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1 Einleitung

Zecken gehoren zu den obligat blutsaugenden Arthropoden, welche je nach Spezies in
unterschiedlichen Habitaten vorkommen. In Mitteldeutschland sind die am weitesten
verbreiteten Arten der gemeine Holzbock (Ixodes ricinus) und die Auwaldzecke (Dermacentor
reticulatus) (RUBEL et al. 2023). Erstere ist in verschiedenen Lebensrdumen von
Waldgebieten, Gber Wiesen, hin zu stadtischen Rdumen zu finden (GRAY et al. 2021). Letztere
ist nicht gleichermalen tolerant und kommt hauptsachlich in Gelanden mit Heiden, Wiesen
und offenen Waldgebieten vor (MEDLOCK et al. 2017, KOHN et al. 2019). Beide Arten sind
dreiwirtige Ektoparasiten (FOLDVARI et al. 2016, KAHL und GRAY 2023). Wihrend alle
blutsaugenden Lebensstadien (Larve, Nymphe, Adulte) von |. ricinus aktiv auf Wirte lauern,
zeigen bei D. reticulatus nur die adulten Zecken diese Verhaltensweise (FOLDVARI et al. 2016,
KAHL und GRAY 2023). Die subadulten Lebensstadien (Larve, Nymphe) sind Nesthocker und
leben in den Bauen und Nestern ihrer Wirte (FOLDVARI et al. 2016). Die Hauptwirte der
subadulten Stadien beider Zeckenspezies sind vor allem Kleinsdauger. Die adulten Stadien
nutzen eher grofRere Sauger als Wirt (HORNOK 2017, OTRANTO et al. 2017). Zecken kdénnen
flir verschiedene Pathogene wie Viren, Bakterien und Protozoen, welche wahrend des
Blutsaugens auf den Wirt (Tier oder Mensch) libertragen werden, als Vektor dienen.
Kleinsdauger dienen als Reservoir fir viele dieser Pathogene, wie beispielsweise fiir Borrelia
burgdorferi sensu lato, die die haufigste zeckenibertragbare Krankheit in Europa (Lyme
Borreliose) auslosen kdnnen (TILLY et al. 2008, RIZZOLI et al. 2011, BURRI et al. 2014). lhre
Bedeutung als Reservoir fir die Bakterien Rickettsia spp. ist noch nicht endgiltig geklart
(SPRONG et al. 2009, BURRI et al. 2014). Durch die spezielle Rolle der Kleinsduger als Wirt
und/oder Reservoir kommt der Zusammensetzung des Habitats, nicht nur in Bezug auf das
Vorkommen und die Diversitat der Kleinsaugerspezies eine immense Bedeutung zu, sondern
konnte gleichzeitig auf das Vorkommen von Schildzecken mitsamt ihren Pathogenen
einwirken (KRAWCZYK et al. 2020).

Der GroRteil der obligat intrazellularen Rickettsien wird von Zecken Ubertragen, was die
numerisch groRte Gruppe, die Zeckenstichfieber-Gruppe (SFG), miteinschlieft (MERHEJ und
RAOULT 2011). Innerhalb der Zeckenpopulation werden Rickettsien hauptsachlich
transstadial, sexuell und transovariell Gbertragen (DEPLAZES et al. 2013, KARBOWIAK et al.

2016, RAVINDRAN et al. 2023). Die von Rickettsien ausgeldsten Zoonosen, die Rickettsiosen,



umfassen ein Spektrum von milden Grippesymptomen bis hin zu tddlichen Verldaufen. In
Deutschland vorkommende zeckenubertragene Rickettsienarten der SFG sind Rickettsia
helvetica, Rickettsia monacensis, Rickettsia raoultii, Rickettsia massiliae und Rickettsia slovaca
(DOBLER und PFEFFER 2012). Die von diesen Spezies ausgeldsten Rickettsiosen haben
meistens einen milden Verlauf (PAROLA et al. 2013, AZAGI et al. 2020, BUCZEK et al. 2020).

Verschiedene Zeckenarten werden mit verschiedenen Rickettsienarten assoziiert. So wird
Rickettsia helvetica hauptsachlich von [. ricinus Ubertragen, R. raoultii hauptsachlich von
Dermacentor-Arten wie z.B. D. reticulatus (BUCZEK et al. 2020, KNOLL et al. 2021b). Die
Pravalenz von Rickettsien in Zecken wurde intensiv in Abhdngigkeit von Faktoren wie Saison,
Lebensstadium und verschiedenen Landschaftsattributen untersucht (REYE et al. 2010,
SPITALSKA et al. 2014, KNOLL et al. 2021b). Seltener existieren demgegeniiber Studien aus
Europa, welche andere demographische Faktoren wie das Habitat der Zecken und das
Kleinsaugervorkommen, inklusive der Rickettsienpravalenz integrieren. Zusatzlich stellen
Studien Uber Ko-Infektionen von Rickettsien und Borrelien in Zecken und insbesondere in
Kleinsdugern eine Ausnahme dar (RAULF et al. 2018, KNOLL et al. 2021a). Ziel dieser Studie
war es daher, Zecken wund Kleinsduger aus verschiedenen Habitaten von
Untersuchungsstandorten um den Hainich-Diin Nationalpark in Thiringen zu untersuchen.
Dabei wurde neben der Verbreitung, der Rickettsienpravalenz in den Proben und der
Identifizierung der Rickettsienspezies, der Einfluss von landschaftlichen und individuellen
Faktoren auf die Rickettsienpravalenz untersucht. Dazu zdhlten bei Kleinsdaugern Saison,
Kleinsaugerspezies und Habitat und bei den Zecken Saison, Zeckenspezies, Lebensstadium und
Habitat. Des Weiteren wurden die Ko-Infektionsraten mit Rickettsia spp. und Borrelia spp. in

Zecken und Kleinsaugern analysiert.



2 Literaturtbersicht
2.1 Zecken

2.1.1 Taxonomie der Zecken

Zecken sind weltweit vorkommende obligat hamatophage Ektoparasiten. Sie gehéren dem
Stamm der Arthropoda (GliederfiiRer) an und sind eine Ordnung der Acari (Milben). Zecken
werden in die drei Familien eingeteilt: Ixodidae (Schildzecken), Argasidae (Lederzecken) und
Nuttalliellidae (PETNEY et al. 2017). Die Familie der Ixodidae umfasst hauptsachlich die sechs
Genera Amblyomma spp., Dermacentor spp., Haemaphysalis spp., Hyalomma spp.,
Ixodes spp. und Rhipicephalus spp.; die Familie der Argasidae die zwei Genera Argas spp. und
Ornithodoros spp.; und die Familie der Nuttalliellidae nur eine Spezies namens
Nuttalliella namaqua (BOULANGER et al. 2019). Zeckengenera der Ixodidae, die in
Deutschland als heimisch gelten, sind Ixodes spp., Dermacentor spp. und Haemaphysalis spp.
(RUBEL et al. 2021). Rhipicephalus spp. und Hyalomma spp. werden reisebedingt durch Hunde
beziehungsweise Zugvogel importiert. Es gilt jedoch als unwahrscheinlich, dass diese
Zeckengattungen unter derzeitigen klimatischen Bedingungen eine Population in Deutschland
aufbauen kénnen (PETNEY et al. 2012, RUBEL et al. 2021, UITERWIJK et al. 2021).

Die am haufigsten vorkommende und untersuchte Zeckenart in Mitteldeutschland ist der
gemeine Holzbock (/Ixodes ricinus, Linnaeus, 1758) der Gattung Ixodes spp. (RUBEL et al. 2021).
Im Jahr 2014 wurde eine eng verwandte Zeckenart beschrieben: Ixodes inopinatus (ESTRADA-
PENA et al. 2014). Die morphologischen Unterscheidungskriterien dieser beiden Spezies sind
nicht ausreichend voneinander abgrenzbar, um eine sichere Trennung der Spezies treffen zu
kdnnen (ROLLINS et al. 2023). Haufig werden 1. ricinus und I. inopinatus deshalb (unter dem
Begriff Ixodes ricinus-Komplex) zusammengefasst betrachtet. In Deutschland vorkommende
Zecken der Gattung Dermacentor spp. sind die Auwaldzecke (Dermacentor reticulatus,
Fabricius, 1794) und die Schafzecke (Dermacentor marginatus, Sulzer, 1776) (RUBEL et al.
2023).

2.1.2 Habitat der Zecken

In Europa werden Zecken vom Mittelmeer bis Nordskandinavien gefunden (HVIDSTEN et al.
2014). Mitteldeutschland befindet sich in der gemaRigten Klimazone. Das von D. reticulatus
bevorzugte Habitat umschlieBt Weiden, Straucher, Wiesen und offene Waldgebiete (NOWAK-
CHMURA und SIUDA 2012, KOHN et al. 2019). Adulte Individuen von |. ricinus sind



unterschiedlichen Vegetationen gegeniiber tolerant. Sie kommen in verschiedenen Waldern
und Geblischen vor (NOWAK-CHMURA und SIUDA 2012). Alle Lebensstadien benétigen jedoch
eine relative Luftfeuchte von lber 80 % (NOWAK-CHMURA und SIUDA 2012). Besonders die
subadulten Stadien sind empfindlich gegenliber Austrocknung bei héheren Temperaturen und
Trockenheit. Wahrend des Ausharrens auf potenzielle Wirte, lauern die Zecken nach
Erklimmen der Vegetation in einem ungeschitzten, exponierten Zustand (DEPLAZES et al.
2013). Fur die Wiederherstellung eines ausbalancierten Wasserhaushalts ziehen sie sich in die
obere Laubschicht zuriick. In dieser Schicht ist Schutz vor direkter Sonneneinstrahlung
gegeben und eine hohere relative Luftfeuchte vorhanden. Aufgrund ihrer besonderen
Anfalligkeit sind subadulte Lebensstadien dieser Zeckenspezies vermehrt in dichteren

Waldgebieten und weniger in Wiesen zu finden (PERRET et al. 2000).

2.1.3 Lebenszyklus, Blutmahlzeiten, Wirte

Die vier Entwicklungsstadien der Zecke sind Ei, Larve, Nymphe und Adulte (weiblich und
mannlich). Larve, Nymphe und Adulte sind dabei aktive Lebensstadien, die Blut saugen. Nach
jeder Blutmahlzeit erfolgt eine Hautung und Weiterentwicklung zum ndchsten
Lebensstadium, beziehungsweise im Falle des Weibchens die Kopulation und Eiablage
(APANASKEVICH et al. 2013). Mannliche Zecken haben ein Schild, welches den ganzen Riicken
bedeckt und nehmen daher kein, beziehungsweise nur eine geringe Menge Blut auf (OLIVER
JR 1989).

Die meisten Schildzecken haben einen Lebenszyklus, der drei Wirte umschlieRt
(APANASKEVICH et al. 2013). Anhand der Art der Wirtsbeschaffung lassen sich Schildzecken in
exophile Zecken (z.B. I. ricinus und Ixodes persulcatus) und endophile Zecken (z.B. Ixodes
hexagonus) einteilen (GRAY et al. 2014, RANDOLPH 2014). Bei manchen Arten zeigen die
subadulten Zeckenstadien ein endophiles Verhalten, die adulten ein exophiles (z.B.
D. reticulatus) (MEDLOCK et al. 2017). Exophile Zecken warten in der Vegetation auf Kontakt
mit ihrem Wirt (MEJLON und JAENSON 1997). Endophile Zecken leben in unmittelbarer Nahe
beziehungsweise innerhalb von Bauen oder Hausern der Wirte (WALKER 2018). Da auf dem
Wirt ausschlief8lich Blutaufnahme und Kopulation stattfindet, verbringen Schildzeckenarten
mehr als 90 % (/. ricinus: = 99 %) ihres Lebens abseits des Wirts (DEPLAZES et al. 2013, KAHL
und GRAY 2023).

Wirte werden von Zecken hauptsachlich mithilfe des Hallerschen Organs gefunden. Dieses

liegt am Tarsus des ersten Beinpaars und ist mit Sensillen ausgestattet, welche unter anderem
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Temperatur, Vibrationen, und Duftstoffe wahrnehmen kdnnen. Des Weiteren kdnnen
chemische Verbindungen wie CO. Uber spezielle Rezeptoren wahrgenommen werden
(DEPLAZES et al. 2013). Exophile Zecken erklimmen die Vegetation, exponieren aktiv ihre
Hallerschen Organe um einen Wirt zu detektieren und warten bis ein solcher sie abstreift. Auf
dem Wirt suchen sie eine passende Stichstelle, insbesondere Korperregionen mit wenig Haar
und didnner Haut (KIFFNER et al. 2011). Mit ihren Schneidewerkzeugen, den Chelizeren,
eroffnen sie die Epidermis, um ihr Hypostom zur Blutaufnahme in die untere Hautschicht
einzufihren (BOULANGER et al. 2019). Durch die Produktion von antiinflammatorischen
Substanzen im Speichel bleiben die Stiche meist unbemerkt (BLANTON 2019).

Nachdem sie vollgesogen sind, lassen sie sich abfallen und haduten sich entweder zum
nachsten Lebensstadium oder legen im Falle des Weibchens Eier an einem geschiitzten
Standort. Ixodes ricinus Weibchen legen etwa 3000 Eier, die von D. reticulatus 3000-4500 Eier
(DEPLAZES et al. 2013). Mannchen suchen meist lediglich zum Zwecke der Paarung einen Wirt
auf. Bei der Wirtauswabhl sind . ricinus Zecken sehr tolerant. Larven haben im Vergleich zu
Nymphen und adulten Zecken einen geringeren Aktionsradius und sind vor allem auf
Kleinsaugern wie Nagern und Insektenfressern zu finden, ebenfalls auf Vogeln und Reptilien.
Nymphen und adulte Zecken finden sich zusatzlich vermehrt auf groReren Saugern (DEPLAZES
et al. 2013). Das Wirtspektrum der subadulten D. reticulatus Zecke umschlieRt hauptsachlich
Kleinsduger. Das des adulten Stadiums auch grofRere Wirte (DEPLAZES et al. 2013). Die
Blutmahlzeiten dauern fiir Larven 3-6 Tage, flir Nymphen 3-10 Tage und fir Weibchen 6-12
Tage. Die genaue Dauer ist hierbei abhdngig von verschiedenen Faktoren wie Spezies,

Temperatur und Wirt (APANASKEVICH et al. 2013).

2.1.4 Transmissionswege von Pathogenen innerhalb einer Zeckenpopulation

Zecken sind Reservoire und Vektoren vieler Pathogene mit grofler human- und
veterinarmedizinischer Relevanz. Unter anderem handelt es sich um Viren, Protozoen,
Bakterien und Parasiten. Von besonderer Bedeutung innerhalb der Bakterien sind Borrelien,
Neoehrlichien und Rickettsien zu nennen. Im Verlauf der Blutmahlzeit werden Pathogene (iber
den Zeckenspeichel auf den Wirt Gibertragen. Hierbei unterscheiden sich die Zeitpunkte der
Ubertragung der Pathogene teilweise erheblich. Wahrend die Transmission des Frithsommer-
Meningoenzephalitis (FSME)-Virus bereits kurz nach dem Stich beginnt, dauert es bei einer
mit Borrelia spp. infizierten Zecke zunichst einige Stunden bevor eine Ubertragung stattfindet

(DOBLER et al. 2012).



Innerhalb der Zeckenpopulation kénnen Pathogene Uber verschiedene Wege Ubertragen
werden: transstadial, transovariell und sexuell. Dabei kdnnen nicht alle Pathogene Uber jeden
dieser Transmissionswege Ubertragen werden. Wenn eine Infektion auch nach der
Weiterentwicklung zur nachsten Entwicklungsstufe der Zecke weiter besteht, spricht man von
transstadialer Ubertragung (DEPLAZES et al. 2013). Beispiele fiir Pathogene, bei denen es
unter anderem zu dieser Art der Ubertragung kommt, sind Rickettsien und das FSME-Virus
(KARBOWIAK und BIERNAT 2016, KARBOWIAK et al. 2016). Transovarielle Ubertragung ist die
Weitergabe der Pathogene von Weibchen auf ihre Eier, wie sie beispielsweise bei einigen
Rickettsien und Babesien vorkommt (RAVINDRAN et al. 2023). Bei der transspermalen
beziehungsweise sexuellen Ubertragung sind die Spermatophoren des Méinnchens mit
Pathogenen, wie beispielsweise Rickettsien, infiziert, und gehen wahrend der Kopulation auf
das Weibchen lber (DEPLAZES et al. 2013). Eine besondere Form der Pathogeniibertragung
zwischen zwei Zecken ist das Co-feeding (Simultan-Infestation). Bei dieser Art der Ubertragung
hat der Wirt keine systemische Infektion und die Ubertragung findet lediglich zwischen sehr
nah nebeneinander blutsaugenden Zecken statt (DEPLAZES et al. 2013). Unter anderem bei
Borrelien und dem FSME-Virus kann es zu dieser Form der Ubertragung kommen (LABUDA et

al. 1993, GERN und RAIS 1996).

2.1.5 Vektorfunktion von Ixodes ricinus

Ixodes ricinus fungiert als Vektor fir eine Vielzahl von Pathogenen. Viele davon sind Zoonosen.
Unter den viralen Pathogenen sind das FSME-Virus und das Louping-ill-Virus (LIV) zu nennen,
beide gehoren zu der Gruppe der Flaviviren. Das FSME-Virus ist von Ostasien (Japan) bis
Westeuropa (Frankreich) verbreitet und 16st neurologische Symptome unterschiedlichen
Ausmalies bei Menschen und teilweise auch bei Tieren aus (MANSFIELD et al. 2009, DOBLER
et al. 2012). Das LIV findet sich in den Gebieten GroRbritanniens und Irland und ist ebenfalls
eine Zoonose mit neurologischen Symptomen. Wahrend sie vor allem bei Schafen Symptome
auslost, kommt sie beim Menschen sehr selten vor (JEFFRIES et al. 2014).

Fir eine Vielzahl von Bakterien fungiert I. ricinus als Vektor. Anaplasma phagocytophilum
kommt in der nérdlichen Hemisphare in den gleichen Gebieten vor, in denen Ixodes-Zecken
endemisch sind. Das Bakterium infiziert eine Reihe von Saugern wie Wiederkduer, Pferde und
Menschen. Die Symptome der Anaplasmose sind unspezifisch. Sie umschlieBen meistens
fiebrige Zustande, Anorexie und zumindest bei Menschen ebenfalls weitere unspezifische
grippedhnliche Symptome wie Muskel- und Kopfschmerzen (STUEN et al. 2013).
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Zu der Bakteriengruppe Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) gehdrende Spezies konnen die
Lyme Borreliose auslésen. Die Lyme Borreliose ist durch ihren Vektor Ixodes spp. auf der
gesamten Nordhalbkugel verbreitet und ist die relevanteste von Zecken Ubertragene
Krankheit in diesem Gebiet. Sie manifestiert sich in unterschiedlichen Organen, wonach sich
auch die Symptome stark unterscheiden koénnen. Mdglich sind kardiologische,
dermatologische, arthrologische und neurologische Symptome (BOULANGER et al. 2019).

Die von [. ricinus Ubertragenen Arten von Rickettsien sind Rickettsia helvetica und Rickettsia
monacensis (siehe auch Kapitel 2.3). Rickettsia helvetica kann bei Menschen unterschiedliche
unspezifische Grippesymptome auslosen. Rickettsia monacensis 16st selten eine Rickettsiose
aus. Beide Rickettsienarten sind in Mitteleuropa vertreten (AZAGI et al. 2020).

Auch die Neoehrlichiose wird in Europa von I. ricinus Gbertragen. Sie wird durch das Bakterium
Neoehrlichia mikurensis ausgeldst und ist eine eher seltene Erkrankung mit unspezifischen
Symptomen, die Fieber und angiologische Erscheinungen einschlieen. Besonders
immunsupprimierte Personen sind betroffen (SILAGHI et al. 2016).

Die in Deutschland meldepflichtige schwere Erkrankung Tulardamie ist eine Zoonose, welche
Nagetiere und Hasenartige betrifft. Ein Stich durch Zecken ist nur einer der moglichen
Infektionswege, welcher spater auch den Krankheitsverlauf festlegt. Tulardmie wird durch das
Bakterium Francisella tularensis ausgelost (KINGRY und PETERSEN 2014).

Die einzigen nennenswerten von /. ricinus ibertragenen Parasiten sind die intraerytrozytaren
Babesien, die bei Menschen und Tieren die Babesiose auslosen konnen. Zu den von . ricinus
Ubertragenen Spezies zahlen unter anderem Babesia divergens, Babesia venatorum, und
Babesia microti. Symptome kénnen Fieber und lkterus mit Andmie sein (BOULANGER et al.

2019).

2.1.6 Vektorfunktion von Dermacentor reticulatus

Auch D. reticulatus spielt bei der Verbreitung vieler Pathogene eine tragende Rolle, unter
ihnen das FSME-Virus, wenngleich noch nicht geklart werden konnte, ob in gleichem Malie
wie . ricinus (SIDORENKO et al. 2021). Ebenfalls (ibertragt diese Zeckenart die beiden
bakteriellen Erreger Rickettsia slovaca und Rickettsia raoultii, welche das Syndrom , SENLAT“
auslosen konnen (siehe auch Kapitel 2.3). Das Akronym steht im Englischen fiir ,scalp eschars
and neck lymphadenopathy after tick bite“, welches auch seine Symptome beschreibt
(FOISSAC et al. 2013). Genauso wie [ ricinus Ubertragt D. reticulatus das Bakterium

F. tularensis (BOULANGER et al. 2019).



Die beiden Parasiten Theileria equi und Babesia caballi |6sen bei Pferden die Krankheit Equine
Piroplasmose aus und werden in Europa unter anderem von Dermacentor spp. Ubertragen.
Symptome beinhalten lkterus, Odeme an den GliedmaRen und Fieber (ROCAFORT-FERRER et
al. 2022). Babesia canis ist einer der Erreger der Kaninen Babesiose und 16st bei Hunden unter
anderem eine sehr schwere Thrombozytopenie und Andamie aus. Der einzellige Parasit ist vor
allem im mediterranen Europa bis Stiddeutschland verbreitet, wandert allerdings mit seinem

Vektor D. reticulatus auch in noérdlichere Gebiete (WEINGART et al. 2023).

2.2 Kleinsauger

2.2.1 Taxonomie

Die Klasse der Sdugetiere (Mammalia) umfasst derzeit 6544 dokumentierte noch erhaltene
Arten, die meisten davon Kleinsduger (UPHAM et al. 2023). Kleinsduger umfassen mehrere
Ordnungen. Davon sind Nagetiere (Rodentia) mit 2652 lebenden Arten die umfangreichste
Ordnung, gefolgt von Fledertieren (Chiroptera) mit 1460 Arten, und Insektenfressern
(Eulipothyphla) mit 569 Arten (UPHAM et al. 2023).

In der Ordnung der Nagetiere existieren in Deutschland 34 Arten (MEINIG et al. 2020). Die
Gattungen Apodemus (Familie der Echten Mause (Muridae)), Microtus und Clethrionomys
(beide zugehorig der Familie der Wihimause (Cricetidae)) sind in dieser Ordnung die am
haufigsten vorkommenden. In Deutschland vorkommende wichtige Vertreterinnen der
Gattung Apodemus sind die Gelbhalsmaus (Apodemus flavicollis), die Waldmaus (Apodemus
sylvaticus) und die Brandmaus (Apodemus agrarius) (AULAGNIER et al. 2008). Von der
Alpenwaldmaus (Apodemus alpicola) gibt es kaum Nachweise in Deutschland (MEINIG et al.
2020). Die einzige Art der in Deutschland vorkommenden Clethrionomys ist die Rotelmaus
(Clethrionomys glareolus) (AULAGNIER et al. 2008). Mit Gber 20 Arten ist die Gattung der
Microtus sehr umfangreich (AULAGNIER et al. 2008). In Deutschland kommen vier Arten vor:
die Feldmaus (Microtus arvalis), die Erdmaus (Microtus agrestis), die Bayerische
Kleinwiihlmaus (Microtus liechtensteini bavaricus) und die Kleinwiihimaus (Microtus
subterraneus) (MEINIG et al. 2020). Die einzige in Deutschland vertretene Art der Gattung
Arvicola ist die Schermaus (Arvicola amphibius) (AULAGNIER et al. 2008).

In der Ordnung der Insektenfresser ist die Familie der Spitzmause (Soricidae) mit neun Arten
in Deutschland vertreten (MEINIG et al. 2020). Die Gattung der Sorex umfasst 14 Arten, davon

kommen 4 in Deutschland vor: die Alpenspitzmaus (Sorex alpinus), die Schabrackenspitzmaus
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(Sorex coronatus), die Waldspitzmaus (Sorex araneus) und die Zwergspitzmaus (Sorex
minutus) (AULAGNIER et al. 2008, MEINIG et al. 2020). Die Feldspitzmaus (Crocidura
leucodon), die Gartenspitzmaus (Crocidura suaveolens) und die Hausspitzmaus (Crocidura
russula) sind die einzigen in Deutschland vorkommenden Arten der ansonsten sehr
umfangreichen Gattung Crocidura (AULAGNIER et al. 2008, MEINIG et al. 2020, HARING et al.
2023). Im Folgenden wird eine Auswahl von 10 in Deutschland vorkommenden Arten
beschrieben, welche aus epidemiologischer Sicht flir zoonotische Krankheitserreger von

Bedeutung sind.
2.2.2 WihIimause der Gattung Microtus

2.2.2.1 Habitat

Microtus arvalis kommt fast in ganz Europa vor (HAUER et al. 2009). Sie meidet geschlossene
Wilder und findet sich vor allem in offenem Grasland, Acker und Waldrandern (VON
BLANCKENHAGEN und STADTLER 2011). Microtus agrestis ist etwas gréRer als M. arvalis und
findet sich in groflen Teilen Nord- und Mitteleuropas und Asiens. In Siid- und Westeuropa
handelt es sich bei Populationen vermutlich um kryptische Arten (AULAGNIER et al. 2008).
Obwohl M. agrestis in verschiedenen Habitaten vorkommt, bevorzugt sie eine dichte

Krautschicht (HAUER et al. 2009).

2.2.2.2 Rolle als Reservoir und Vektor von Zoonosen

Microtus spp. dient fir verschiedene Bakterien als Reservoir und/oder Vektor. Diese Gattung
gilt beispielsweise als Hauptreservoir und Vektor der Bakterien Leptospira spp., deren
verschiedene Spezies sich teilweise stark in der Pathogenitdt unterscheiden (JESKE et al.
2021). Die sich méglicherweise manifestierende Zoonose heiRt Leptospirose. Die Ubertragung
findet direkt Gber den Kleinsauger oder Gber Kontakt durch infektiésen Urin in der Umgebung
wie Wasser oder Untergrund statt. Es kénnen milde Symptome entstehen, die der Grippe
ahneln, bis hin zu schwerwiegenden Erkrankungen mit Fieber, lkterus und multipler
Organdysfunktion (SCHMIDT et al. 2021). Des Weiteren fungieren Microtus spp. als Reservoir
fur die Bakterien B. burgdorferi s.I. (KROL et al. 2022). Microtus spp. gelten auBerdem als
Reservoir fiir die Bakterien Bartonella spp., von denen manche Spezies die Zoonose
Bartonellose auslésen (TOLKACZ et al. 2018). Die Symptome sind je nach Erreger und
Immunstatus der betroffenen Person vielfdltig. Es kann unter Anderem zu Endokarditis und

wiederkehrenden Fieberschiilben kommen (LAMAS et al. 2008).



Bei der Betrachtung von zoonotisch relevanten Parasitosen spielt die Gattung Microtus vor
allem als Reservoir fir den intraerytrozytiren Parasiten B. microti eine tragende Rolle
(KARBOWIAK 2004). AuBerdem sei der Fuchsbandwurm (Echinococcus multilocularis)
genannt. Dieser befallt wahrend seines Lebenszyklus verschiedene Kleinsauger, vorzugsweise
Wihlmause, als Zwischenwirte. Insbesondere M. arvalis scheint ein Hauptvektor der
Fuchsbandwurmeier zu sein (ROMIG et al. 2017). Die Zoonose, die durch diesen Erreger
ausgeldst wird, wird alveoldre Echinokokkose genannt. Die den Menschen als Fehlwirt
infizierenden Fuchsbandwirmer lassen sich wahrend ihres Lebenszyklus als Metazestoden in
vorzugsweise Leber, auch Lunge, nieder. Anfangs sind diese sehr klein und die Wirte
asymptomatisch. Die auf eine enorme VergréRerung folgenden Symptome sind abhangig von
der GroRe der Zysten, welches Organsystem befallen ist, dem Aktivitatsstatus und der Zyste
umgebende Organstrukturen (ECKERT und DEPLAZES 2004).

AuRerdem ist Microtus spp. relevant bei der Ubertragung einiger Viren. Das Tulavirus ist ein
Hantavirus, welches hauptsachlich von M. arvalis lbertragen wird. Molekularbiologische
Nachweise des Tulavirus in erkrankten Personen gibt es nur in Einzelfdllen. Mogliche
Symptome sind insbesondere Fieber, Kopfschmerz und renale Dysfunktion (HOFMANN et al.

2021). Eines der Reservoire des FSME-Virus stellt Microtus spp. dar (MICHELITSCH et al. 2019).
2.2.3 Die Wilhimause Clethrionomys glareolus und Arvicola amphibius

2.2.3.1 Habitat

Ein typischer Vertreter der Kleinsauger des Waldes ist der Nager Cl. glareolus. Die Spezies
bevorzugt Walder mit Gppigen Krautschichten (HAUER et al. 2009). Als Ubiquist besiedelt sie
bei Fehlen anderer Wiihimduse allerdings auch andere, vielfdltige Lebensraume. Wenige
Mausearten sind dhnlich weit in Europa verbreitet wie die Rotelmaus (AULAGNIER et al. 2008).
Die ebenfalls den Wihlmadusen zugehodrige grofle Wihlmaus A. amphibius findet sich
besonders in der Nahe von Flissen oder stehendem Gewasser, ebenfalls in Dauergriinland
(HAUER et al. 2009). Sie ist insbesondere in Zentral- und Osteuropa verbreitet (AULAGNIER et
al. 2008).

2.2.3.2 Rolle als Reservoir und Vektor von Zoonosen

Fir einige Bakterien mit zoonotischer Bedeutung spielt Cl. glareolus eine Rolle. Unter
anderem dienen Individuen von Cl. glareolus als Reservoir fir die Bakterien B. burgdoferi s.I.

(PIESMAN und GERN 2004). Gleich Apodemus spp. wird auch Cl. glareolus von den Bakterien
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Bartonella spp. und A. phagocytophilum als Reservoir genutzt (STUEN et al. 2013, OBIEGALA
et al. 2021).

Aullerdem fungiert die Rotelmaus als einer der Hauptvektoren fiir den Fuchsbandwurm
(ROMIG et al. 2017). Die Rolle als Reservoir fiir den Parasit B. microti scheint untergeordnet
(KARBOWIAK 2004).

Clethrionomys glareolus ist Vektor des zu den Hantaviren gehdérenden Puumalavirus. Die
Infektion erfolgt auf direktem oder indirektem Weg durch Kontakt mit den Tieren. Eine grol3e
Rolle bei der Ubertragung nimmt hier die Bildung von Aerosolen mit infiziertem Kot oder Urin
ein, welche von Menschen besonders wahrend der landwirtschaftlichen Arbeit oder als Staub
in landlichen Gebduden eingeatmet wird (LEBECQUE und DUPONT 2020). Das Puumalavirus
kann eine milde Form des hamorrhagischen Fiebers mit renalem Syndrom auslésen, welches
Nephropathia epidemica genannt wird. Es kann zu Fieber, Kopfschmerz, gastrointestinalen
Symptomen, beeintrachtigter Nierenfunktion und eingeschrankten Visus kommen
(VAPALAHTI et al. 2003). Clethrionomys glareolus gilt auRerdem als Reservoir fiir das FSME-
Virus (MICHELITSCH et al. 2019, BRANDENBURG et al. 2023)

Die Spezies A. amphibius ist nicht im selben Ausmal} verbreitet, weshalb auch lber die
Belastung mit Krankheitserregern weniger Daten vorliegen. lhre Bedeutung scheint aufgrund

dessen sehr gering.
2.2.4 Echte Mause der Gattung Apodemus

2.2.4.1 Habitat

Eine der in Europa am weitesten verbreitete Apodemus spp. ist A. flavicollis (AULAGNIER et al.
2008). Sie bewohnt hauptsachlich Waldgebiete. Insbesondere unterholzreiche Misch- und
Laubwalder mit Altbaumbestdnden sind bei dieser Spezies beliebt (HAUER et al. 2009). Eine
weitere weit verbreitete Spezies dieser Gattung ist A. sylvaticus. Entgegen ihrem Namen zeigt
sie keine exklusive Verbundenheit zu Waldgebieten, fuhlt sich in verschiedenen Habitaten
wohl und meidet sogar tiefe Walder (AULAGNIER et al. 2008). Das Verbreitungsgebiet der
Spezies A. agrarius erstreckt sich von Nord-/Ostdeutschland in den Osten bis Russland
(AULAGNIER et al. 2008). Sie lebt in einer Vielzahl von Habitaten, bevorzugt allerdings eine
gewisse Feuchtigkeit (HAUER et al. 2009).
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2.2.4.2 Rolle als Reservoir und Vektor von Zoonosen

Apodemus spp. sind Reservoirwirte und/oder Vektoren fiir einige zoonotische Bakterien. Tiere
der Gattung Apodemus fungieren wie Microtus spp. ebenfalls als Reservoir flr Leptospiren
(JESKE et al. 2021). Auch die Spirochaten B. burgdorferis.l. nutzen Apodemus spp. als Reservoir
(GERN et al. 1998). Durch Vektoren werden die Bakterien auf einen weiteren Wirt Gbertragen
und kdénnen zum Beispiel die Lyme Borreliose auslésen (PIESMAN und GERN 2004).
Vertreterinnen des Genus Apodemus dienen als Reservoir fiir die Bakterien Bartonella spp.
von unterschiedlicher Pathogenitdt (OBIEGALA et al. 2021). Obwohl vor allem GroBwildarten
Reservoirwirte von A. phagocytophilum sind, gibt es auch viele Nachweise in Nagern wie
Apodemus spp., die eine Reservoirfunktion dieser Familie nahelegen (STUEN et al. 2013).

Die Bedeutung von Apodemus spp. in zoonotischen Parasitosen scheint sehr gering. Daten
Uber Infektionen mit dem Fuchsbandwurm sind rar und existieren lediglich Gber A. agrarius.
Insgesamt scheint dieses Genus eine untergeordnete Rolle in dessen Lebenszyklus zu spielen
(ROMIG et al. 2017). Auch als Reservoir fiir B. microti wird diesem Genus eine geringere
Bedeutung beigemessen als dem Hauptreservoir Microtus spp. (KARBOWIAK 2004).

Auch einige Viren fallen in das Reservoir und/oder in den Vektorbereich der Apodemus spp..
Das Dobrava-Belgrad-Virus wird von A. flavicollis Gibertragen. Das Saaremaa-Virus wird von
A. agrarius Ubertragen und wurde als humane Infektion nur in Einzelfdllen serologisch
nachgewiesen. Die Ubertragung der Hantaviren erfolgt normalerweise durch Inhalation von
Aerosolen mit infizierten Ausscheidungen der Kleinsauger. Die Infektionen kénnen subklinisch
bis tddlich verlaufen. Klinisch kann sich die Infektion als hamorrhagisches Fieber mit renalem
Syndrom darstellen (AVSIC-ZUPANC et al. 2019). Eine weitere Reservoirfunktion nimmt

insbesondere A. flavicollis in Europa flr das FSME-Virus ein (MICHELITSCH et al. 2019).
2.2.5 Spitzmause: Sorex spp. und Crocidura russula

2.2.5.1 Habitat

Sorex araneus ist in Europa weit verbreitet. In Stidwesteuropa findet sie sich allerdings
ausschlieBlich in den Bergen (AULAGNIER et al. 2008). Sie ist vielen Habitaten tolerant
gegenlber, solange eine ausreichende Feuchtigkeit vorhanden ist. Innenstadte und grole
Felder werden von dieser Spezies gemieden. Das Verbreitungsgebiet als auch das bevorzugte
Habitat von S. minutus stimmt mit dem von S. araneus tiberein (HAUER et al. 2009). Crocidura

russula besiedelt Stidwesteuropa bis nordliche Teile Marokkos (AULAGNIER et al. 2008). Sie

12



fahlt sich in feuchteren Habitaten wohl, findet sich vermehrt in Siedlungen, beziehungsweise

Siedlungsnahe, und meidet Walder (AULAGNIER et al. 2008, HARING et al. 2023).

2.2.5.2 Rolle als Reservoir und Vektor von Zoonosen

Die Vertreterinnen von Sorex spp. finden in Studien haufig nicht so intensive Beachtung wie
ihre sympatrischen Kleinsdauger. Sorex araneus und S. minutus werden als Reservoire flr
B. burgdorferi s.l. angesehen (GERN et al. 1998). AuBerdem wurden A. phagocytophilum und
B. microti in S. araneus nachgewiesen und kénnte diesen Erregern als Reservoirwirt dienen
(BOWN et al. 2011). Aufgrund der Ergebnisse verschiedener Studien werden Sorex spp. als
mogliche Reservoirwirte flir das Bakterium Bartonella spp. gehandelt (HOLMBERG et al. 2003,
OBIEGALA et al. 2021).

Die Spitzmaus C. russula wird in Studien ebenfalls seltener betrachtet. Es existieren Nachweise
von Leptospiren in dieser Spezies. Fiir die Ubertragung vieler arthropodeniibertragener
Krankheitserreger wie Babesien, Anaplasmen und Bartonellen scheint die Bedeutung von

C. russula verschwindend gering (HARING et al. 2023).

2.3 Rickettsia spp.

2.3.1 Taxonomie und Aufbau des Bakteriums

Rickettsia spp. (Ricketts, 1909) sind weltweit vorkommende gramnegative Bakterien der
Klasse Alpha-Proteobacteria. Die der Ordnung der Rickettsiales angehdrenden pleomorphen
Rickettsien vermehren sich obligat intrazellular (MERHEJ und RAOULT 2011). Historisch
wurden Rickettsien aufgrund von immunologischen Kreuzreaktionen und Vektorspezies in
drei Gruppen eingeteilt: Zeckenstichfieber-Gruppe (spotted fever group; SFG), Fleckfieber-
Gruppe (typhus group; TG) und Tsutsugamushi-Fieber-Gruppe (scrub typhus group; STG)
(MERHEJ und RAQOULT 2011). Eine bis heute noch sehr verbreitete Einteilung beinhaltet vier
Gruppen: SFG, TG, Ancestral-Gruppe (mit Rickettsia bellii und Rickettsia canadensis) und
Transitional-Gruppe (Rickettsia felis und Rickettsia akari) (KIM 2022). Mittlerweile werden
Rickettsien allerdings in die vier Gruppen SFG, TG, R. bellii-Gruppe und R. canadensis-Gruppe
eingeteilt (MERHEJ und RAOULT 2011). Hier unterteilt sich die SFG nochmal in vier Gruppen:
Rickettsia rickettsii-Gruppe  (u.a.  R.rickettsii  spp., R.slovaca, Rickettsia conorii,
Rickettsia japonica, Rickettsia africae, Rickettsia honei), Rickettsia massiliae-Gruppe (u.a.
R. massiliae, Rickettsia rhipicephali, Rickettsia aschlimanii, R. raoultii), R. helvetica-Gruppe

(u.a. R. helvetica, Rickettsia asiatica, R. monacensis, Rickettsia tamurae) und R. akari-Gruppe
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(R. akari, Rickettsia australis, R. felis). Die TG wird von Rickettsia prowazekii und
Rickettsia typhi reprasentiert. Rickettsia canadensis ist die einzige Spezies der R. canadensis-
Gruppe. In der R. bellii-Gruppe befindet sich R. bellii spp. und diverse Rickettsia-Symbionten
von verschiedenen Insekten (z.B. Eulenfalter und Schnellkafer) (MERHEJ und RAOULT 2011).
Bei Rickettsien handelt es sich um kleine Bakterien, deren Genome eine Grof3e von 1,1-1,5 Mb
(megabases) haben und etwa 900-1500 Gene beinhalten (MERHEJ und RAOULT 2011).
Verschiedene Gene sind hier besonders interessant fiir die Labordiagnostik. Das fir die Citrat-
Synthase kodierende Gen (gltA) besitzen alle Rickettsia spp. Ebenfalls besitzen alle das
kodierende Gen fiir das Oberflachenprotein ,outer membrane protein B“ (ompB). Das
kodierende Gen fiir das Oberflachenprotein ,outer membrane protein A“ (ompA) fehlt in der
TG, wiahrend es in der SFG alle Vertreterinnen besitzen (WOLFEL et al. 2008). Ersteres (ompB)
ist fur die Adhéasion an die Wirtszelle nétig, letzteres (ompA) fir die Invasion in diese (MERHE)J

und RAOULT 2011).

2.3.2 Vektoren von Rickettsien der Zeckenstichfieber-Gruppe (SFG) und
Ubertragung auf den Wirt

Da Rickettsien obligat intrazellular leben, sind sie in der Umwelt nicht lange Gberlebensfahig
und sind auf Wirtszellen angewiesen. Durch Vektoren werden Rickettsien auf Wirte
Ubertragen. Bei den Vektoren handelt es sich um unterschiedliche hamatophage Arthropoden
wie Lause, Fléhe, Zecken und andere Milben. Die Ubertragung in den Wirtskérper findet durch
infizierten Speichel oder infektiosen Kot statt (LAUKAITIS und MACALUSO 2021). Zecken
infizieren den Wirt Gber die Speichelsekretion wahrend des Blutmahls (AZAD und BEARD
1998). Fast die gesamte SFG wird von Zecken Ubertragen (MERHEJ und RAOULT 2011). Die
einzigen Ausnahmen bilden R. felis und R. akari. Erstere Spezies wird von dem Katzenfloh
(Ctenocephalides felis) (ibertragen, letztere hauptsachlich von der Hausmausmilbe
(Liponyssoides sanguineus) (BROWN und MACALUSO 2016, AKRAM et al. 2023). Da die
meisten Vertreterinnen der numerisch groRten SFG von Zecken Ubertragen werden, bilden
diese die Hauptvektoren der Rickettsia spp. (Abbildung 1) (MERHEJ und RAOULT 2011). Dabei

haben verschiedene Rickettsia spp. Praferenzen fiir verschiedene Zeckenspezies.
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Abbildung 1: Transmission von zeckenibertragenen Rickettsien der SFG innerhalb des
Lebenszyklus von Ixodidae modifiziert nach EREMEEVA und DASCH (2015) (EREMEEVA und
DASCH 2015) 1) Oviposition des vollgesogenen Weibchens 2) Larven schlipfen aus Eiern 3)
Larve saugt Blut an Kleinsaugern 4) vollgesogene Larve hautet sich zur Nymphe 5) Nymphe
saugt Blut an Klein- oder GroRsaugern 6) Nymphe hautet sich zur adulten Zecke 7)
Transovarielle Ubertragung 8) Transstadiale Ubertragung 9) Ubertragung von Rickettsien auf

den Menschen durch Nymphe 10) Ubertragung von Rickettsien auf den Menschen durch

adulte Zecke

2.3.3 Verbreitung von Rickettsien der Zeckenstichfieber-Gruppe in
Deutschland, Europa, Welt

Da jede Rickettsienspezies eine Praferenz flir bestimmte Vektoren hat, ist ihr Auftreten
abhangig von der Verbreitung ihrer Vektoren und deren Wirten. Rickettsien wurden auf allen

Kontinenten aulRer Antarktika festgestellt (Tabelle 1) (PAROLA et al. 2013).

15



2.3.3.1 Humanmedizinische Krankheitsbilder, Pathogenese, Bedeutung und

Verbreitung der Erkrankungen in Deutschland, Diagnostik, und

Therapie

Tabelle 1: Vektoren, Vorkommen und Symptome von verschiedenen Rickettsien der

Zeckenstichfieber-Gruppe.

Pathogen  Hauptvektor! Vorkommen? Kran.khelts- Geldufige Referenz
bezeichnung Symptome
Afrikanisches
Amblyomma . . Zeckenbiss- .
. hebraeum, ~ >Udarrika fieber - Fieber, Kopf- (\1azHETESE
R. africae (SA), . . schmerzen,
Amblyomma , 3 African tick . etal. 2021)
. Simbabwe . Myalgie, Eschar
variegatum bite fever
(ATBF)
Europa
Hausmaus- (Kroatien),
R akari milbe Asien Rickettsien-  Hautausschlag, (AKRAM et al.
' (Liponyssoides (Korea), Pocken Eschar 2023)
sanguineus) Afrika (SA),
Stdamerika
Queensland-
Ixodes Zeckenstich- Fieber,
. holocyclus, . fieber — Hautausschlag,  (STEWART et
: tral
R. australis (Ixodes Australien Queensland- Kopfschmerz, al. 2017)
tasmania) Tick Typhus Myalgie
(QTT)
Mittelmeer—
Zeckenfleck- Fieber
.. Rhipicephalus  Mittelmeer- fieber — ’ (GUCCIONE et
R. conorii ) . Ausschlag,
sanguineus raum Mediterra- ) al. 2021)
Petechien
nean spotted
fever (MSF)
Vereinigte
(USA) Flohfleck- Kopfschmerz, (BROWN und
y fieber- Flea-  neurologische MACALUSO
. Ctenocepha- Frankreich,
R. felis lides felis Brasilien borne Symptome, 2016)
’ spotted fever  Hautausschlag, (PAROLA
Senegal,
) - Verdauungs- 2011)
Kenia, storungen
Deutschland,
Thailand,...
) I. ricinus, Zeckenstich- Fieber, (PAROLA et al.
R. helvetica Europa . Kopfschmerz,
I. persulcatus fieber . 2013)
Myalgie
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Fieber,

Hae_maphysa— Asien (Japan, Japan}sches Asthenie, (PAROLA et al.
. , lis flava, . Fleckfieber -
R. japonica Sudkorea, Hautausschlag, 2013)
Haemaphysa- . Japanese .
. . China) Myalgie, (Ll et al. 2019)
lis hystricis spotted fever )
Anorexie
R. ':hs}a;’ciu’:;;zz S“i‘ffi""kgara Fieber, dhnlich  (PAROLA et al.
massiliae picepha / ' MSF 2013)
guilhoni Europa
R. | i Spanien, . Ff;her:iiche (PAROLA et al.
monacensis ' Italien ' gripp 2013)
Symptome
SENLAT
(“Scalp Kopfeschar,
D reticulatus escharsand  schmerzhafte o\ g, ot g1
R. raoultii D. marainatus Europa neck Adenopathien, 2013)
’ g lymphadeno- Asthenia,
pathy after Kopfschmerz
tick bites”)
DZ;Z:;ZZW Rocky- Ikterus,
Dermacent;r USA, Mexiko, Mountain- neurologische
R rickettsii variablis Brasilien, Fleckfieber - Symptome, (PAROLA et al.
’ . Kolumbien, Rocky Atemnot, akute 2013)
R. sanguineus, .. . . . .
Argentinien Mountain Niereninsuffi-
Amblyomma :
. spotted fever zienz
cajennense
D.
PAROLA et al.
R. slovaca marginatus, Europa SENLAT siehe R. raoultii ( 2%13)e a

D. reticulatus

! Die Liste der Vektoren ist nicht vollstindig und beschreibt ausschlieBlich die Hauptvektoren.
2 Auswahl von Regionen mit Nachweisen in Proben von Patient*innen.
3 Im GroRteil der Félle waren Reisende aus den USA und europaischen Lindern betroffen, bei

denen erst nach Riickkehr in ihr Herkunftsland die Infektion nachgewiesen wurde.

Die Pathogenese gestaltet sich bei durch Rickettsien ausgeldsten Erkrankungen gleich.
Nachdem die Bakterien in den Wirtskdrper eingedrungen sind, findet eine Invasion und
Vermehrung in ihren Hauptzielzellen, den Endothelzellen statt. AuBerdem findet dies auch in
unterschiedlichem AusmaR in Monozyten, Makrophagen, und Hepatozyten statt (MANSUETO
et al. 2012). Rickettsia spp. bilden freie Radikale, Proteasen, und Phospholipasen und
beeintrachtigen so die Endothelzellen (BOGDAN 2012). Aus der Schadigung der
Endothelzellen von GefalRen resultiert eine Vaskulitis, die erhdhte vaskulare Permeabilitat der

kleinen und mittleren Blutgefalle in multiplen Organsystemen zur Folge hat. Mdégliche
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Effektorte sind beispielsweise Lunge, Herz, Haut, Zentrales Nervensystem, als auch Leber und
Niere (GUCCIONE et al. 2021).

Die teilweise sehr schwerwiegenden Krankheiten, wie das Rocky-Mountain-Fleckfieber
(R. rickettsii), Mittelmeer-Zeckenfleckfieber (R. conorii) oder Afrikanisches Zeckenbissfieber
(R. africae) sind nicht autochthone Erkrankungen in Deutschland und wurden im Falle der
Diagnose importiert (DOBLER und WOLFEL 2009). In Deutschland vorkommende pathogene
Rickettsien zeigen in der Regel keine schweren Verldaufe. Rickettsia raoultii und R. slovaca,
welche mit dem ,, SENLAT“-Syndrom (scalp eschars and neck lymphadenopathy after tick bite)
in Verbindung gebracht werden, wurden in verschiedenen weiteren europdischen Landern
diagnostiziert. Das Akronym beschreibt die Symptome (PAROLA et al. 2009, RIEG et al. 2011).
Rickettsia helvetica wurde in Patient*innen mit Symptomen wie Fieber und Kopfschmerz
nachgewiesen, ebenso R. monacensis (AZAGI et al. 2020).

Durch ihre teilweise unspezifischen Symptome kénnen Rickettsiosen leicht fehldiagnostiziert
werden. Um das Risiko einer Exposition einschatzen zu kénnen, ist eine eingehende Anamnese
von besonderer Bedeutung. Der tatsachliche Nachweis kann mit Blut bzw. Serum oder einer
Biopsie erfolgen. Eingesetzt werden hierbei unter anderem serologische und
molekularbiologische Nachweis- und kulturelle Anzuchtverfahren (ABDAD et al. 2018).

Fir alle Rickettsiosen ist die Standardtherapie eine Behandlung mit Doxycyclin aus der Klasse
der Tetracycline (DOBLER und WOLFEL 2009). Bei Kontraindikation von Doxycyclin kann bei
Rickettsiosen mit leichtem Verlauf auf andere Antibiotika wie Chloramphenicol und

Fluorchinolone ausgewichen werden (BLANTON 2019).

2.3.3.2 Veterindrmedizinische Bedeutung

In der Veterinarmedizin spielen die Bakterien des Genus Rickettsia eine stark untergeordnete
Rolle. Rickettsia conorii kommt gelegentlich bei Hunden vor. In Deutschland handelt es sich
hierbei allerdings meist um eine im mediterranen Ausland erworbene Infektion. Die Hunde
kdnnen unter Andamie, Thrombozytopenie und Fieber leiden (GUCCIONE et al. 2021). In den
USA wurden Fdlle von milden bis moderaten Erkrankungen bei Hunden mit R. massiliae in
Verbindung gebracht (PAROLA et al. 2013). Rickettsia rickettsii ist pathogen in Hunden und
kann wie beim Menschen ebenfalls das Rocky-Mountain-Fleckfieber auslosen (PAROLA et al.

2013).
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Abstract: Rickettsiae of the spotted fever group (SFG) are zoonotic tick-borne pathogens. Small
mammals are important hosts for the immature life stages of two of the most common tick species
in Europe, Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus. These hosts and vectors can be found in diverse
habitats with different vegetation types like grasslands and forests. To investigate the influence of
environmental and individual factors on Rickeltsia prevalence, this study aimed to analyse the
prevalence of SFG rickettsiae in ticks and small mammals in different small-scale habitats in central
Germany for the first time. Small mammals of ten species and ticks of two species were collected
from grasslands and forests in the Hainich-Diin region, central Germany. After species
identification, DNA samples from 1098 ticks and ear snips of 1167 small mammals were screened
for Rickettsia DNA by gPCR targeting the gltA gene. Positive samples were retested by conventional

PCR targeting the ompB gene and sequencing. Rickettsia DNA was detected in eight out of ten small
mammal species. Small mammal hosts from forests (14.0%) were significantly more often infected
than those from grasslands (4.4%) (7 <0.001). The highest prevalence was found in the mostly forest-
inhabiting genus Apodemus (14.8%) and the lowest in Microtus (6.6%), which inhabits grasslands.
The prevalence was higher in D. reticulatus (46.3%) than in the I. ricinus complex (8.6%). Adult ticks
were more often infected than nymphs (p = 0.0199). All sequenced rickettsiae in I. ricinus complex
ticks were R. helvetica, and the ones in D. reticulatus were R. raoultii. Unlike adults, questing nymphs
have had only one blood meal, which explains the higher prevalence in I ricinus adults.
Interestingly, habitat type did influence infection probability in small mammals, but did not in ticks.
A possible explanation may be the high prevalence in Apodemus flavicollis and A. sylvaticus which
were more abundant in the forest.

Keywords: Ixodes; Dermacentor; Apodemus; Sorex; Microtus; Clethrionomys; season; life stage; ecotone;
Borrelia

1. Introduction

Hard ticks are haematophagous arthropods that can be found in diverse habitats
with different kinds of vegetation. While feeding, they may serve as vectors for multiple
tick-borne pathogens (TBPs) like protozoan parasites, bacteria, and viruses. The most
common tick species in central Europe is the castor bean tick Ixodes ricinus [1]. It can be
found in various environments, from forests over grasslands to urban areas [2]. As three-
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host non-nidicolous ectoparasites, immature I. ricinus ticks (larvae and nymphs) feed on
small and medium-sized mammals, birds, and reptiles, while adult ticks rather feed on
larger mammals such as roe deer (Capreolus capreolus) and wild boar (Sus scrofa) [3]. The
geographical movement of the hosts is essential for the distribution of ticks and their
carried pathogens [4]. The ornate dog tick, Dermacentor reticulatus, is also a commonly
found tick species in Germany and is linked to many TBPs [1]. Its immature life stages are
nidicolous and feed on small mammals, while non-nidicolous adults usually feed on
larger mammals [5].

In general, small mammals act as reservoirs for many vector-borne pathogens such
as tick-borne alpha proteobacteria belonging to the order Rickettsiales or spirochaetes
from genus Borrelia [6]. Thus, the composition of the natural habitat plays an important
role in the occurrence and diversity of small mammal species [7], and in turn, may have
an impact on the occurrence and density of hard ticks and their TBPs [8].

Rickettsia spp. are obligate intracellular bacteria and can be divided into four groups:
the spotted fever group (SFG), the typhus group (TG), the R. canadensis group, and the R.
bellii group [9]. Rickettsiae have been detected on all continents except Antarctica [9] and
are mostly transmitted to mammals, including humans, reptiles, and birds, by
haematophagous arthropods like fleas, lice, ticks, and other mites through blood meals or
contaminated faeces [10]. Forming the most numerous group within the genus, the SFG is
the most widespread in Europe and almost exclusively tick-borne, with only two
exceptions: R. felis and R. acari [11]. Rickettsia spp. transmission between ticks has been
confirmed for transstadial, sexual, and transovarial pathways, and also, but rather rarely,
through co-feeding of I. ricinus ticks [12-15]. Even though different transmission paths
exist within a population of ticks, reservoir hosts seem to play an important role in
maintaining the life cycle and distribution of the bacteria as well. DNA of R. helvetica was
detected in roe deer and wild boar, and therefore these mammal species are handled as
potential reservoir hosts [16]; however, small mammals are assumed to be the main
reservoir hosts [17].

Both R. helvetica and R. monacensis are part of the SFG and are associated with I.
ricinus. Rickettsia helvetica is the most commonly found Rickettsia species in Germany [18-
21] and is considered pathogenic due to multiple reports of clinical symptoms like fever,
headaches, and myalgia in connection with R. helvetica infections in humans [9,22].
Rickettsia monacensis may rarely cause a rickettsiosis [23].

Rickettsia raoultii, also part of the SFG, is usually found in D. reficulatus and D.
marginatus and has been detected in small mammals as well [20]. This species is associated
with a syndrome called “SENLAT”, which stands for scalp eschars and neck
lymphadenopathy after tick bite [1,9,24]. The syndrome has been diagnosed in various
countries across Europe, including Germany; however, not in all cases R. raoultii has been
confirmed as the causative agent [24-26]. Likewise, R. slovaca may cause these symptoms
and is transmitted by the same vectors [27]. Studies on co-infections of Rickeftsia spp. and
Borrelia spp.—causing the most common tick-borne disease in Europe, Lyme disease—in
ticks and especially in small mammals are rare [28]. Rickettsia spp. prevalence in ticks has
been analysed earlier regarding different factors like season, tick life stage, and multiple
landscape factors [29-31]. However, observations of Rickettsia prevalence in ticks,
including other demographic factors such as habitat and small mammal species
composition, plus Rickettsia prevalence in small mammals in the context of habitat
structure are scarce in Europe. To fill these knowledge gaps, in this study, we (1) analysed
questing ticks and small mammals at differently structured study sites around the
Hainich-Diin National Park in central Germany, (2) investigated their SFG Ricketfsia
prevalence, (3) identified the Rickettsia species, (4) analysed co-infection rates of Rickettsia
spp- and Borrelia spp. in ticks and small mammals, and (5) investigated the influence of
environmental and individual host and vector factors like habitat, species of small
mammals and ticks, ticks’ life stage, and season on Rickettsia prevalence.
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2. Materials and Methods
2.1. Study Sites, Sample Collection, and DNA Extraction
2.1.1. Study Sites

In total, 21 study sites surrounding the Hainich-Diin National Park in Thuringia,
central Germany were examined. The area is one of the largest continuous deciduous
forests in Germany, with European beech (Fagus sylvatica) being the dominant tree species.
The region is characterised by forest and agricultural areas which are cultivated to
different extents. While some forests and grasslands are extensively managed, the forests
of the National Park itself are protected (https://www.biodiversity-
exploratories.de/en/regions/hainich-duen/, accessed on 25 April 2023). A more detailed
description of the study area was given in Krol et al. [32].

2.1.2. Tick Collection

A total of 1115 questing ticks were collected for a previous study by flagging 100 m?
simultaneously with small mammal trapping at 17 of the 21 sites, once per season (spring,
summer, and autumn) in 2018 and 2019 [32] (Figure Al). The study sites for ticks were
composed of one plot in the forest and one in the bordering grassland—forest ecotone, as
described before [32]. Collected ticks were specified for sex, life stage, and species under
a light microscope (Motic” SMZ~171, Moticeurope, S.L.U., Barcelona, Spain) according to
taxonomic keys [33,34]. DNA was extracted using a QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions for DNA isolation.
Extracted DNA of 1094 ticks was available from the study of Krol et al., where further
details of tick handling, taxonomic identification, and DNA extraction procedure are
described [32]. In addition to the given dataset, four ticks (three nymphs and one female
of I. ricinus) that were all collected in spring 2019 were processed after the same protocol.
Seventeen individuals (four I. ricinus nymphs and thirteen D. reticulatus adults) had to be
excluded from further molecular biological analyses due to insufficient material
conservation. Data on I. ricinus and I. inopinatus (presumably 16 individuals) were merged
under the terminus “I. ricinus complex” [35].

In total, 1115 ticks belonging to 2 species were collected (Table Al). The most
prevalent species was the I. ricinus complex (91.7%), followed by D. reticulatus (8.3%). The
most frequently found life stages were the nymphs of the I. ricinus complex (74.9%). Most
ticks were flagged in spring (74.1%) in comparison to summer (18.3%) and autumn (7.6%).
In ecotones less ticks (35.2%) were flagged than in forests (64.8%). After excluding the
above-mentioned ticks, 1018 ticks of the I. ricinus complex and 80 individuals of D.
reticulatus were further processed (Table 1).

2.1.3. Small Mammal Collection

Extracted DNA derived from small mammal skin samples was available from a
former study [32]. The samples were taken from about 0.5 x 0.5 cm ear tissue. DNA
extraction was performed using the same methodology as for the ticks. Small mammals
were trapped at 21 study sites, each in a paired system of a forest plot and an adjacent
grassland plot per site [32] (Figure Al).

Snap trapping of small mammals took place in spring, summer, and autumn in 2017-
2019. Trapping procedures, dissections, and further processing of samples have been
published elsewhere [36,37]. For the current study, 1167 DNA samples that were
randomly picked from 1945 individuals were available from summer 2017 and spring and
summer 2018 and 2019 [32]. Extracted DNA belonged to 10 small mammal species of the
families Soricidae, Cricetidae, and Muridae. The species collected most often was the
common vole (Microtus arvalis) (n = 407; 34.9%), followed by the bank vole (Clethriononys
glareolus) (n = 278; 23.8%), the yellow-necked mouse (Apodemus flavicollis) (n = 240; 20.6%),
the long-tailed field or wood mouse (Apodemus sylvaticus) (n = 108; 9.3%), and the striped
field mouse (Apodemus agrarius) (n = 90; 7.7%). Individuals belonging to the following
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species were rather occasionally captured (all < 20 individuals): the common shrew (Sorex
araneus), the field vole (Microtus agrestis), the European water vole (Arvicola amphibius), the
Eurasian pygmy shrew (Sorex minutus), and the greater white-toothed shrew (Crocidura
russula) [32] (Table 2).

2.2. Real-Time PCR, Conventional PCR and Sequencing

Quantitative real-time PCR (qPCR) was used to screen all tick and small mammal
samples for a 70 base pair (bp)-sized region of the citrate synthase gene (g/tA) of Rickettsia
spp- The mix was prepared as described previously [38] using the LightCycler® FastStart
DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). The cycling
protocol for the Thermocycler (Stratagene Mx3000P, Agilent, Santa Clara, CA, USA)
included 95 °C for 10 min followed by 45 cycles of denaturation at 95 °C for 25 5, annealing
at 55 °C for 30 s, and extension at 72 °C for 30 s.

Tick samples tested with a cycle threshold (ct) <36 and small mammal samples tested
with a ct <35 were subsequently examined by conventional PCR targeting a fragment of
the gene encoding for the outer membrane protein B (ompB, 811bp) of the SFG rickettsiae.
A previously described protocol [39] was followed with the primers “120-2788" and “120-
3599” with one adjustment of the initial denaturation temperature of 94 °C.

For visualisation of the PCR products, gel electrophoresis was performed —8 uL of
the samples were mixed with 2 pL of loading dye (TriTrack DNA Loading Dye (6x),
Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) and separated on a 1.5% agarose gel.

PCR products were prepared for sequencing using the NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany) according to the
protocol recommended by the manufacturer. Sequencing was performed commercially
by Eurofins Genomics Germany GmbH (Ebersberg, Germany). After editing and aligning
the sequences with Bionumerics (Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium), a
comparison was conducted to sequences present in GenBank on the Basic Local
Alignment Tool (BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, accessed on 9 March
2023). Two obtained sequences from small mammals and 49 obtained sequences from
ticks from 2019 were submitted to GenBank under the accession numbers OQ694692-
0Q694742.

2.3. Statistical Analysis

For Rickettsia spp. prevalence of ticks and small mammals, a confidence interval (95%
CI) was formulated using the Clopper and Pearson method with Graph Pad software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). For small mammals, a generalised linear
mixed model (GLMM) with binomial error distribution was computed with R software
(version4.1.2. for Windows; RStudio, Boston, MA, USA) and the Ime4 package. It was used
to investigate the dependence of individual Rickeltsia infection status (dependent binary
variable; Rickettsia spp. positive = 1; Rickettsia spp. negative = 0) in relation to season
(independent binary variable: summer vs. spring), habitat (independent binary variable:
forest vs. grassland), and small mammal species (independent categorical variable) [40].
Because of low numbers of trapped individuals, the following five species were excluded
from GLMM analysis: M. agrestis, A. amphibius, S. araneus, S. minutus, and C. russula.

In addition, GLMMs were generated for A. flavicollis, Cl. glareolus, and M. arvalis
separately. Independent variables were sex of the individual (independent binary
variable: female vs. male), habitat (see above), and season (see above).

For ticks, a slightly different model was calculated. The dependent variable was the
binominal “presence of Rickettsia”. The independent variables were (i) developmental
stage (binary: adult vs. nymph), (ii) habitat (binary: forest vs. ecotone), (iii) season (three
stages: autumn, spring, and summer), and (iv) tick species (binary: . ricinus complex vs.
D. reticulatus). The first three independent variables were used for a model with
exclusively I ricinus complex ticks. Due to the low number of individuals collected, the
model was not carried out for D. reticulatus ticks.
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The interaction term for the GLMM included three and four independent variables
with at least two levels each for small mammals and 1. ricinus complex ticks, and ticks,
respectively. To state potential differences of all variables separately, marginal means
accessing the emmeans package within R and a post hoc test were computed. The
significance threshold for p was set at < 0.05.

2.4. Co-Infections of Borrelia spp. and Rickettsia spp. in Ticks and Small Mammals

Results of detection of Borrelia spp. DNA in small mammals (1167 individuals) and
tick samples (1094 individuals) that were also investigated in this study have been
published in an earlier study [32]. In the current study, co-infections of Borrelia spp.
(previous study) with Rickettsia spp. (current study) were analysed. To investigate the
degree of co-occurrence, the approach proposed by Malini et al. was applied [41]. Here,
the R package CooccurrenceAffinity was applied to calculate a maximum likely estimator
to evaluate whether or not the pairing of Rickettsia spp. and Borrelia spp. was more or less
likely than the expected prevalence [42]. Seasonal analyses were made for ticks and small
mammals separately, and all trapped individuals regardless of species were taken into
account.

3. Results
3.1. Rickettsia spp. Detection in Ticks

Positively tested individuals were from both the I. ricinus complex and D. reticulatus
(Table 1). Samples of D. reticulatus (n = 37; 46.3%; 95% CI: 35.0-57.8) were significantly
more often infected than I. ricinus complex samples (n = 88; 8.6%; 95% CI: 7.0-10.5) (p <
0.001) (Table A2). Per tick species, females had the highest prevalence (21.1%; 95% CI:
12.5-32.0 in . ricinus complex and 52.9%; 95% CI: 38.5-67.1 in D. reticulatus), followed by
males (8.1%; 95% CI: 3.8-14.8 in I ricinus complex and 34.5%; 95% CI: 17.9-54.3 in D.
reticulatus) and nymphs (7.6%; 95% CI: 5.9-9.6). Consequently, adults were significantly
more often carriers of Rickettsia DNA than immatures, overall (p = 0.02) and regarding
only the L ricinus complex (p = 0.005). The prevalence in the forest (8.8%; 63/720; 95% CI:
6.79-11.06) was similar to the ecotone (16.4%; 62/378; 95% CI: 12.8-20.5) (p = 0.711). In
spring the prevalence was the highest with 12.5% (103/826; 95% CI: 10.3-14.9), followed
by summer with 9.4% (19/203; 95% CI: 5.7-14.2) and autumn with 4.3% (3/69; 95% CI: 0.9—
12.2). Ticks in spring and summer were both more often infected than in autumn (spring:
p <0.001; summer: p <0.001) (Table A2).

Table 1. Rickettsia spp. prevalence in ticks tested per habitat.

Tick No. of Individuals in Ecotone No. of Individuals in Forest Total No. of Positive
Species Positive/Total (%) Positive/Total (%) Individuals/Total (%)
Ixodes ricinus complex ! 28/304 (9.2) 60/714 (8.4) 88/1018 (8.6)
Dermacentor reticulatus 34/74 (45.3) 3/6 (50.0) 37/80 (46.3)
Total 62/378 (16.4) 63/720 (8.8) 125/1098 (11.4)

No.: number. ! Ixodes ricinus and Ixodes inopinatus.

Out of all gPCR-tested ticks, 125 yielded a ct-value < 36, 87 were positive in
conventional PCR, and 86 could be sequenced and identified as R. helvetica (86.0%; n =74,
all I ricinus complex) and R. raoultii (14.0%; n = 12, all D. reticulatus) (Table 3). Most
Rickettsia-positive I. ricinus complex samples showed 99.5-100% identity with the same
accession number as the small mammal samples (see below) [43]. One sample from I.
ricinus was 100% identical to R. helvetica isolate Komi (GenBank accession number:
KP866151), sequenced from Ixodes persulcatus ticks from the Komi Republic in Russia [44].
Most rickettsiae of D. reticulatus ticks showed 99.9-100% identity with R. raoultii Xinjiang-
CP13RP (GenBank accession number: MG811717) from China. One D. reticulatus tick-
derived Rickettsia sequence was 99.9% identical to the R. raoultii clone ALSK081 (GenBank
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accession number KU723537) from Xinjiang, China, and two were 99.9% and 100%
identical to the R. raoultii isolate Xinjiang-JMN (GenBank accession number: MF002526)
from China.

3.2. Rickettsia spp. Detection in Small Mammals

Rickettsia spp. DNA was detected in 8 out of 10 small mammal species (A. flavicollis,
n=37; M. arvalis, n =26; A. sylvaticus, n =20; Cl. glareolus, n=19; A. agrarius, n=8; S. araneus,
n=2; and M. agrestis, n=2; S. minutus, n = 1) (Table 2).

In summer (10.2%; 1 = 102; 95% CI: 8.4-12.3) prevalence was similar to spring (7.7%;
1 =13; 95% CI: 4.2-12.9) (p = 0.106). Individuals from forests (n = 93; 14.0%; 95% CI: 11.5-
16.9) were more often infected than individuals from grassland (n = 22; 4.4%; 95% CI: 2.7-
6.5) (p < 0.001). Apodemus sylvaticus had the highest prevalence of 18.5% (n = 20; 95% CI:
11.7-27.1).

The GLMM with the factors of season and habitat (Table A3) revealed statistical
significance for the lower probability of infection of an individual of CI. glareolus
compared to A. agrarius (p = 0.034). No statistical significance was observed when only the
two species were compared and no other factors were taken into account (p = 0.206).
Clethrionomys glareolus was less often infected with Rickettsia spp. than both A. flavicollis (p
=0.007) and A. sylvaticus (p < 0.001).

In the GLMMs computed individually for the three most abundant species, sex and
season did not influence the prevalence in M. arvalis, Cl. glareolus and A. flavicollis (Table
A3). Out of these three species, habitat mattered only for M. arvalis. The prevalence was
higher in forests, but 92.6% of the animals of that species were trapped in grasslands (p <
0.001) (Table 2).

Although excluded from the analysis with GLMM, this is the first detection of
Rickettsia spp. DNA in S. minutus in Germany to our knowledge.

Table 2. Rickettsia prevalence in small mammal individuals per species, per habitat, and in total.

Small Mammal

No. of Individuals in No. of Individuals in Forest Total No. of Positive

Species Grassland Positive/Total (%) Positive/Total (%) Individuals/Total (%)
Microtus arvalis 19/377 (5.0) 7/30 (23.3) 26/407 (6.4)
Clethrionomys glareolus 1/8 (12.5) 18/270 (6.7) 19/278 (6.8)
Apodemus flavicollis 0/20 (0) 37/220 (16.8) 37/240 (15.4)
Apodemus sylvaticus 1/28 (3.6) 19/80 (23.8) 20/108 (18.5)
Apodemus agrarius 1/46 (2.2) 7/44 (15.9) 8/90 (8.9)
Sorex araneus 0/11 (0) 2/9(22.2) 2/20 (10.0)
Microtus agrestis 0/8 (0) 2/7 (28.6) 2/15 (13.3)
Arvicola amphibius 0/3 (0) 0/1 (0) 0/4 (0)
Sorex minutus 0/2 (0) 1/2 (50.0) 1/4 (25.0)
Crocidura russula 0/1 (0) 0 0/1 (0)
Total 22/504 (4.4) 93/663 (14.0) 115/1167 (9.9)
No.: Number.

Of the 115 individuals that were tested positive in qPCR, 24 yielded a ct-value <35.
Only two of them (both A. flavicollis) yielded a result in the ompB gene. Both amplicons
could be sequenced and were 100% identical to R. helvetica strain AS819 (deposited in
GenBank: MF163037), which was isolated from an I. ricinus tick [43] (Table 3).
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Table 3. Sequencing results of PCR products of the ompB gene in ticks and small mammal

samples.
8 s Sex Rickettsia ¢ No. of Maximal
1
Habitat  Host Species /Life Stage Species Study Site Individuals Identity (%) GenBank ID
1 100
S17
1 99.9
S16 1 100
F S7 1 100
S8 1 9.9
S12 1 100
S9 1 100
S5 1 100
S16 1 100
1 100
M . .
Ixodes ricinus izzltﬁ:z = 1 100 MF163037
S5 1 100
ecotone S10 h | 100
1 99.9
1 100
S9 1 99.75
N 1 100
1 100
1 99.9
ad 1 100
S5 2 100
1 99.9 KU723537
Dermacentor F Rickettsia 5 99.9
reticulatus raoultii 2 3 100 MGSLLZ
M 1 99.9 MF002526
1 99.8
59 1 100 MF163037
F S8 1 100 KP866151
S3 1 99.5
S14 1 100
1 99.8
M i 2 100
53 1 100
S14 i 19(?
forest L. ricinus R. helvetica
s12 1 99.9
1 100 MF163037
S10 1 99.8
3 99.8
N 3 15 100
57 1 100
S8 3 100
S5 2 100
1 99.7
o 9 100
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1 99.9
S15 1 100
S13 1 100
S6 1 100

D. reticulat F R i 52 1 100 MF002526

- reticulatus ————— . raoultii S 1 999 MG811717
Apodemus . S15 1 100

forest Raviootlis na R. helvetica S13 1 100 MF163037

No.: Number; ID: Identification; F: Female; M: Male; N: Nymph; and na: not available. ! Map of
study sites with Ricketfsia positive samples is available in Appendix (Figure Al).

3.3. Co-Infection with Rickettsia spp. and Borrelia spp. in Ticks and Small Mammals

In nine ticks, both Rickettsia DNA and Borrelia DNA were detected (9/1094; 0.8%). All
sample derived from the I. ricinus complex (9/1014; 0.9%). The only Rickettsia spp. detected
was R. helvetica. Borrelia valaisiana and Borrelia afzelii were detected in two samples each.
In five tick samples, Borrelia species could not be determined (Table A4). In small
mammals, DNA of both bacteria were also found in nine samples (9/1167; 0.8%). Co-
infections were detected in M. arvalis (n = 3; 0.7%), Cl. glareolus (n = 3; 1.1%), S. araneus (n
=2;10.0%), and A. flavicollis (n = 1; 0.4%). No PCR products of small mammal samples
could be analysed to the species level of Rickettsia spp. and Borrelia spp. (Table A5) [32].

Co-occurrence analysis revealed that Rickettsia spp. prevalence in ticks from spring
had a slightly negative tendency with Borrelia spp. occurrence (Alpha MLE: -0.72, Blaker
CI (-1.60-0.004), p = 0.06). In all other scenarios, no co-occurrence trends were observed
(Table A6).

4. Discussion

Rickettsiae of the SFG are pathogens of public health concern. Studies, including
analyses of Rickettsia prevalence in both ticks and small mammal hosts regarding various
aspects, like particular habitats and the possible influence on each other, are largely
overlooked. This study presents, for the first time, data on Rickettsia species and their
prevalence in ticks and small mammals in central Germany with different habitat features.

In the current study, the most prevalent tick species was Ixodes ricinus, which is the
most abundant tick species in Germany [45]. Ixodes ricinus ticks in central Europe have a
bimodal activity pattern peaking in warm and humid months, with a larger peak in spring
and a smaller peak in autumn. In the Mediterranean area, a unimodal activity pattern with
one big peak in spring is common, which is now also more often observed in central
Europe, as shifts in temperature and precipitation result in a decline in the impact of
microclimatic conditions like sufficient humidity [46,47]. In our study, we also did not
find an activity peak in autumn, but observed a unimodal activity pattern with a peak in
spring for nymphs and adults. The ratio of I. ricinus complex adult ticks collected in
ecotones and forests was similar, fitting their described primary habitat of forests and
shrubbery [48]. In all three considered seasons, I. ricinus complex nymphs were more often
collected in the forest compared to the ecotone. One previous study from southern
Germany showed a positive effect of humidity on the occurrence of nymphs [46]. In the
forest areas investigated, a base layer with higher humidity serves as protection from
desiccation during hotter months, explaining why more ticks were collected in the forest
sites compared to the ecotone [2].

Less than a tenth of the collected ticks belonged to the species Dermacentor reticulatus
[45]. Larvae and nymphs of D. reticulatus commonly show nidicolous behaviour and live
in burrows and nests of small mammals [33]. This is why only adult individuals were
collected in the current study. Dermacentor reticulatus ticks show a quiescence phase over
summer and two activity peaks, one in spring and one in autumn [24,49], which we
observed in our study. Most D. reticulatus ticks (93.6%) were flagged in the ecotone which
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is in concordance with the described natural habitat of bushy pastures, meadows, and
open forests [48,49].

As expected, most Clethrionomys glareolus (97.1%) and Apodemus flavicollis (91.7%)
were trapped in the forest. Opposite to that, Microtus arvalis was mostly trapped in
grasslands (92.6%). This distribution matches the preference of Cl. glareolus and A.
Alavicollis for forests and M. arvalis for grasslands [50,51]. Apodemus sylvaticus was trapped
with a proportion of 74.1% in forests, which reflects their well-known common habitat
shift between forests and grasslands (7,52]. Proportions of trapped A. agrarius, Sorex
araneus, and M. agrestis were balanced in forest and grassland. These three species do not
show such a strong link to either one of the two considered habitats [7,51,53].

Small mammals serve as reservoirs for many zoonotic pathogens including
rickettsiae of the SFG group of diverse pathogenicity. In Germany, most known severe
human cases were, however, not autochthonous [54]. The two most common species in
Germany, Rickettsia helvetica and R. raoultii, are nowadays known to cause clinically
unspecific symptoms such as eschars in humans [24,55].

In central Europe, DNA of R. helvetica and R. raoultii has been detected in arthropods
such as fleas and various tick species like I. ricinus, D. reticulatus, and D. marginatus.
Animals in which rickettsial DNA has been detected include rodents, racoons (Procyon
lotor), roe deer, wild boars, and lizards [16,20,27,56,57].

To our knowledge, this is the first detection of Rickettsia spp. DNA in S. minutus from
Germany. Rickettsia spp DNA could not be recorded in a former study from Germany,
including 72 individuals of S. minutus, of which 16 likewise originated from the state of
Thuringia [58]. A study from Norway has shown a lower infestation rate of S. minutus
with ticks compared to investigated individuals from the genus Apodemus [59], which has
also been displayed for shrews in a study from France [52]. This, in turn, might lead to a
lower risk of infection with TBPs. As in our study, Rickettsia spp. DNA has been detected
in S. araneus in other studies before [58,60].

Interestingly, individuals in forests were more often infected than those in
grasslands. Among the investigated genera, Apodemus had the highest prevalence. As
described above, the two most abundant species of the genus Apodemus, namely, A.
Sflavicollis and A. sylvaticus, were mostly trapped in the forest. Apodemus spp. showing a
higher prevalence than other small mammals has been described before. The prevalence
in A. sylvaticus (18.5%), A. flavicollis (15.4%), and A. agrarius (8.9%) falls in line with
previous findings from Germany with prevalence ranges of 0-16.2% [58,61], 13.0-23.4%
[58,61,62], and 0-9% [58,62], respectively. A few studies on A. flavicollis from several
European countries showed prevalence rates of 0% in whole blood, 1.7% in organ samples,
5.7% in whole blood, and 29.4% in spleens in Poland [63], Croatia [64], Slovakia [65], and
Lithuania [60], respectively. One study from Italy found a prevalence of 6% in ear pinna
samples without distinguishing between Apodemus species [66].

Difficulties in sequencing of Rickettsia spp. DNA in material of small mammal origin
due to poor sensitivity of conventional PCR has been described before [58]. In our
investigations, only two out of one hundred and fifteen small mammal samples positive
in qPCR (24 of which had a ct < 35) could be sequenced. Both were from A. flavicollis
samples and showed the highest similarity to R. helvetica strain AS819, which has been
isolated from I. ricinus ticks before. Rickettsia helvetica has been found in A. flavicollis in
several studies from Germany before [20,58]. One study from the Netherlands found R.
helvetica in small rodents [16). Rickettsia raoultii, on the other hand, seems to be rather rare
in small mammal samples [58]. One study found R. raoultii in Cl. glareolus which were all
infested with D. reticulatus [62]. A larger number of sequencing results in our study could
have added more certainty as to whether small mammals, in particular Apodemus spp.,
take a less essential part in the life cycle of R. raoultii. One study from southern Germany
investigated Dermacentor ticks and mainly voles without detecting any Rickettsia spp.
DNA in rodent samples [67]. Two studies from China examined other mammals as
potential reservoirs of R. raoultii and detected R. raoultii in horses (Equus ferus) and red
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foxes (Vulpes vulpes) [68,69]. Rickettsia helvetica in roe deer and wild boar and R. slovaca in
wild boar were found in studies from the Netherlands [16] and Algeria [70], respectively.

Rickettsia spp. prevalence in tick species differed from 8.6% in the I. ricinus complex
and 46.3% in D. reticulatus. Dermacentor reticulatus often shows a higher infection rate with
Rickettsia than I. ricinus [71]. For example, a study from northeast Germany noted a
prevalence of 64.0% in D. reticulatus [49]. The determined prevalence in the I ricinus
complex in our study conforms to prevalences described in other studies on I. ricinus from
Germany [21,72,73]. However, the methods and life stages of ticks differed among the
published studies; therefore, direct comparison of prevalence has to be regarded with
caution. Adult ticks showed a statistically higher infection risk than nymphs, which have
had only one blood meal as larvae. Nevertheless, it has to be noted that we only analysed
nymphs from the I. ricinus complex and no immature stages from D. reticulatus. In a study
also analysing feeding immatures, it has been proposed that transovarial transmission of
Rickettsia spp. in ticks plays a more important role in D. reticulatus than in I ricinus [20].
Success of transovarial and transstadial transmission of R. raoultii in D. reticulatus have
been presented to be 90.0% and 98.0%, respectively [74]. This supports the observation in
our study that D. reticulatus has a higher prevalence than I. ricinus. Also, their preference
for voles as hosts, which had a comparably low prevalence in our study, might reinforce
this approach.

Regarding only I. ricinus ticks, the infection risk was higher in adults than in nymphs.
This has been observed in most but not all studies examining exclusively I. ricinus
[31,72,75]. In spring and summer, ticks were significantly more often infected than in
autumn. In the statistical analysis regarding solely I. ricinus ticks, no seasonal influence
could be noted. In other European studies, in which only L. ricinus ticks were considered,
the seasonal influence differed. Overall, no pattern can be noted as in some studies from
Germany ticks collected in summer and autumn had higher infection rate than in spring
[19,76], and in another study ticks collected in summer had a higher infection rate than in
autumn and spring [72]. In opposite to that stands the finding from a study from Denmark
in which ticks flagged in spring were significantly more often infected than ticks from
summer and autumn [77]. In one study analysing only D. reticulatus from northeast
Germany, no seasonal influence on prevalence was recognised [49].

Habitat type did not influence the prevalence of Rickettsia in ticks in our study. Other
studies in Europe also did not find any statistical effect of different landscapes on Rickettsia
prevalence in L. ricinus ticks [29-31]. It seems that microclimatic factors may play a more
important role for Rickettsia abundance in ticks than the habitat itself. A study design of
field and experimental studies taking the microclimate into account could be useful to
identify additional driving parameters for tick infection.

Numbers of co-infections with both Borrelia spp. and Rickettsia spp. in small mammal
species were low, except in S. araneus (10%). The co-infection rates in ticks with these two
bacteria were low in our study but have been shown to correlate positively before [78].
Another study with a higher prevalence of both bacteria than in our study did not show
this positive association [79]. In our study, the only observed effect was a slight tendency
of a negative association of Rickettsia spp. infection with Borrelia spp. occurrence in ticks
in spring. Studies investigating co-infections in small mammals are scarce. As S. araneus
was the only small mammal species with a high co-infection rate in our study and was
rarely regarded in previous studies, further research focusing on this correlation should
be considered.

In our study, 68.8% of the tick samples that were positive in qPCR could be amplified
by conventional PCR, sequenced and identified as either R. helvetica or R. raoultii. Rickettsia
helvetica is the most abundant Rickettsia species in Germany, as in our study. Interestingly,
it was the only I. ricinus associated Ricketfsia species that was determined. Even though R.
monacensis detection is not that rare in Germany, it seems to occur more often in southern
Germany [31,72,73,76]. The R. helvetica sequences from our study were identical to those
previously found in I. persulcatus from Russia and in I. ricinus from Germany. Rickettsia
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raoultii sequences found here had been detected in China earlier. Compared to other tick
species, R. raoultii has a strong link to D. reticulatus [9] and was also the only Rickettsia
species we could detect in D. reticulatus in our study. As I. ricinus and D. reticulatus are the
two most common tick species in central Europe, their monitoring is one important tool
to gain knowledge about risk factors for human and animal infections.

5. Conclusions

The prevalence of Rickettsia spp. in small mammals and ticks determined in this study
falls in line with previous studies from Germany. Adult ticks had a statistically higher
infection risk than nymphs. Dermacentor reticulatus showed a significantly higher
prevalence than I. ricinus ticks. In our study, we found R. raoultii and R. helvetica, which
are both associated with cases of human illness. Interestingly, this study showed no
influence of habitat type on the prevalence of Ricketfsia in ticks but in small mammals,
which were significantly more often infected in forests than in grasslands. A possible
explanation may be the high prevalence in small mammals of the genus Apodenius, which
are more abundant in forests. Nevertheless, habitat type should always be considered in
a one health perspective, as it has a massive impact on the abundance of potential
pathogen reservoirs.
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Appendix A

Table Al. Flagged tick individuals per species, per season, and in total, including larvae, nymphs,
and adults.

Absolute Number of Ticks (P age in Each S )

Tick Species Spring Autumn Total
Ixodes ricinus complex ! 789 (77.2%) 203 (19.9%) 30 (2.9%) 1022 (100%)
Dermacentor reticulatus 37 (39.8%) 1(1.1%) 55 (59.1%) 93 (100%)

Total 826 (74.1%) 204 (18.3%) 85 (7.6%) 1115 (100%)
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! Ixodes ricinus and Ixodes inopinatus.

Table A2. Results of a generalised linear mixed model for effects of tick species, life stage, habitat,
and season on Rickettsia spp. infection probability in tick samples in total and in Ixodes ricinus
complex ticks.

Esti Standard Error Z Value Probability (>1z1)
Total
-2.64 0.66 -4.03 5.67 x 1095 ***
D. reticulatus vs. I. ricinus complex -3.96 0.64 -6.17 6.69 x 10710 ***
Adult vs. Nymph -0.63 0.27 -2.33 0.02*
Ecotone vs. Forest -0.10 0.26 -0.37 0.71
Autumn vs. Spring 4.75 0.80 5.93 3.05 x 107 ***
Autumn vs. Summer 4.79 0.86 5.57 2.57/%10- %0
Ixodes ricinus
-1.74 0.79 -2.19 0.03*
Adult vs, Nymph -0.79 0.27 -2.79 0.01**
Ecotone vs. Forest -0.15 0.28 -0.53 0.59
Autumn vs. Spring -0.18 0.77 -0.24 0.81
Autumn vs. Summer 0.23 0.78 0.29 0.77

Significance codes: ***—<0.001; **—0.001; *—0.01.

Table A3. Results of a generalised linear mixed model with binomial error distribution for effects
of habitat, season, sex, and small mammal species on Rickettsia spp. infection probability in small
mammals in total and in the three most abundant small m. | species (Apod Afavicollis,
Clethrionomys glareolus, and Microtus arvalis). NA: not available.

Factor Estimate Standard Error Z Value Probability (>1z!)
Total

Intercept -4.09 0.66 -6.20 5.78 x 10-10 ¥+

Grassland vs. Forest 1.83 0.40 4.56 5.22 x 1006 *+*
Spring vs. summer 0.55 0.34 1.62 0.11
A. agrarius vs. A. flavicollis 0.00 0.46 0.01 1.00
A. agrarius vs. A. sylvaticus 0.70 0.50 1.38 0.17
A. agrarius vs. M. arvalis 0.44 0.53 0.83 0.41
A. agrarius vs. Cl. glareolus -1.046 0.49 -2.12 0.03 *

Apodemus flavicollis
Intercept -17.73 223.46 -0.08 0.94
Female vs. Male -0.10 0.63 -0.17 0.87
Grassland vs. Forest 16.58 223.46 0.07 0.94
Spring vs. Summer -0.37 0.58 -0.64 0.52
Clethrionomys glareolus
Intercept -1.32 1.70 -0.78 0.44
Female vs. Male -0.42 1.00 -0.42 0.67
Grassland vs. Forest -0.66 1.42 047 0.64
Spring vs. Summer -0.17 0.75 -0.23 0.82
Microtus arvalis

Intercept -5.20 1.30 -3.98 6.8 x 1005 ***
Female vs. Male 1.06 0.86 1.23 0.22

Grassland vs. Forest 197 0.60 331 0.000948 ***
Spring vs. Summer 1.28 1.09 1.18 0.24

Significance codes: ***—<0.001; *—0.01
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Table Ad. Co-infections of Borrelia spp. and Rickettsia spp. in L ricinus ticks. Data of Borrelia spp.
investigation were available from Krdl et al. [32]. No.: Number; F: female; M: male; and N: nymph.

Species Year Season Habitat Rickettsia
No. of Co-Infected No. of Co-Infected No. of Co-Infected  No. of Co-Infected  Borrelia spp.
Ticks/Total (%) Ticks/Total (%) Ticks/Total (%) Ticks/Total (%) i
' ' o ) B. valaisiana
ecotone B. afselii
2018 spring 3/201 (1.5) —Lﬁomﬂiﬂ *pp-
5/565 (0.9) 536 (1.1) forest B. valaisiana
1. ricinus complex alzsi0) Rl .
9/1094 (0.8) A ecotone R. helvetica
spring 1/101 (1.0)
2019 3/386 (0.8) forest Borreficnp
4/529 (0.8) 2/285 (0.7) e
summer forest
1/141 (0.7) 1/22 (4.5)

Table A5. Co-infections of Borrelia spp. and Rickettsia spp. in small mammals. Data of Borrelia spp.
investigation were available from Krél et al. [32]. No.: Number.

Year Season Habitat Species . . .
l::'i:af:,:‘;:elc:;; No. of Co-Infected No. of Co-Infected No. of Co-Infected No. of Co-Infected B!;:;lm R:c:;:sm
Animals/Total (%) _Animals/Total (%) Animals/Total (%) Animals/Total (%) ) i
2017 Summer Forest A. flavicollis
1/290 (0.3) 1/290 (0.3) 1/152 (0.7) 1/72 (1.4)
Spring Grassland M. arvalis
1/23 (4.3) 1/12 (8.3) 1/12 (8.3)
Grassland M. arvalis
2018 1/40 (2.5) 1/33 (3.0) )
6/94 (6.4) Summer S. araneus . Rickettsia
9/1167 (0.8) 5/71 (7.0) Forest 217 (28.6) Borrelia spp. opp.
4/31 (12.9) Cl. glareolus
2/12 (16.7)
Cl. glareolus
2019 Summer Forest 1/172 (0.6)
2/783 (0.3) 2/638 (0.3) 2/372(0.5) M. arvalis
1/19 (5.3)

Table A6. Results from the co-occurrence seasonal analysis for all trapped ticks and mammals.
Alpha maximum likelihood estimator (MLE) can be interpreted as an odds ratio for co-occurrence.
The accompanying confidence interval (CI) was calculated according to Blaker [80].

Class Season  Alpha MLE
Arachnida Spring i
(ticks) Summer -0.54
) Autumn ND'*
Mammalia  Spring 0.09
(Small Summer 0.32
mammals)

Blaker CI (Lower) Blaker CI (Upper)  p-Value
-1.60 0.00 0.06
-3.62 1.39 1.00
ND' ND' ND'
-3.05 2.05 1.00
-0.55 111 0.51

' ND: not determined; no determination possible due to low numbers of ticks in autumn.
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Figure Al. (A) Location of study sites in Germany (inset). (B) Study sites with Rickettsia DNA
positive samples. S = Study site. The image was created using Google Earth Pro, Map: Google Earth
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4 Diskussion

Viele Studien existieren, welche die Pravalenz von Rickettsien in Kleinsaugern und besonders
in Zecken eruieren (MAY und STRUBE 2014, FISCHER et al. 2018). Allerdings behandeln die
Studien selten bestimmte Aspekte wie verschiedene Lebensrdaume der Kleinsdauger und
Zecken und den moglichen Einfluss der beiden Gruppen aufeinander. In der vorliegenden
Studie wurde das Vorkommen von verschiedenen Zecken- und Kleinsdugerspezies in Grasland
und Waldgebieten untersucht. AuBerdem wurden zum ersten Mal Daten {ber
Rickettsienspezies und -pravalenz in Zecken und Kleinsdaugern in Mitteldeutschland in
verschiedenen Lebensrdumen erhoben und analysiert. Zusatzlich wurden mithilfe
vorhandener Daten aus einer vorangegangen Studie Daten zu Ko-Infektionen mit den zwei
Bakteriengattungen Rickettsien und Borrelien in Zecken und Kleinsdaugern untersucht.

Die am haufigsten vorkommende Zeckenart in dieser Studie war Ixodes ricinus, welche in
Deutschland am héaufigsten vertreten sind (RUBEL et al. 2021). Die Zeckenart /. inopinatus
haben wir mit /. ricinus zusammengefasst. Eine genaue Speziesunterscheidung hatte aufgrund
ihrer morphologischen Ahnlichkeit eine umfangreiche molekularbiologische Untersuchung
gefordert, welche nicht durchgefiihrt wurde (ROLLINS et al. 2023). Weiterhin wird aufgrund
neuerer Untersuchungen in Frage gestellt, ob es sich bei ehemals morphologisch als
l. inopinatus identifizierten Zecken in Deutschland {iberhaupt um diese Zeckenspezies
handelt. Das tatsachliche Vorkommen und die Verbreitung dieser Zeckenart in Deutschland
bedirfen weitere Untersuchungen (ROLLINS et al. 2023).

Weniger als ein Funftel (18,4 %) der gesammelten Zecken des . ricinus-Komplex waren adult.
Eine Studie mit umfangreichem Datensatz (n=10.764) aus dem Bereich der FSME-
Uberwachung in Deutschland legte mit 19,4 % gesammelten adulten Zecken ein sehr
dhnliches Verhaltnis von adulten und subadulten Zecken dar (CHITIMIA-DOBLER et al. 2017).
In einer Studie aus Stiddeutschland (n=6.521), welche die saisonale Aktivitdt von I. ricinus
untersuchte, wird ebenfalls ein gleichartiges Verhéltnis von adulten (14,6 %) zu subadulten
Zecken beschrieben (SCHULZ et al. 2014). In unserer Studie konnten wir ein unimodales
Aktivitatsmuster von Nymphen und adulten Zecken mit Hohepunkt im Frihjahr erkennen. Ihr
Vorkommen nahm im Verlauf des Jahres ab. Im Herbst konnten wir keinen zweiten Héhepunkt
feststellen. In Mitteleuropa haben I. ricinus Zecken haufig ein bimodales Aktivitatsprofil mit
Hohepunkten in den feuchten und warmen Monaten, einem grof3eren im Frihjahr und einem

kleineren im Herbst (SCHULZ et al. 2014). Eine Studie aus Frankreich untersuchte den Einfluss
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von meteorologischen und klimatischen Faktoren auf Aktivitatsprofile von Nymphen von
I. ricinus. In warmeren Regionen bzw. dem Mittelmeerraum zeigten die Arthropoden ein
unimodales Aktivitatsprofil mit Hohepunkt im Frithjahr (WONGNAK et al. 2022). Aufgrund von
Veranderungen bei Temperaturen und Niederschlagen kann in Zukunft auch in Mitteleuropa
haufiger ein unimodales Aktivitatsprofil wie auch in unserer Studie erwartet werden. Obwohl
Nymphen und adulte Zecken eher synchrone Aktivitatsprofile aufweisen, und Larven erst ab
Mai einen ersten Aktivitaitshohepunkt und einen zweiten im Sommer zeigen, gibt es regionale
wie auch jahrliche Unterschiede in der saisonalen Zeckenaktivitat (KAHL und GRAY 2023).
Besonders in Bezug auf das Habitat ist die Unterscheidung nach Lebensstadium von
Bedeutung. Adulte Zecken des I. ricinus-Komplexes zeigten sich im Wald und im Okoton
zwischen Wald— und Grasgebieten in einem ausgeglichenen Verhaltnis in unserer Studie.
Damit folgen sie ihrem beschriebenen Haupthabitat von Wald, Waldrandern und Gebiisch
(NOWAK-CHMURA und SIUDA 2012, CERNY et al. 2020). Nymphen des /. ricinus-Komplexes
wurden in allen drei Jahreszeiten hiufiger in Waldgebieten als im Okoton gesammelt. Wie in
Kapitel 2.1.2 beschrieben, sind Zecken im subadulten Lebensstadium empfindlicher
gegenlber Austrocknung verglichen mit den adulten Tieren. Somit ist dieses Ergebnis nicht
verwunderlich, da in den Waldgebieten die Bodenschicht als Schutz vor Austrocknung in den
heilen Monaten dienen kann (KAHL und GRAY 2023). Eine Studie aus Siddeutschland konnte
an vielen untersuchten Standorten einen positiven Effekt von Feuchtigkeit auf das
Vorkommen von Nymphen zeigen (SCHULZ et al. 2014). Besonders herabgefallene Blatter der
Rotbuche (Fagus sylvatica) und von Eichen (Quercus spp.) bilden durch ihre lange
Zersetzungszeit ein ansprechendes Habitat mit einem stabilen Feuchtigkeitslevel und Schutz
vor Sonneneinstrahlung (KAHL und GRAY 2023). In unserem Untersuchungsgebiet des
Hainich-Din Nationalparks ist die Rotbuche die vorwiegend vorkommende Baumart (WEISSER
et al. 2023)

Die Zeckenspezies Dermacentor reticulatus kommt in Deutschland am zweithdufigsten vor
(RUBEL et al. 2023). In unserer Studie war sie mit weniger als einem Zehntel (7,3 %) der
gesammelten Zecken vertreten. Zwei Studien aus Sachsen mit demselben
Untersuchungsgebiet aus verschiedenen Jahren zeigten unterschiedliche Anteile von
wirtssuchenden D. reticulatus im Verhaltnis zu . ricinus (5,2 - 39,3 % D. reticulatus) (SILAGHI
et al. 2012, GALFSKY et al. 2019). Ixodes ricinus scheint stets hdufiger gesammelt zu werden,

es sei denn, das Untersuchungsgebiet zielt von vornerein durch Beachtung der
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Habitatspraferenzen auf die Untersuchung von D. reticulatus ab, wie bei einer Studie aus
Nordostdeutschland. In dieser, tber alle Jahreszeiten hinweg durchgefiihrten Studie, wurden
88,9 % D. reticulatus gesammelt (n=9.186) (KOHN et al. 2019). Die subadulten Lebensstadien
leben in den Bauen und Nestern von Kleinsdugern (HORNOK 2017). Da es sich aufgrund dessen
bei dieser Zeckenart um eine teilweise endophile Spezies handelt, konnten in unserer Studie
nur adulte Stadien dieser Art gesammelt werden. Verglichen mit den sympatrischen, in allen
Stadien exophilen Zecken des I. ricinus-Komplexes, ist es schwieriger eine Aussage Uber die
Abundanz von D. reticulatus durch die Flaggenmethode zu treffen (FOLDVARI et al. 2016). Aus
diesem Grund kdnnen Zahlen, welche durch die Flaggenmethode ermittelt wurden, nur als
Richtwert fir die Zeckenabundanz anerkannt werden. Die adulten Auwaldzecken zeigen in
Mitteleuropa eine Ruhephase (iber die heifen Sommermonate und zwei
Aktivitatshohepunkte, einen im Frihjahr und einen im Herbst, was wir auch in unserer Studie
nachvollziehen konnten (FOLDVARI et al. 2016, KOHN et al. 2019). Die Mehrheit der
D. reticulatus-Zecken (93,6 %) wurde im Untersuchungsgebiet des Okotons gesammelt, was
ihrem beschriebenen natiirlichen Habitat von Grasland, Weiden und offenen Waldern
entspricht (HORNOK 2017).

Die Wirte der subadulten Auwaldzecke sind hauptsachlich Kleinsauger wie Spitzmause,
Wiihimause und Echte Mause (FOLDVARI et al. 2016). Das einzige aktiv nach einem Wirt
suchende Stadium ist die adulte Auwaldzecke. Sie hat ein sehr grofles Wirtsspektrum,
bevorzugt groRere Wirte wie Flichse, Wildschweine und Rothirsche und ist im Vergleich zu
ihren subadulten Stadien nie auf Kleinsaugern zu finden (FOLDVARI et al. 2016, OBIEGALA et
al. 2017). Ixodes ricinus-Zecken sind die Wirtsvarietat betreffend sehr tolerante Ektoparasiten.
Larven und Nymphen dieser Art bevorzugen ebenfalls Kleinsduger, Reptilien und Vogel.
Weibliche Adulte nehmen auch gréRere Tiere in ihre Wirtsauswahl auf (CERNY et al. 2020).
Innerhalb der Gruppe der Kleinsauger, wird D. reticulatus haufiger auf Wihimausen als auf
echten Mausen gefunden, fiir I. ricinus scheint das Gegenteil der Fall (FOLDVARI et al. 2016,
OBIEGALA et al. 2016).

Wie zu erwarten, wurden Cl. glareolus (97,1 %) und A. flavicollis (91,7 %) jeweils zum Grofteil
in Waldgebieten gefangen. Eine sehr umfangreiche Studie, welche ungewollte Beifange in
Kleinsdaugerfallen an Untersuchungsstandorten aus sechs deutschen Bundeslandern
untersuchte, zeigte ebenso fiir beide Spezies ein vermehrtes Aufkommen in Waldgebieten

verglichen mit Untersuchungsorten mit Grasland. Beide Spezies wurden ebenfalls in dem, das
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fur die Kleinsdauger in unserer Studie nicht untersuchte, Randgebiet mit Hecken und Blischen
gefangen (HOTOPP et al. 2022). Microtus arvalis wurde in unserer Studie zum GroRteil im
Grasland gefangen (92,6 %). Dies wurde in der oben genannten Studie genauso vorgestellt,
wobei auch diese Kleinsaugerspezies nachfolgend zu den Graslandhabitaten vermehrt in den
Randgebieten gefangen wurde (HOTOPP et al. 2022). Dies entspricht ihren jeweils natiirlichen
Lebensrdaumen des Waldes von Cl. glareolus und A. flavicollis und des offenen Graslandes von
M. arvalis (AULAGNIER et al. 2008). Die Waldmaus hat ein vielfaltiges Habitat und fiihlt sich in
Waldern, Buschlandschaften und Grasland wohl (AULAGNIER et al. 2008, BOYARD et al. 2008).
In unserer Studie wurde sie etwas vermehrt in Waldgebieten gefangen (74,1 %). Die Arten
A. agrarius, S. araneus und M. agrestis waren in den untersuchten Habitaten ausgesprochen
ausgeglichen vertreten und wurden zu folgenden Anteilen im Grasland gefangen: 51,1 %,
55,0 % und 53,3 %. Keine dieser drei Spezies zeigt eine explizite, starke Bevorzugung von
einem der untersuchten Habitate (AULAGNIER et al. 2008). Von den Kleinsdugerarten
A. amphibius, S. minutus und C. russula wurden jeweils maximal vier Individuen gefangen.

Kleinsauger stellen fir viele zoonotischen Pathogene ein Reservoir dar. Zecken fungieren fiir
einige Pathogene als Vektoren, unter anderem fiir einen Grof3teil der Rickettsien der
Zeckenstichfieber-Gruppe (Spotted fever group, SFG). Durch die teilweise noch nicht ganzlich
geklarte Pathogenitat einiger SFG-Rickettsien ist anzunehmen, dass Erkrankungen mit diesen
Bakterien haufig spat oder fehldiagnostiziert werden. Deshalb sollten sie in dem 6ffentlichen
Gesundheitswesen mehr beriicksichtigt werden, um auf der Liste der Differentialdiagnosen
aufzutauchen. Abhéngig von der Spezies, kénnen Rickettsien der SFG fiir die*den Patient*in
asymptomatisch verlaufen, leichte Symptome verursachen wie Husten, oder schwerwiegende
febrile Erkrankungen bis zum Tod ausldsen. In Deutschland sind die meisten bekannten
schwerwiegenden Krankheitsverldufe nicht autochthon (DOBLER und WOLFEL 2009). Die zwei
am haufigsten vorkommenden Rickettsienarten in Deutschland sind Rickettsia helvetica und
Rickettsia raoultii. Das Bakterium R. helvetica wurde zum ersten Mal 1979 nach seiner
Entdeckung in einer I. ricinus-Zecke aus der Schweiz beschrieben (BURGDORFER et al. 1979).
Nachdem die Pathogenitat dieser Art lange nicht bekannt war, wurde R. helvetica bis heute
mit Fieber, Sarkoidose und akuter Perimyokarditis assoziiert und wurde ebenfalls in einem
Patienten mit den Symptomen Kopfschmerz, Myalgie, Arthralgie, septischem Fieber und
Photophobie nachgewiesen (NILSSON 2009). Rickettsia raoultii wurde erstmals in Russland

aus Zecken isoliert (MEDIANNIKOV et al. 2008). Die mdglicherweise resultierenden Symptome
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sind dem Akronym ,SENLAT“ (Scalp eschars and neck lymphadenopathy after tick bites)
entsprechenden Krankheitszeichen wie Eschar an der Kopfhaut und Lymphadenopathie
(BUCZEK et al. 2020).

Die DNA von R. helvetica und R. raoultii wurde in Mitteleuropa in Arthropoden wie Fléhen und
verschiedenen Zeckenspezies wie [. ricinus, D. reticulatus und D. marginatus nachgewiesen
(HEGLASOVA et al. 2020). Tiere, in denen DNA von Rickettsien detektiert wurde, umfassen
Nagetiere, Waschbaren (Procyon lotor), Rehe (Capreolus capreolus), Wildschweine (Sus
scrofa) und echte Eidechsen (Mauereidechse (Podarcis muralis), Ruineneidechse (Podarcis
siculus)) (SPRONG et al. 2009, OBIEGALA et al. 2016, MENDOZA-ROLDAN et al. 2021,
HILDEBRAND et al. 2022).

In Kleinsdugern lag die Pravalenz der Rickettsien in unserer Studie bei 9,9 %. Diese liegt im
Bereich der aus Deutschland dokumentierten Pravalenzen verschiedener Studien von 0 %
(Suddeutschland) tber 5,2 % - 11,6 % (Bayern) und 8,0 % (vier Bundesldander) hin zu 28,6 %
(Sachsen) (PLUTA et al. 2010, SCHEX et al. 2011, OBIEGALA et al. 2016, FISCHER et al. 2018).
Studien von anderen europdischen Ldandern geben Pravalenzen von 1,8 % (Kroatien), 6,0 %
(Italien), 9,4 % (Slowakei), und 27,6 % (Litauen) an (SVOBODA et al. 2014, MITKOVA et al. 2015,
MARDOSAITE-BUSAITIENE et al. 2018, MARTELLO et al. 2019). Angaben von
Gesamtpradvalenzen sind stets kritisch zu betrachten, da Zusammensetzung der untersuchten
Kleinsaugerarten, methodische Vorgange und Versuchsaufbau mitunter stark voneinander
abweichen. Dies macht einen direkten Vergleich schwierig.

In unserer Studie wurden lediglich vier Individuen der Art S. minutus getestet, wovon in einem
Tier Rickettsien-DNA nachgewiesen werden konnte. Nach unserem Wissen war dies der erste
Nachweis von Rickettsien-DNA in dieser Spezies in Deutschland. Diese Insektenfresser
kommen in den untersuchten Gebieten nicht so reichlich vor, wie viele ihre sympatrischen
Kleinsdauger, was in weniger getesteten Proben resultiert. Eine Studie aus Deutschland konnte
in 72 Individuen von S. minutus, wovon 16 gleich unseren Proben aus Thiringen stammten,
keine Rickettsien-DNA nachweisen. In anderen Kleinsdaugerarten der Studie detektierten sie
Rickettsien-DNA (FISCHER et al. 2018). Eine Studie aus Norwegen zeigte eine geringere
Infestation mit Zecken von Tieren der Art S. minutus im Vergleich zu den untersuchten Tieren
des Genus Apodemus, wobei sie einen Zusammenhang mit der geringeren Kérpermasse der
Spitzmause ausmachten (MYSTERUD et al. 2015). Eine Studie aus Frankreich konnte ebenfalls

eine geringere Infestation mit Zecken von Spitzmdusen als untersuchte Apodemus spp.
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beobachten (BOYARD et al. 2008). Diese geringere Infestation, legt ein geringeres Risiko fir
eine Infektion mit zeckenubertragbaren Krankheiten nahe. In der Spitzmaus S. araneus konnte
in unserer, wie auch in anderen vorigen Studien, Rickettsien-DNA nachgewiesen werden
(FISCHER et al. 2018, MARDOSAITE-BUSAITIENE et al. 2018).

Interessanterweise wurde in Kleinsaugern aus dem Waldhabitat eine hohere Pravalenz von
Rickettsien festgestellt als in solchen aus dem Graslandhabitat. Innerhalb der untersuchten
Genera war Apodemus spp. das Genus mit der hochsten Pravalenz, was ebenfalls bereits in
anderen Studien beobachtet wurde. Die zwei Spezies dieses Genus, welche in unserer Studie
numerisch am meisten untersucht wurden, sind A. flavicollis und A. sylvaticus. Beide Arten
wurden jeweils mehrheitlich in Waldgebieten gefangen. Die Pravalenzen von 18,5 % in
A. sylvaticus, 15,4 % in A. flavicollis, und 8,9 % in A. agrarius stimmen mit Pravalenzen aus
anderen Studien aus Deutschland liberein, welche 0 — 16,2 % fiir A. sylvaticus, 13,0-23,4 % fir
A. flavicollis, und 0-9 % flr A. agrarius beschreiben (SCHEX et al. 2011, OBIEGALA et al. 2017,
FISCHER et al. 2018). Einige europaische Studien Uber A. flavicollis konnten Prdvalenzen von
0 % in Vollblut (Polen), 1,7 % in Organproben (Kroatien), 5,7 % in Vollblut (Slowakei), und
29,4 % in Milzen (Litauen) bestimmen (STANCZAK et al. 2009, SYVOBODA et al. 2014, MITKOVA
et al. 2015, MARDOSAITE-BUSAITIENE et al. 2018). Eine Studie aus Italien beschreibt eine
Rickettsienpravalenz von 6 % in Ohrproben von Apodemus spp. ohne jedoch zwischen
verschiedenen Spezies des Genus zu unterscheiden (MARTELLO et al. 2019).

Schwierigkeiten bei der Sequenzierung von konventionellen PCR-Produkten von
Kleinsaugermaterial sind bekannt. Aufgrund schwacher Sensitivitat der Tests kommt es haufig
zu nicht umfassend auswertbaren Ergebnissen (FISCHER et al. 2018). In unseren
Untersuchungen konnten wir lediglich zwei der in der quantitativen real-time PCR (qPCR)
positiven 115 Kleinsdaugerproben erfolgreich sequenzieren lassen. Beide PCR-Produkte
stammten von A. flavicollis-Tieren und zeigten die hdchste Ubereinstimmung mit dem
R. helvetica-Stamm AS819, welcher von [. ricinus-Zecken isoliert wurde (SPECK et al. 2018).
Rickettsia helvetica wurde schon haufiger in A. flavicollis-Proben aus Deutschland detektiert
und scheint die hdufigste Rickettsienart in Deutschland in Kleinsdugern zu sein (OBIEGALA et
al. 2016, FISCHER et al. 2018). Eine Studie aus den Niederlanden konnte ebenfalls R. helvetica
in Kleinnagern nachweisen (SPRONG et al. 2009). Eine weitere Rickettsienart, welche géangig
in Kleinsdugern aus Deutschland nachgewiesen wird, ist R. felis (SCHEX et al. 2011, FISCHER et

al. 2018). Rickettsa raoultii wird seltener in Kleinsdugerproben gefunden (FISCHER et al. 2018).
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Eine Studie konnte R. raoultii in Proben von Cl. glareolus entdecken, wobei bei allen
betroffenen Tieren eine Infestation mit D. reticulatus-Zecken beobachtet wurde (OBIEGALA et
al. 2017). Eine groRere Anzahl an Sequenzierungsergebnissen von unserer Studie hatte mehr
Aussagekraft darliiber haben kdénnen, ob Kleinsdauger, und im Speziellen solche des Genus
Apodemus, moglicherweise einen weniger essenziellen Anteil im Lebenszyklus von R. raoultii
einnehmen. Eine Studie aus Stiddeutschland, welche Dermacentor-Zecken und hauptsachlich
Wiihimause untersuchte, konnte keine Rickettsien-DNA in Nagerproben nachweisen (PLUTA
et al. 2010). Zwei Studien in China untersuchten andere Sauger als mogliche Reservoire fiir
R. raoultii. Sie konnten R. raoultii in Pferden (Equus ferus) und Rotflichsen (Vulpes vulpes)
nachweisen (CHANG et al. 2021, LIU et al. 2021). In den Niederlanden fand eine Studie
R. helvetica in Rehen und Wildschweinen und eine Studie in Algerien R. slovaca in
Wildschweinen (SPRONG et al. 2009, ZEROUAL et al. 2018).

Die Rickettsienpravalenz in den untersuchten Zecken war bei uns 11,4 %, was zu den
Ergebnissen von anderen Studien aus Deutschland passt (HILDEBRANDT et al. 2010, FRANKE
et al. 2011, SILAGHI et al. 2011, RAILEANU et al. 2022). Zwei Studien aus Deutschland, welche
ausschlieBlich wirtssuchende Zecken untersucht haben, fanden Rickettsienpravalenzen von
Uber 50 %. Beide Studien untersuchten Gebiete in nordwestdeutschen Stadten (MAY und
STRUBE 2014, BLAZEJAK et al. 2017). Da sich Methoden, untersuchte Zeckenarten und
Lebensstadien der Parasiten unterscheiden, ist eine direkte Gegenlberstellung der
Pravalenzen mit Vorsicht zu geniel3en. Es ist hdufig beschrieben, dass deutliche Unterschiede
in der Pravalenz bei den untersuchten Zecken auftauchen. In unserer Studie reichte die
Rickettsienbelastung von 8,6 % bei /. ricinus bis 46,3 % bei D. reticulatus. Haufig haben
D. reticulatus-Zecken eine hohe Privalenz (STANCZAK et al. 2018). Beispielsweise hat eine
Studie aus Nordostdeutschland eine Pravalenz von 64,0 % in D. reticulatus-Zecken bestimmt
(KOHN et al. 2019). Die in unserer Studie ermittelte Prévalenz der . ricinus-Zecken stimmt mit
vorherig beschriebenen Pravalenzen dieser Zeckenart aus Deutschland (iberein (SILAGHI et al.
2008, SCHORN et al. 2011, TAPPE und STRUBE 2013). Adulte Zecken zeigten ein statistisch
héheres Infektionsrisiko als Nymphen, welche in ihrem Leben erst ein Blutmahl als Larven zu
sich genommen haben. Dennoch muss bemerkt werden, dass wir ausschlieRlich Nymphen der
I. ricinus-Zecke untersucht haben und keine subadulten Stadien der D. reticulatus-Zecke. In
einer Studie, welche ebenfalls subadulte Stadien von D. reticulatus untersucht hat, wurde der

Ansatz geduRert, dass transovarielle Ubertragung von Rickettsien in Zecken bei D. reticulatus-
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Zecken eine groRere Rolle spielt im Vergleich zu I. ricinus-Zecken. In dieser Studie wurden die
untersuchten Zecken von Wirten abgesammelt (OBIEGALA et al. 2016). In einer anderen
Studie konnten ungewoéhnlicherweise 47 Larven und zwei Nymphen von D. reticulatus in der
Vegetation durch die Flaggenmethode gefunden werden. Die Larven wurden gepoolt getestet
und zeigten eine minimale Infektionsrate von 42,2 %. Alle Proben wurden als R. raoultii
identifiziert (SCHMUCK et al. 2020).Die erfolgreichen Ubertragungsraten von R. raoultii in
D. reticulatus wurden fiir die transovarielle Ubertragung mit 90,0 % und fiir die transstadiale
Ubertragung mit 98,0 % beschrieben (SAMOYLENKO et al. 2009). Da subadulte Stadien von
D. reticulatus so selten durch die Flaggenmethode zu sammeln sind, waren weitere Studien
wichtig, um diesem Ansatz nachzugehen.

Nur [. ricinus betrachtend, hatten die adulten Zecken ebenfalls ein héheres Infektionsrisiko als
die Nymphen. Dies wurde in den meisten, wenn auch nicht in allen Studien beobachtet, die
alleinig diese Zeckenart untersuchten (HILDEBRANDT et al. 2010, SCHORN et al. 2011, KNOLL
et al. 2021b).

Im Frihjahr und im Sommer waren die Zecken signifikant haufiger mit Rickettsien infiziert als
im Herbst. Zwischen Frihjahr und Sommer konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. In unserer statistischen Analyse, welche ausschlieBlich 1. ricinus-Zecken untersucht,
konnte kein saisonaler Einfluss festgestellt werden. In anderen Studien sind saisonale Einfllsse
unterschiedlich beschrieben, es lasst sich kein gesamtheitliches Muster bestimmen. In zwei
Studien aus Nordwestdeutschland waren Zecken, welche im Sommer und Herbst gesammelt
wurden, signifikant haufiger mit Rickettsien infiziert als solche, die im Friihjahr gesammelt
wurden (MAY und STRUBE 2014, BLAZEJAK et al. 2017). In einer Studie aus Bayern wurden im
Vergleich zu Friihjahr und Herbst, die meisten infizierten Zecken im Sommer gesammelt
(SCHORN et al. 2011). Im Gegensatz dazu beschreibt eine Studie aus Ddnemark mehr infizierte
Zecken, welche im Frithjahr gesammelt wurden als in Sommer und Herbst (KANTS@ et al.
2010). Eine Studie aus Norddeutschland beschreibt am seltensten infizierte Zecken im August
verglichen mit allen anderen untersuchten Monaten (KNOLL et al. 2021b). Eine Studie aus
Nordostdeutschland, welche ausschlieBlich D. reticulatus untersuchte, konnte keinen
saisonalen Einfluss auf die Rickettsienpravalenz feststellen (KOHN et al. 2019).

In unserer Studie hat das Habitat die Infektionswahrscheinlichkeit von Zecken mit Rickettsien
nicht beeinflusst. Andere europadische Studien aus der Slowakei, Luxemburg und Deutschland,

in welchen die Rickettsienpravalenz in . ricinus-Zecken aus verschiedenen Landschaftstypen
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untersucht wurden, konnten ebenfalls keinen statistischen Effekt erkennen (REYE et al. 2010,
SPITALSKA et al. 2014, KNOLL et al. 2021b). Es scheint, als wiirden mikroklimatische Faktoren
eine wichtigere Rolle fir die Rickettsienprdvalenz in Zecken spielen als das Habitat an sich. Ein
Studienmodell, welches mikroklimatische Faktoren in den experimentellen Aufbau und die
Feldversuche mit einbezieht, konnte sehr hilfreich sein, um weitere, die Zeckeninfektion
beglinstigende, Faktoren auszumachen.

Die Anzahl der Ko-Infektionen mit Rickettsien als auch Borrelien waren in den Kleinsaugern
niedrig. Lediglich die Spitzmaus S. araneus zeigte eine abweichende Pravalenz von 10,0 %. Es
existieren nur wenige Studien, welche den Zusammenhang der Ko-infektionen dieser beiden
Bakterien in Kleinsdaugern untersuchen. Da S. araneus in unserer Studie die einzige
Kleinsaugerart mit einer hohen Ko-Infektionsrate war und in vorherigen Studien selten
Beachtung fand, sollten Uberlegungen iiber zukiinftige Projekte, welche diese Spezies mehr
in den Fokus stellen, angestellt werden. Die Ko-Infektionsrate von Rickettsien und Borrelien in
Zecken war in unserer Studie gering. Eine vorherige Studie konnte allerdings eine positive
Korrelation der beiden Infektionen feststellen (RAULF et al. 2018). Eine andere Studie, in
welcher die untersuchten Zecken bei beiden Bakterien eine héhere Pravalenz zeigten, wies
diesen positiven Zusammenhang nicht nach (KNOLL et al. 2021a). Der einzige in unserer Studie
festgestellter Effekt war eine leichte Tendenz von einer negativen Assoziation von einer
Rickettsieninfektion mit einer Borrelieninfektion bei Zecken, welche im Friihjahr gesammelt
wurden.

In unserer Studie konnten 68,8 % der Zeckenproben, die positiv in der gPCR waren, mithilfe
der konventionellen PCR amplifiziert, danach sequenziert und identifiziert werden. Jede Probe
konnte entweder als R. helvetica oder R. raoultii ausgemacht werden. In Deutschland ist
R. helvetica die am meisten verbreitete Rickettsienart in Zecken. Dabei ist zu bedenken, dass
sie durch die weite Verbreitung und intensiven Untersuchungen ihrer assoziierten Zeckenart
I. ricinus dementsprechend haufiger nachgewiesen wird als Rickettsienarten, die mit anderen
Zeckenarten assoziiert sind. Auch in unserer Studie kam R. helvetica am haufigsten vor.
Interessanterweise war sie die einzige bei /. ricinus-Zecken nachgewiesene Art, wenngleich
R. monacensis nicht selten in Deutschland ist. Dennoch scheint letztere vor allem im
siddeutschen Raum verbreiteter (SILAGHI et al. 2008, SCHORN et al. 2011, BLAZEJAK et al.
2017, KNOLL et al. 2021b). Die R. helvetica-Sequenzen, die in unserer Studie gefunden

wurden, waren identisch mit denen, welche in einer I. persulcatus-Zecke in Russland und einer
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I. ricinus-Zecke in Deutschland gefunden wurden (KARTASHOV et al. 2017, SPECK et al. 2018).
Alle R. raoultii-Sequenzen unserer Studie wurden vorher in China detektiert. Verglichen mit
anderen Zeckenarten, hat R. raoultii eine starke Assoziation mit D. reticulatus und war
ebenfalls die einzige Rickettsienspezies, welche wir in unserer Studie in D. reticulatus
nachweisen konnten (PAROLA et al. 2013). Da I. ricinus und D. reticulatus die zwei haufigsten
Zeckenarten in Mitteleuropa sind, ist ihr Monitoring ein wichtiges Werkzeug, um mehr Wissen

Uber die Risikofaktoren fir humane und tierische Infektionen zu erlangen.
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Einleitung

Die am haufigsten vorkommenden Zeckenarten in Deutschland sind der gemeine Holzbock
(Ixodes ricinus) und die Auwaldzecke (Dermacentor reticulatus). Fir beide Arten fungieren
Kleinsauger als Wirte fir die subadulten Stadien und bestimmen so ihr gemeinsames
Vorkommen in den Habitaten der Wirtstiere. Zecken sind die Hauptlbertrager von Rickettsien
der Zeckenstichfiebergruppe. Die in Deutschland vorkommenden Rickettsienarten Rickettsia
helvetica und Rickettsia raoultii wurden mit Erkrankungen des Menschen in Verbindung
gebracht.

Ziele der Untersuchung

Untersuchungen lber den Einfluss von umweltassoziierten und individuellen Faktoren auf die
Rickettsienpravalenz in Zecken und Kleinsdaugern sind rar. Aufgrund dessen war es Ziel dieser
Studie, die Pravalenz von Rickettsien in Zecken und Kleinsaugern nicht nur in Bezug auf Spezies
und Saison zu untersuchen, sondern auch verschiedene Habitatstrukturen zu betrachten.
Zusatzlich wurden Daten zu Ko-Infektionen der beiden Bakteriengattungen Rickettsien und
Borrelien in Zecken und Kleinsdaugern erhoben.

Tiere, Material und Methoden

Untersucht wurden den Hainich-Diin Nationalpark in Thiringen umschlieBende Gebiete.
Insgesamt standen DNA-Proben von 1167 Kleinsdaugerohrsegmenten (zehn Spezies; Frihjahr
und Sommer 2017-19) und 1098 Zecken (zwei Spezies; Frihjahr, Sommer, und Herbst 2018
und 2019) zur Verfligung. Die Untersuchungsstellen wurden dabei fiir Kleinsduger in die
Habitate Waldgebiet und Grasland und fiir Zecken in die Habitate Waldgebiet und
angrenzender Okoton zwischen Waldgebiet und Grasland eingeteilt. Die DNA-Proben wurden
mittels einer quantitativen real-time PCR auf das Vorhandensein des g/tA Gens von Rickettsien

untersucht. Positive Proben wurden mithilfe einer das ompB Gen detektierenden

48



konventionellen PCR auf Rickettsia-Speziesebene durch anschlieBende Sanger Sequenzierung
charakterisiert. Die  statistische = Auswertung umfasste die Errechnung von
Konfidenzintervallen (95 % Kl) und die Erstellung mehrerer linear gemischter generalisierter
Modelle (GLMM).

Ergebnisse

Rickettsien-DNA wurde in 11,4 % (n=125) der Zecken gefunden. Innerhalb der I. ricinus Zecken
(8,6 %; 88/1018) war die Rickettsienpravalenz niedriger als in D. reticulatus Zecken (46,3 %;
37/80) (GLMM: p=<0,001). Im Herbst gesammelte Zecken waren signifikant haufiger
Rickettsia-positiv als Zecken aus dem Friihjahr und Sommer (GLMM: jeweils p=<0,001). Das
Habitat hatte keinen Einfluss auf die Infektionswahrscheinlichkeit der Zecken (GLMM:
p=0,7109). Adulte Zecken waren signifikant hdufiger Rickettsia-positiv als Nymphen (GLMM:
p=0,0199). Es wurden 87 Rickettsia-positive Zeckenproben auf Spezieslevel bestimmt. Alle 75
I. ricinus Zecken konnten als R. helvetica und alle 12 D. reticulatus Zecken konnten als
R. raoultii bestimmt werden.

In 9,9% (n=115) der Kleinsduger (8/10 Arten: Microtus arvalis, Microtus agrestis,
Clethrionomys glareolus, Apodemus flavicollis, Apodemus sylvaticus, Apodemus agrarius,
Sorex araneus, Sorex minutus) konnte Rickettsien-DNA detektiert werden. Tiere aus den
Waldgebieten waren haufiger Rickettsia-positiv als Tiere aus dem Grasland (GLMM:
p=<0,001). Der Faktor Saison hatte keinen Einfluss auf die Infektionswahrscheinlichkeit
(GLMM: p=0,1062). Die Rickettsienspezies konnte ausschliellich in Proben zweier A. flavicollis
als R. helvetica identifiziert werden.

Die Zahlen der Ko-infektionen waren bei Zecken (0,8 %) und Kleinsdugern (0,8 %) gering.
Lediglich S. araneus zeigte eine vergleichsweise hohe Ko-Infektionsrate (10,0 %; 2/20).
Schlussfolgerung

Die detektierte Rickettsienpravalenz in Kleinsdugern und Zecken deckt sich jeweils mit den
Pravalenzen voriger Studien aus Deutschland. Interessanterweise beeinflusste das Habitat
(hoher im Wald als im Grasland) ausschlieBlich die Pravalenz innerhalb der untersuchten
Kleinsaugerpopulation, nicht jedoch die Pravalenz innerhalb der untersuchten Zecken. Eine
mogliche Erklarung hierfir kdnnte die hohe Pravalenz der vermehrt im Wald gefangenen
Arten A. flavicollis und A. sylvaticus sein. Rickettsia helvetica und R. raoultii wurden jeweils

ausschlieBlich in ihren assoziierten Zeckenspezies detektiert.
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Introduction

The two most common tick species in Germany are the castor bean tick (/xodes ricinus) and
the ornate dog tick (Dermacentor reticulatus). Small mammals serve as hosts for immature
life stages of both species and thus are responsible for their occurrence in the habitats of the
hosts. Ticks are the main vectors of the Rickettsia spp. of the Spotted Fever Group. In Germany
occurring species Rickettsia helvetica and Rickettsia raoultii are linked to illnesses in humans.
Aim of the study

Studies about the influence of environmental and individual factors on Rickettsia prevalence
in ticks and small mammals are scarce. For this reason, the aim of this study was to analyse
the prevalence of Rickettsia in ticks and small mammals not only regarding their species and
season, but also considering different habitats. Additionally, data of co-infections with the two
bacteria Rickettsia spp. and Borrelia spp. in ticks and small mammals were collected.
Animals, Material and Methods

Study regions were areas surrounding the Hainich-Diin Nationalpark in Thuringia, Middle
Germany. Overall, DNA samples of 1167 small mammal ear snips (ten species; spring and
summer 2017-19) and 1098 ticks (two species; spring, summer, and autumn 2018 and 2019)
were available. The investigated areas for small mammals were divided in habitat of forest
and grassland, the ones for ticks were divided in habitat of forest and the bordering ecotone
between forest and grassland. The DNA samples were first screened by a quantitative real
time PCR targeting the gl/tA gene of Rickettsia spp.. Positive samples were then tested by a
conventional PCR targeting the ompB gene. Through following sanger sequencing Rickettsia
species were identified. Statistical tests included determining confidence intervals (95% Cl)

and computing multiple general linear mixed models.
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Results

In ticks, DNA of Rickettsia was found with a prevalence of 11.4 % (n=125). Ticks of I. ricinus
(8.6 %; 88/1018) showed a lower prevalence than D. reticulatus ticks (46.3 %; 37/80) (GLMM:
p=<0.001). Ticks collected in autumn were significantly more often carriers of Rickettsia DNA
than ticks collected in spring and summer (GLMM: both p=<0.001). Habitat had no influence
on infection probability in ticks (GLMM: p=0.7109). Adult ticks were significantly more often
recorded with Rickettsia DNA than nymphs (GLMM: p=0.0199). 87 tick samples were positive
in the conventional PCR and were sequenced: 75 samples of I ricinus complex could be
identified as R. helvetica and 12 samples of D. reticulatus could be identified as R. raoultii.

In small mammals DNA of Rickettsia could be detected with a prevalence of 9.9 % (n=115)
(8/10 species: Microtus arvalis, Microtus agrestis, Clethrionomys glareolus, Apodemus
flavicollis, Apodemus sylvaticus, Apodemus agrarius, Sorex araneus, Sorex minutus). Animals
from forest were more often carriers of Rickettsia DNA than animals from grassland (GLMM:
p=<0.001). Season didn’t influence infection probability (GLMM: p=0.1062). Characterisation
on species level could only be achieved in two samples of A. flavicollis. Both could be identified
as R. helvetica.

Numbers of co-infections were low in both ticks (0.8 %) and small mammals (0.8 %). Solely
S. araneus showed a comparably high co-infection rate (10.0 %; 2/20).

Conclusion

The Rickettsia prevalence in ticks and small mammals determined in this study falls in line with
previous studies from Germany. Interestingly, habitat type did not influence the prevalence
of Rickettsia in ticks but in small mammals, which were significantly more often infected in
forest than in grassland. A possible explanation may be the high prevalence in animals of the
species A. flavicollis and A. sylvaticus, which were more abundant in the forest. Both

R. helvetica and R. raoultii were exclusively detected in their respective tick species.
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7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Transmission von zeckenibertragenen Rickettsien der SFG innerhalb des
Lebenszyklus von Ixodidae modifiziert nach EREMEEVA und DASCH (2015) (EREMEEVA und
DASCH 2015) 1) Oviposition des vollgesogenen Weibchens 2) Larven schliipfen aus Eiern 3)
Larve saugt Blut an Kleinsdugern 4) vollgesogene Larve hdutet sich zur Nymphe 5) Nymphe
saugt Blut an Klein- oder GroRsdugern 6) Nymphe hautet sich zur adulten Zecke 7)
Transovarielle Ubertragung 8) Transstadiale Ubertragung 9) Ubertragung von Rickettsien auf
den Menschen durch Nymphe 10) Ubertragung von Rickettsien auf den Menschen durch
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