bp PCR-Fragnent zusamendeset zt:

b grofes Fragment CAAGCT TAACACATGCAAGT CGAACCCGATTATTCTTTATAGCT TGCTATA
AAGAATAGT TAGT GGCAGACGEGT GAGT AATGCATAGGAATCTACCTAGT
AGTATGGGATAGCCACT AGAAAT GGTGEGTAATACTGTATAATCCCTGCG
GCCGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGI TAGATTAGCTAGT TG
GIAGGGT AAAGGCCTACCAAGGCCATGATGTATAGCT GGT CTGAGAGGAT
GATCAGCCACACT GGAACT GAGATACGGT CCAGACT CCTACGGEGAGCECAG
CAGT GCCGAATATTGGACAAT GGECGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCECG
TGAGI GAGGAAGCCCTTAGEGT TGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAA
TGACGGTACCT ACAGAAGAAGT CCCGECAAACT CCGT GCCAGCAGCCECG
GIAATACGGAGGGEECECAAGCGT TGT TCGGAAT TAT TGEGECGTAAAGGGCA
TGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGT GAAAT GCCAGGCCTTAACCCTGGA
GCTGCTTTTAATACT GCCAGACT AGAGT CCCEGAGAGGATAGCGGAATTC
CTAGTGTAGAGGT GAAATTCGTAGATAT TAGGAGGAACACCAGT GGCGAA
GGECGECTATCTGGT CCGGT ACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GGGEGAGC
AAACAGGATTAGATACCCT GGTAGT CCACGCT GTAAACGATGAGTGCTGA
ATGIGCGEGATTTTTTATCTCTGT GT TGTAGCTAACGCGT TAAGCACTCCG
CCTGGGGACTACGGT CGCAAGACTAAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEGACC
CGCCACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAATTCGAT GCAACGCGAAAAACCT
TACCACTCCTTGACATGCGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGG

b kleines nicht AAGGGCGCAGT
kloniertes TCGECTGAATCTCGCACAGGT GCTGCATGECTGTCGT TCAGCTACGTGIC
Fragment GIGAGAAGT TGGGT TAAGT TCCCGCATCGAGCGT AACCCTCATCCTTAGT

TGCCAG

= Probe 22: Jena 22 (Accession No.: AJ312939)
943 bp Fragment und 151 bp Fragnent zusammengeset zt:

b grofes Fragment CAAGCT TAACACATGCAAGT CGAACCCGATTATTCTTTATAGCT TGCTATA
AAGAATAGT TAGT GGCAGACGEGT GAGT AATGCATAGGAATCTACCTAGT
AGTATGGGATAGCCACT AGAAAT GGTGEGTAATACTGTATAATCCCTGCG
GCCGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGI TAGATTAGCTAGT TG
GIAGGGT AAAGGCCTACCAAGCCGATGATCTATAGCT GGT CTGAGAGGAT
GATCAGCCACACT GGAACT GAGATACGGT CCAGACT CCTACGGEGAGCECAG
CAGTGECGAATATTGGACAAT GGGCGCAAGCCT GATCCAAGCTATGCCGEC
GIGAGT GAGGAAGCCCTTAGEGT TGTAAAACTCTTTCAGTAGCGAAGATA
ATGACGGTACCTACAGAAGAAGT CCCGGECAAACT CCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAAT ACGGAGGEEEECAAGCGT TGT TCGGAATTAT TGGECGT AAAGEEC
ATGTAGECGGT TCGGTAAGT TAAAGGT GAAAT GCCAGGGECT TAACCCT GG
ACCTCCTTTTAATACT GCCAGACT AGAGT CCCCGAGAGGATAGCGGAAT T
CCTAGTI GTAGAGGT GAAATTCGT GGATAT TAGGAGGAACACCAGT GGCGA
AGGCGGECTATCTGGT CCGGTACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GEGEGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT CCACGCTGTAAACGATGAGT GCTG
AATGTGECGATTTTTTATCTCTGI GT TGTAGCTAACGCGT TAAGCACTCC
GCCTGGEGGACT ACGGT CGCAAGACTAAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGGAC
CCGCACAAGCGGT GGAGCATGT GGTTTAAT TCGATGCAACGCGAAAAACC
TTACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGG

b kleines Fragment TTAGATCCTTCTTAACGGAAGGGCGCAG
TTCGECTGGATCTCGCACAGGT GCTGCATGECTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGT TGGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGTAACCCTCATCCGTAGI TG
CCAGCGGGT TAAGCCGGEGECACT T
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= Probe 72: Jena 72 (Accession No.: AJ312940)
943 bp Fragment und 151 bp Fragnment zusamengeset zt:

b grofes Fragment CAAGCT TAACACATGCAAGT CGAACCCGATTATTCTTTATAGCT TGCTATA
AAGAATAGT TAGT GGCAGACGEGT GAGT AATGCATAGGAATCTACCTAGT
AGTATGGGATAGCCACTAGAAAT GGTGEGTAATACTGTATAATCCCTGCA
GCCGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGI TAGATTAGCTAGT TG
GIAGGGT AAAGGCCTACCAAGCCGATGATCTATAGCT GGT CTGAGAGGAT
GATCAGCCACACT GGAACT GAGATACGGT CCAGACT CCTACGGEGAGGECAG
CAGT GCCGAATATTGGACAAT GGECGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCECG
TGAGI GAGGAAGCCCTTAGEGT TGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAA
TGACTGTACCT ACAGAAGAAGT CCCGECAAACT CCGT GCCAGCAGCCECG
GIAATACGGAGGGEECECAAGCGT TGT TCGGAAT TAT TGEGECGTAAAGGGCA
TGTAGGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGT GAAAT GCCAGGCCTTAACCCTGGA
ACTCCTTTTAATACT GCCAGACTAGAGT CCGCGAGAGGATAGCGGAATTC
CTAGTGTAGAGGT GAAATTCGTAGATAT TAGGAGGAACACCAGT GGCGAA
GGECGECTATCTGGT CCGGT ACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GGGEGAGC
AAACAGGATTAGATACCGT GGTAGT CCACGCT GTAAACGATGAGTGCTGA
ATGIGEGEGATTTTTTATCTCTGT GT TGTAGCTAACGCGT TAAGCACTCCG
CCTGGGEGACTACGGT CGCAAGACTAAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEGACC
CCCACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAATTCGAT GCAACGCGAAAAACCT
TACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGG

kleines Fragment TTAGATCCTTCTTAACGGAAGGTGCGCAG
TACGGCTGGATCTCGCACAGGT GCTGCATGECTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGT TGGEECTAAGT ATCCGCAACGAGCGTAACCCTCATCCTTAGI T
GGCAGCGGGT TAAACCGGEECTCTT

= Probe 84: Jena 84 (Accession No.: AJ312942)
943 bp Fragment und 151 bp Fragnment zusammengeset zt:

b grof3es Fragment CAAGCT TAACACATGCAAGT CGAACCGATTATTCTTTATAGCT TGCTATA
AAGAATAGT TAGT GGCAGACGEGT GAGT AATGCATAGGAATCTACCTAGT
AGTATGGGATAGCCACT AGAAAT GCCGECECAATACTGTATACTCCCTGCG
GCCGAAAGATTTATCGCTAT TAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TG
GIAGGGT AAAGGCCTACCAAGCCGATGATCTATAGCT GGT CTGAGAGGAT
GATCAGCCACACT GGAACT GAGATACGGT CCAGACT CCTACGGEGAGCECAG
CAGTGCCGAATATTGGACAAT GGECGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCECG
TGAGI GAGGAAGCCCTTAGEGT TGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAA
TGACCGTACCT ACAGAAGAAGT CCCGECAAACT CCGT GCCAGCAGCCECG
GIAATACAGAGGGEGEECAAGCGT TGT TCGGAAT TAT TGEGECGTAAAGGGCA
TGTAGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGT GAAAT GCCAGGCECT TAACCCTGGAG
CTGCTTTTAATACT GCCAGACT AGAGT CCCCGAGAGGATAGCGGAATTCC
TAGTGTAGAGGT GAAAT TCGTAGATAT TAGGAGGAACACCAGT GECGAAG
GCGECTATCTGGT CCGGTACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGI CCACGCT GTAAACGATGAGT GCTGAA
TGTGECGATTTTTTATCTCTGIGT TGTAGCTAACGCGT TAAGCACTCCGC
CTGGGGACTACGGT CGCAAGACTAAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGGACCC
GCACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAAAACCTT
ACCACTCCTTGACATGCGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGG

b kleines Fragment TTAGATCCTTCTTAACGGAAGGGCGCCAGIT
CGGCTGGATCTCGCACAGGT GCTGCATGECTGT CGTCAGCTCGTGITCGT G
AGATGT TGGGTTAAGI CCCCCAACGAGCGTAACCCTCATCCTTAGT TGCC
AGCGCGGTTAAGCCGEECACTT
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= Probe 238: Jena 238 (Accession No.: AJ313511)
943 bp Fragment und 151 bp Fragnment zusammengeset zt:

b grofes Fragment CAAGCT TAACACATGCAAGT CGAACCCGATTATTCTTTATAGCTTGCTATA
AAGAATAGT TAGT GGCAGACGEGT GAGT AATGCATAGGAATCTACCTAGT
AGTATGGGATAGCCACT AGAAAT GGTGEGTAATACT GCATAATCCCTGCG
GCCGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TG
GIAGGGT CAAGGCCTACCCAGECGATGATCTATAGCT GGT CTGAGAGGAT
GATCAGCCACACT GGAACT GAGATACGGT CCAGACT CCTACGGEGAGCECAG
CAGT GCGCGAATATTGGACAAT GGECGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCECG
TGAGI GAGGAAGCCCTTAGEGT TGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAA
TGACGGTACCT ACAGAAGAAGT CCCGECAAACT CCGT GCCAGCAGCCECG
GIAATACGGAGGGEECECAAGCGT TGT TCGGAAT TAT TGEGECGTAAAGGGCA
TGTAGCGGT TCGGTAAGT TAAAGGT GAAAT GCCAGGCECT TAACCCTGGAG
CTGCTTTTAATACT GCCAGACT AGAGT CCCCGAGAGGATAGCGGAATTCC
TAGTGTAGAGGT GAAAT TCGT GGATAT TAGGAGGAACACCAGT GECGAAG
GCGECTATCTGGT CCGGTACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCGGEGTAGT CCACGCT GTAAACGATGAGT GCTGAA
TGTGECGATTTTTTATCTCTGIGT TGTAGCTAACGCGT TAAGCACTCCGC
CTGGGGACTACGGT CGCAAGACTATAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEGACCC
GCACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAAAACCTT
ACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGG

b kleines Fragment TAGATCCTTCTTAACGGAAGGGCGCAGTT
CGGCTGGATCTCGCACAGGT GGTGTCGTGAGATGTI TGGGT TAAGT CCCGC
CTGCATGGCTGI CGT CAGCT CTAGT TGCCAGCGEEGT TAAGCCGEGECACTT
AACGAGCGTAACCCTCATCCTA

Abb.7.2.: Zusammensetzung der klonierten PCR-Fragmente

Diese Abbildung stellt die Sequenzergebnisse der klonierten kleinen und groRen PCR-Produkte im
Bereich des 16S rRNA Gens und die Zusammensetzung beider Teilbereiche dar, wobei die
Uberlappungsstelle jeweils hervorgehoben ist. In Probe 72 ist in der Uberlappungsstelle ein
aufgetretener Basenunterschied von ,G* im groBen Fragment und ,T* im kleinen Fragment
unterstrichen. Diese Base ,G" lag im Primerbereich (GERS3), konnte aber im klonierten grofRen
Fragment eindeutig als ,T“ identifiziert werden, weshalb in der zusammengesetzten Sequenz von
Jena 72 an dieser Stelle ein , T* steht.

Von der in der PCR verwendeten Positivkontrolle wurde nur das kleine Fragment kloniert, um die
Verbesserung der Resultate im Vergleich zur direkten Sequenzierung (Abb. 7.1.) aufzuzeigen. Bei
Probe 8 und Probe 16 ist die Klonierung des kleinen Fragmentes nicht gelungen. Daher wurde das
Ergebnis des direkten PCR-Produktes mit der Sequenz des klonierten 943 bp Fragmentes dieser

Proben zusammengesetzt. Allerdings sind beide Sequenzen dadurch insgesamt etwas kirzer.
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S (®)

= Anfang: grofles CAAGCTTAACACATGCAAGT CGAACCCGATTATTCTTTATAGCTTGCTATA
Fragment NSi 1 (ATGCAT)
AAGAATAGT TAGT GBCAGACGGGT GAGT AATGCATIAGGAATCTACCTAGT

AGTATGGGATAGCCACTAGAAAT GGTGAGTAATACTGTATAATCCCTGCG

(®)
=  Anfang: GCGGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGT TAGATTAGCTAGT TG
mittlerer Bereich Bcl 1 (TGATCA)

des grof3en GIAGGGTAAAGGCCT. ACOAATAGCT GGTCTGAGAGGAT
Fragmentes
GATCAGCCACACT GGAACT GAGATACGGT CCAGACT CCTACGGGAGECAG
Ssp 1 (AATATT)
CAGT (ISAOAATGGGCGCAAGCCT GATCCAGCTATGCCCCG

TGAGI GAGGAAGCCCTTAGEGT TGTAAAACTCTTTCAGTAGGGAAGATAA
Ksp I (CCGCGG)
TGACCGTACCTACAGAAGAAGT CCCBBCAAACT CCGT GCCAGCAGCOGCG

[GTAAT ACGGAGGGEGCAAGOGT TGT TOGGAAT TATTGGEGOGT AAAGGGCA
TGTAGOGGT TCGGTAAGT TAAAGGT GAAAT GCCAGGGCT TAACCCTGGAG
Eco RI(GAATTC)
CTGCTTTTAATACT GCCAGACT AGAGT COGGGAGAGGATAGOGGAATTAC
AFI 111 (ACRYGT)
TAGTGTAGAGGT GAAAT TCGT AGATAT TAGGAGGAACACCAGTIGEOGAAG
GCGGCTATCTGGTCCGGTACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GEGGAGCA

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGI CCACGCT GTAAACGATGAGT GCTGAA

() MIu 1(ACGCGT)

= Ende mittlerer TGTGGGGATTTTTTATCTCTGIGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGC
Bereich des Dra Il (RGGNCCY)
groRen CTGGGGACTACGGT CGCAAGACT AAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGACC]

Fragmentes
GCACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAAAACCTT
(~) (®)
= Endegrofies und ACCACTCCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGGCCCAGTT
Anfang: kleines
Fragment CCCCTGAATCTCGCACAGGT GCTGCATGECTGTCGT CAGCTCGTGTCGT G
(~)
* Endekleines  AGATGITGGGT TAAGT CCCACAACGAGCGT AACCCTCATCCTTAGT TGCC
Fragment

AGCCCGEGT TAACCGEECTCTT 3'

Abb. 7.3.: Vorschlag fir die Arbeit mit Restriktionsenzymen im amplifizierten DNA-Abschnitt

Diese Darstellung zeigt eine Auswahl mdglicher Restriktionsorte im amplifizierten Bereich des 16S
rRNA Gens am Beispiel von Jena 14 (Access. No: AJ312941), wobei diese im Vergleich der 7
Ehrlichien Sequenzen untereinander und mit der HGE Sequenz (Access.No: U02521) aus der NCBI-
Datenbank ausgewahlt wurden.

Unterstrichen sind jeweils die verwendeten Primersequenzen. Das groRe Fragment bezeichnet das
943 bp PCR-Produkt mit dem Primerpaar "el6Slarge.fw / el6Slarge.rv und das kleine Fragment das
151 bp PCR-Produkt mit den Primern "GER3 / GER4". Zusatzlich wurden die Primer "erlmitte.fw /

erlmitte2.rv" fur die Sequenzierung des mittleren Bereiches im grof3en Fragment verwendet. Die Pfeile
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(®) und (=) stehen flr die jeweilige DNA-Syntheserichtung in der entsprechenden Primerregion vom
5' zum 3' oder 3' zum 5' Ende. Eingerahmte Sequenzbereiche stellen mégliche Restriktionsstellen
innerhalb der Sequenz dar, das entsprechende Enzym ist jeweils mit dem dazugehdrigen
Restriktionsort in Klammern angegeben. Fir den Buchstaben N kénnen die Basen Arginin, Cytosin,

Guanin oder Thymidin stehen, fir R Adenin oder Guanin und fur Y Cytosin oder Thymidin.

Tab. 7.1. bis Tab. 7.3.:

Die dargestellten Kreuztabellen wurden fir die Anwendung des "Fisher exact testes’ und fir
die Abschétzung einer linearen saisonalen Trendentwicklung der Infektionsraten der Ixodes
ricinus Zecken mit Ehrlichien und Borrelien mit Hilfe des SPSS Programmes Version 10.0

verwendet.
= Ehrlichien
Kreuztabelle
ERGEBNIS
negativ positiv Gesamt
SEX Mannchen  Anzahl 27 1 28
% von SEX 96,4% 3,6% 100,0%
Weibchen  Anzahl 31 3 34
% von SEX 91,2% 8,8% 100,0%
Nymphe Anzahl 240 3 243
% von SEX 98,8% 1,2% 100,0%
Gesamt Anzahl 298 7 305
% von SEX 97,7% 2,3% 100,0%
= Borrelien
Kreuztabelle
ERGEBNIS
negativ positiv Gesamt
SEX Mannchen  Anzahl 22 6 28
% von SEX 78,6% 21,4% 100,0%
Weibchen  Anzahl 27 7 34
% von SEX 79,4% 20,6% 100,0%
Nymphe Anzahl 222 21 243
% von SEX 91,4% 8,6% 100,0%
Gesamt Anzahl 271 34 305
% von SEX 88,9% 11,1% 100,0%
Tab. 7.1.:

Kreuztabellen fur die Untersuchung der Signifikanzunterschiede der Infektionsraten mit Ehrlichien und
Borrelien in Ixodes ricinus Zecken beziiglich des Entwicklungsstadiums.
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= Ehrlichien
Kreuztabelle
ERGEBNIS
negativ positive Gesamt
REGION Bad Berka Anzahl 141 4 145
% von REGION 97,2% 2,8% 100,0%
Belvedere  Anzahl 77 3 80
% von REGION 96,3% 3,8% 100,0%
Dienstedt  Anzahl 80 80
% von REGION 100,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 298 7 305
% von REGION 97,7% 2,3% 100,0%
= Borrelien
Kreuztabelle
ERGEBNIS
negativ positiv Gesamt
REGION Bad Berka Anzahl 126 19 145
% von REGION 86,9% 13,1% 100,0%
Belvedere  Anzahl 72 8 80
% von REGION 90,0% 10,0% 100,0%
Dienstedt  Anzahl 73 7 80
% von REGION 91,3% 8,8% 100,0%
Gesamt Anzahl 271 34 305
% von REGION 88,9% 11,1% 100,0%
Tab. 7.2.:

Kreuztabellen fur die Untersuchung der Signifikanzunterschiede der Infektionsraten mit Ehrlichien und

Borrelien in Ixodes ricinus Zecken beziglich der drei Habitate Bad Berka, Belvedere und Dienstedt.
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= Ehrlichien

Kreuztabelle

ERGEBNIS
negativ positiv Gesamt

SAISON  Mai/Jduni Anzahl 122 1 123
% von SAISON 99,2% ,8% 100,0%

Juli/August Anzahl 107 2 109

% von SAISON 98,2% 1,8% 100,0%

September/Oktober  Anzahl 69 4 73

% von SAISON 94,5% 5,5% 100,0%

Gesamt Anzahl 298 7 305
% von SAISON 97,7% 2,3% 100,0%

= Borrelien
Kreuztabelle
ERGEBNIS
negativ positiv Gesamt

SAISON  Mai/Jduni Anzahl 113 10 123
% von SAISON 91,9% 8,1% 100,0%

Juli/August Anzahl 93 16 109

% von SAISON 85,3% 14,7% 100,0%

September/Oktober  Anzahl 65 8 73

% von SAISON 89,0% 11,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 271 34 305
% von SAISON 88,9% 11,1% 100,0%

Tab. 7.3.:

Kreuztabellen fur die Untersuchung der Signifikanzunterschiede der Infektionsraten mit Ehrlichien und

Borrelien in Ixodes ricinus Zecken beztiglich der saisonalen Entwicklung.
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