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Vorkommen von Ixodes ricinus und Borrelia burgdorferi
sensu lato in stadtischen Naherholungsgebieten am
Beispiel von Basel (Schweiz)*

FLURIN CATHOMAS

Zusammenfassung: Die Schildzecke, Ixodes ricinus, iibertragt die Lyme-Borreliose, eine Infekti-
onskrankheit, welche Hautkrankheiten, chronische Nervenentziindungen und Gelenkerkrankungen
hervorruft. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Zeckenvorkommens in stidti-
schen Naherholungsgebieten, unter Beriicksichtigung saisonaler Schwankungen und der Durchseu-
chung von . ricinus mit Borrelien. Wihrend den Monaten April bis August wurden im Jahr 2003 in
sechs Naherholungsgebieten in und um Basel monatlich Zecken gesammelt. Anschliessend wurden
sie mittels der Polymerase Kettenreaktion (PCR) auf Borrelien untersucht. Insgesamt wurden 397
Zecken (35 Adulttiere, 172 Nymphen und 190 Larven) in vier der sechs untersuchten Gebieten ge-
funden. Zwei Gebiete waren zeckenfrei. Die verschiedenen Entwicklungsstadien zeigten eine unter-
schiedliche saisonale Verteilung: Wihrend Adulttiere und Nymphen vor allem in den Monaten April,
Mai und Juni auftraten, konnten Larven iiberwiegend in den Monaten Juli und August nachgewiesen
werden. Borrelien-DNA wurde in 16.8% der Nymphen und in 14.3% der Adulttiere gefunden. In den
Larven war keine Borrelien-DNA vorhanden. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass Basels Nah-
erholungsgebiete, sofern sie nicht regelmissig gepflegt werden, einen Zeckenbefall aufweisen. In
drei von vier Gebieten war /. ricinus zudem mit Borrelien infiziert. Diese Resultate zeigen, dass die
Gefahr, die von den Zecken auch in stidtischen Naherholungsgebieten ausgeht, nicht unterschétzt
werden darf. Deshalb ist es vor allem in den Frithlings- und Frithsommermonaten wichtig, sich vor
1. ricinus zu schiitzen.

Abstract: Hard ticks of the species Ixodes ricinus may transmit the spirochaetal bacteria Borrelia
that leads to skin disease as well as chronic joint and nerve inflammation. Ticks prefer humid and
tight underwood, where people are attacked during their presence in forests. It was the aim of this
project to analyze the prevalence of ticks and their rate of infection by Borrelia in urban recreation
areas of Basel, Switzerland. Six different urban areas including one park, two recreation areas and
three forests in and around the city of Basel, were investigated for the presence of ticks monthly from
April to August 2003. To catch the ticks the flagging method by pulling a white cloth through the
undergrowth was used. The ticks collected were analyzed for Borrelia DNA with the Real Time PCR.
In four out of the six recreation areas analyzed a total of 397 ticks (35 adults, 172 nymphs and 190
larvae) were collected. In the park and in one recreation area no /1. ricinus were found. The different
development of the tick-stages showed a varying seasonal distribution pattern: Adults and nymphs
were mostly found during the first period of the analysis and larvae were present in the second period
only. The average rate of infection with Borrelia was 16.4%. No Borrelia DNA was found in the
larvae. It may be assumed that where ever ticks are present, there exists a risk of an infection with
Borrelia. Therefore, it is important to protect oneself from tick bites even in urban recreation areas.

* Wettbewerbsarbeit «Schweizer Jugend forscht», prasentiert am 38. Nationalen Wettbewerb vom 30. April bis
2. Mai 2004 in Genf
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Einleitung

Zecken sind Ubertriiger von verschiedenen In-
fektionskrankheiten (Krickau und Helfricht
2000). In der vorliegenden Arbeit soll in sechs
verschiedenen Untersuchungsgebieten in und
um Basel untersucht werden, wie gross die Ge-
fahr vor Zecken als Krankheitsiibertriager ist.

Zecken sind Gliederfiissler (Stamm: Arthro-
poden), gehoren zur Klasse der Spinnentiere
(Arachniden) und zur ausserordentlich vielfilti-
gen Ordnung der Acarinen (Krickau und Helf-
richt 2000).

Man unterscheidet zwei Zeckenfamilien: 1.
Lederzecken (Argasidae): Die Lederzecken be-
sitzen keinen Riickenschild und leben in den
warmen und gemissigten Klimaregionen der
Erde. Sie sind unbedeutend fiir die Ubertragung
von Krankheiten in unseren Breitengraden. Die
hiufigste bei uns vorkommende Lederzecke ist
die Taubenzecke (Argas reflexus), welche vor
allem in Taubenschlidgen und an Tauben zu fin-
den ist. Sie kann zwar auch in menschliche Be-
hausungen eindringen, iibertrigt aber keine
Krankheiten. 2. Schildzecken (Ixodidae): Die
Schildzecken besitzen einen schiitzenden Rii-
ckenschild und ihre Mundwerkzeuge sind von
dorsal gesehen deutlich sichtbar. Sie sind welt-
weit Vektoren vieler Krankheiten bei Mensch
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und Tier. Die hédufigste bei uns vorkommende
Schildzecke ist der gemeine Holzbock oder
Hundezecke (Ixodes ricinus), welche 90 Prozent
der europidischen Zeckenfauna ausmacht. Alle
weiteren Ausfithrungen dieser Arbeit beziehen
sich auf diese Art.

Der Holzbock durchlduft drei Entwicklungs-
stadien (Tab. 1): das Larven-, das Nymphen- und
das Imaginalstadium. Die gesamte Entwicklung
dauert je nach ortlicher Witterung, Klima, Vege-
tation und Anzahl der vorhandenen Wirte durch-
schnittlich eineinhalb bis vier Jahre. I. ricinus ist
eine dreiwirtige Zecke. Jedes Stadium braucht
eine Blutmahlzeit. Zwischen diesen Blutmahl-
zeiten konnen lange Wartephasen auftreten, die
ein Teil der Zecken aufgrund ihrer grossen Hun-
gerfihigkeit aber iiberstehen kann.

Nach einigen Wochen schliipft aus dem Ei die
etwa 0.5 mm grosse Larve, welche nur drei Bein-
paare besitzt. Ein Drittel des Riickens ist von
einem Schild aus Chitin (Scutum) bedeckt. Auf-
grund ihrer Grosse ist sie nur in der Krautschicht
bis etwa 20 cm Hohe anzutreffen. Als Wirte
kommen Kleinnager oder Végel in Frage. Der
Mensch gehort nur sehr selten zu den Wirten der
Larve, da die meisten Hautregionen zu dick sind
fiir die noch schwach ausgebildeten Mundwerk-
zeuge. Bei einem erfolgreichen Saugakt, wel-
cher etwa zwei bis vier Tage dauert, nimmt das

Larve Nymphe Adulttier ¢ Adulttier 3
Korperlange 0.5 mm 1 mm 3.5 mm 2.5 mm
Beinpaare 3 -+ 4 4
Schildbedeckung weniger als die etwa die Halfte

” ein Drittel . o ganz

des Ruckens Halfte (herzformig)

niedrige Farne und )

' Straucher bis Straucher bis
Vorkommen Krautschicht bis Straucher bis . .
. . 100 cm Hohe 100 cm Hohe
20 cm Hohe 75 cm Hohe
. 3 Vogel, Hunde, Wildtiere, Kithe, | Wildtiere, Kiihe,
Wirte Kleinnager, Vogel
Mensch Mensch Mensch

Tab. 1: Vergleich der Entwicklungsstadien von I. ricinus.
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Korpervolumen um das Zehn- bis Zwanzigfache
zu. Danach lésst sich die Larve fallen und héutet
sich im Schutze der Vegetation zur Nymphe.

Nymphen haben vier Beinpaare und die dop-
pelte Larvengrésse. Thr Schild bedeckt weniger
als die Hilfte des Riickens. In diesem Stadium
erklimmen sie Pflanzen von bis zu 80 cm Hohe.
Dort warten sie auf ihre Wirte, zu welchen neben
denjenigen der Larve auch grissere Nagetiere,
kleinere landwirtschaftliche Nutztiere, Haus-
tiere und der Mensch gehoren. Nach erneutem
Saugakt folgt nun nach einer vier- bis achtwo-
chigen Pause und einer weiteren Hidutung das
Imaginalstadium. Die Wartepositionen der adul-
ten Zecken kdnnen nun bis zu einem Meter Hohe
betragen. So erreichen sie auch grosse Sduger
wie Kiihe, Pferde, Wildtiere und den Men-
schen.

Das Adultstadium ist die einzige Entwick-
lungsstufe, bei der sich médnnliche und weibliche
Tiere unterscheiden lassen: Das Minnchen er-
reicht eine Linge von etwa 2.5 mm. Der Chitin-
schild bedeckt den ganzen Riicken. Minnchen
miissen nicht unbedingt eine Blutmahlzeit zu
sich nehmen. Nach der Paarung mit dem Weib-
chen sterben sie. Das Weibchen ist mit 3.5 mm
Korperlinge am grossten. Es besitzt einen herz-
formigen, rotbraunen Schild, der etwa einen
Drittel des Riickens bedeckt. Um sich fortzu-
pflanzen, ist eine Blutmahlzeit unabdingbar. Nur
vollgesogene Weibchen konnen sich mit einem
Minnchen paaren. Dabei klammert sich das
Minnchen am Weibchen fest und fiihrt mit sei-
nen Mundwerkzeugen den zylinderformigen
Spermatophor in die Geschlechtsoffnung des
Weibchens ein. Die begatteten Weibchen lassen
sich auf den Boden fallen und suchen einen ge-
schiitzten Ort, wo sie bis zur Eiablage verharren.
Nach etwa acht bis 30 Tagen erfolgt die Ablage
von bis zu 5000 Eiern. Danach stirbt auch die
weibliche Hundezecke.

Die Larven, Nymphen, Ménnchen und Weib-
chen von /. ricinus wurden unter dem Binokular
photographiert (Abb. 1-4). I ricinus trigt am
vordersten Gliedmassenpaar ein grubenformi-
ges, mit Haaren und Borsten versehenes Sinnes-
organ, das mechanische, thermische und chemi-
sche Reize wahrnimmt. Dieses Sinnesorgan re-
gistriert die von einem Lebewesen verursachte
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Erschiitterung, die abgegebene Wirme und das
in der Atemluft vorhandene Kohlendioxid. Es
reagiert auch auf Buttersdure, welche unter an-
derem Bestandteil des menschlichen Schweisses
ist. Dieses so genannte Hallersche Organ ist fiir
I. ricinus unerldsslich bei der Wirtsfindung
(Krickau und Helfricht 2000).

Ist ein Wirt geortet, ldsst sich die Zecke von
threm Warteplatz auf den Wirt abstreifen. Dort
angelangt, sucht sie eine Stelle, wo die Haut
moglichst diinn und feucht ist. Beim Menschen
befinden sie sich deshalb oft in der Leistenge-
gend, den Achselhdhlen oder den Kniekehlen.
Die Zecken sind sehr wihlerisch, weshalb es
mehrere Stunden dauern kann, bis sie mittels
Sinnesborsten an den vorderen Beinpaaren und
den Tastern (Pedipalen) am Mundwerkzeugap-
parat (Gnathostoma) eine geeignete Einstich-
stelle gefunden haben.

Nun treten die Mundwerkzeuge in Aktion.
Die folgenden Vorginge kann man in zwei Pha-
sen einteilen: Zuerst werden die Haut und das
darunter liegende Gewebe durch die Chelizeren
aufgeschnitten. Chelizeren stellen kleine Mes-
serchen dar, die sich sdgeartig gegeneinander
bewegen. Darauf wird das Hypostom, ein aus
Chitin bestehender und mit Widerhaken besetz-
ter Saugriissel, in die Wunde eingefiihrt. Bei der
eigentlichen Nahrungsaufnahme gibt die Zecke
einen andsthesierenden, gewebsauflosenden und
blutgerinnungshemmenden Speichel in die
Wunde ab. Zur festen Verankerung wird zudem
eine schnell hirtende Masse ausgeschieden, die
den Saugriissel in der Haut verankert. Durch das
Nahrungsrohr werden dann Blut, Gewebssiifte
und Zellsubstrate aufgesaugt. Wiihrend des Sau-
gens kann die Zecke den Wirt durch Speichel mit
allfillig vorhandenen Krankheitserregern infi-
zieren. Der Saugakt dauert durchschnittlich fiinf
bis vierzehn Tage. Dabei kann die Zecke das
100- bis 200-Fache ihres Korpergewichts an
Blut aufnehmen.

Die Lyme-Borreliose ist eine Infektions-
krankheit, welche durch Spirochiiten der Gruppe
Borrelia burgdorferi sensu lato hervorgerufen
wird. Diese werden ausschliesslich durch Ze-
cken der Spezies Ixodes libertragen. Die Lyme-
Borreliose befillt den Menschen wahrscheinlich
schon seit vielen Jahrhunderten. Lange Zeit wur-
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Abb. 1-4: Die Entwicklungsstadien von [xodes ricinus wurden unter dem Binokular photographiert: weibliches
Adulttier (1), Ménnchen (2), Nymphe (3) und Larve (4). Die Kantenldnge eines Quadrats entspricht 1 mm.

den die Krankheitszeichen aber verkannt. Erste
Symptome wurden zwar schon im 19. Jahrhun-
dert von Medizinern beschrieben, doch erst im
letzten Viertel des 20. Jahrhunderts konnten Pa-
tienten aus den USA die Wissenschaft dazu be-
wegen, ihre Leiden genauer zu untersuchen
(Krickau und Helfricht 2000). Massgeblich be-
teiligt daran war eine Hausfrau: Innerhalb weni-
ger Jahre nachdem sie in das kleine, amerikani-
sche Dorf Lyme im Bundesstaat Connecticut
gezogen war, fraten bei ihr und ihren Kindern
immer wieder grippeartige Symptome und Ge-
lenkentziindungen auf. Obwohl sie eine grosse
Anzahl Arzte aufsuchte, konnte keiner eine Dia-
gnose stellen. Doch sie gab nicht auf. Nachdem
die Mutter von idhnlichen Féllen in der Nachbar-
schaft gehdrt hatte, kontaktierte sie das Gesund-
heitsamt. Als die Krankheit auch in der Offent-
lichkeit grosse Aufmerksamkeit erregt hatte,
widmeten sich zahlreiche Arzte der Erforschung
dieser mysteritdsen Krankheit. Es wurde immer
wahrscheinlicher, dass sie von Zecken iibertra-
gen wird. Da aber die Forscher lange Zeit davon
ausgingen, dass es sich beim Krankheitsausloser
um ein Virus handeln konnte, hatte man den Er-
reger noch immer nicht gefunden. Erst als man
herausfand. dass die Symptome durch Penicillin
bekdmpft werden kénnen, schien die Erregersu-
che unter Bakterien erfolgsversprechend. Tat-
sdchlich gelang dann bald der Durchbruch: Im
Herbst 1981 entdeckte der Basler Willy Burg-
dorfer im Darmsack weiblicher Zecken eine
schraubenformige Bakterienform: Spirochiten

der Gattung Borrelia (Krickau und Helfricht
20003.

Diese haben einen schraubenformigen Bau
mit unregelmissigen Windungen. Thre Hiille be-
steht aus einer dusseren und einer inneren Mem-
bran, welche den Protoplasmazylinder um-
schliesst. Dieser enthiilt die Erbanlagen, beste-
hend aus dem Bakterienchromosom und bis zu
20 DNA-Plasmiden. Borrelien kdnnen sich mit
Hilfe von Geisseln (Endoflagellen) sehr gut fort-
bewegen. Durch das Zusammenziehen dieser
Geiselbiindel bewegt sich das Bakterium schrau-
benférmig vorwirts und sc gelingt es ihm, alle
Gewebe und Organe zu durchdringen. Die opti-
male Wachstumstemperatur des Bakteriums
liegt bei 36 Grad Celsius, und die Generations-
zeit schwankt zwischen sechs und 20 Stunden.
Das ist relativ lange und es kénnte mit ein Grund
dafiir sein, weshalb die Bakterien nur in seltenen
Fillen tédlich wirken. Es gibt mindestens vier
verschiedene krankmachende Erreger-Typen
(Geneospezies): Borrelia burgdorferi, Borrelia
garinii, Borrelia afzelii, Borrelia valaisiana.

Die Lyme-Borreliose ist eine Multisystem-
krankheit. Sie weist eine grosse Vielfalt von
Symptomen und Inkubationszeiten auf. Am hiu-
figsten sind Hautkrankheiten, Erkrankungen des
Nervensystems, der Augen. der inneren Organe
und des Bewegungsapparates. Man kann die
Krankheit in drei Stadien einteilen. Zu beachten
ist jedoch, dass withrend des Krankheitsverlaufs
einzelne Stadien nicht auftreten und die Uber-
ginge fliessend verlaufen. In Tabelle 2 sind die
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verschiedenen Symptome vereinfacht den ein-
zelnen Stadien zugeordnet. Um sicher zu gehen,
um welche Krankheit es sich handelt, muss eine
giiltige Diagnose gestellt werden. Erst dann
kann die Lyme-Borreliose durch Vernichtung
der Spirochiten erfolgreich therapiert werden.
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Das ist aber nicht immer einfach, da die Bak-
terien eine recht lange Generationszeit haben,
hartnéckige Formen bilden kénnen und sich an
fiir Medikamente schwer zugénglichen Stellen
verstecken. Grundlegend bei der Bekdmpfung
von Borrelien ist die Verabreichung von Antibi-

Zeitdauer Haut Nervensystem Bewegungsapparat | Sonstige

Stadium 1 | etwa ab dem |- die Wanderrote, - Grippe-
dritten Tag eine lokale Infektion ahnliche
bis acht der Haut, die nach Begleit-
Wochen nach | Einsetzen der symptome
der Infektion | Immunreaktion des

Menschen zu
wandern beginnt
(Erythema migrans)
- Lymphozytom

Stadium 2 | ab dem - Schadigung der | - Entziindung der - Entzundung
zweiten bis Nervenwurzeln | Gelenke (Lyme- der Augen
zwolften (Meningoradi- Arthritis) - Entzundung
Monat nach kul(oneur)itis) der inneren
der Infektion - Meningitis Organe

(besonders
Lahmungen im
Gesicht)

Stadium 3 | ein oder - Lymphozytom - Bewusstseins- | - Entziindung der - Entziindung
mehrere Jahre | -zigarettenpapier- tribungen Gelenke (Lyme- der Augen
bis sogar artige Arthritis) - chronische
Jahrzehnte Hautverdunnung mit Organschaden
nach der blaulichem
Infektion, Hervortreten der
unter Adern
Umstanden (Acrodermatis
lebenslang chronica

atrophicans)

Tab. 2: Zusammenstellung der Symptome der Lyme-Borreliose.
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otika. Dabei haben sich besonders vier Wirk-
stoffe bewihrt (Krickau und Helfricht 2000):
Tetracycline (Breitspektrum Antibiotika), Peni-
cilline (Mittel erster Wahl bei der Infektionsbe-
kidmpfung), Makrolide (weiterentwickelte Anti-
biotika, welche auch Erreger vernichten, die re-
sistent gegen Tetracycline und Penicilline sind)
und Cephalosporine (hochwirksame Breit-
bandantibiotika, die vor allem in den fortge-
schrittenen Stadien angewendet werden). Bei
der Borrelienbehandlung ist es von grosser
Wichtigkeit, die Krankheit moglichst frith mit
den entsprechend dosierten Antibiotika zu be-
handeln (Kimmig 2000, Krickau und Helfricht
2000). Auch muss beachtet werden, dass es erst
in den USA einen Impfstoff gegen die Lyme-
Borreliose gibt, da dort ausschliesslich Erreger
des Typs B. burgdorferi vorkommen. In Europa
aber, wo verschiedene Genospezies des Bakteri-
ums auftreten, ist noch kein wirksamer Impfstoff
verfiigbar, und obwohl intensiv danach geforscht
wird, rechnet man noch mit einer Entwicklungs-
zeit von mehreren Jahren (Kimming 2000).

Bei der Diagnostik von Infektionskrankheiten
werden grundsitzlich zwei Arten der Diagnosen
unterschieden: der indirekte und der direkte Er-
regernachweis. Beim indirekten Nachweis von
Erregern werden nicht die pathogenen Keime
selbst, sondern die vom Immunsystem produ-
zierten Antikorper nachgewiesen. Da der Korper
diese erst nach ungefihr drei bis sechs Wochen
produziert, kann eine allfillige Infektion erst
dann entdeckt werden. Diese Methode hat noch
weitere Nachteile: So ist es moglich, dass der
Mensch schon friiher einmal infiziert wurde, der
Korper die Krankheit aus eigener Kraft besiegt
hat und jetzt noch Antikorper (eine so genannte
Seronarbe) vorhanden sind. Aber auch das Ge-
genteil kann vorkommen: Obwohl der Korper
infiziert ist, konnen keine AntikOrper nachge-
wiesen werden. Deshalb gilt es, bevor eine ge-
eignete Therapie verordnet wird, Symptome und
Diagnose genau zu analysieren und zu verglei-
chen.

Beim direkten Erregernachweis werden Bak-
terien auf einem geeigneten Nihrmedium und
unter speziellen Bedingungen geziichtet. Diese
Methode wird aber fast nie verwendet, da die
Vermehrung der Bakterien auf einem Nihrbo-
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den lange dauert und ausserdem sehr unsicher ist
(Kimmig 2000, Krickau und Helfricht 2000).

Eine andere Moglichkeit ist der Nachweis von
Bakterien-DNA mit Hilfe der Polymerase Ket-
ten Reaktion (PCR). Die PCR ist 1983 von Carl
B. Mullis entwickelt worden und hat die Mole-
kulargenetik revolutioniert. Sie hat eine vollig
neue Vorgehensweise bei der Analyse von DNA-
Sequenzen ermdglicht, denn sie 16st ein grosses
Problem bei der Untersuchung von DNA: Gene
sind seltene Zielobjekte in einem riesigen Ge-
nom. Die PCR ermoglicht die Vervielfiltigung
eines bestimmten, definierten DNA-Abschnit-
tes. Die Vorgénge bei der Vervielfdltigung einer
DNA-Sequenz durch die PCR sind der natiirli-
chen Replikation sehr &dhnlich. Die Reaktion
besteht aus drei Schritten: 1. Denaturierung:
Durch das Erhitzen der DNA auf 90-100°C wer-
den die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den einzelnen Basen aufgebrochen und es ent-
stehen DNA-Einzelstringe. 2. Annealing (Anla-
gerung): Das Reaktionsgemisch wird auf eine
Temperatur zwischen 40°C und 6°C abgekiihlt.
Die beiden Primer (kurze, synthetisch herge-
stellte, komplementdre DNA-Sequenzen von
20-30 Basen) lagern sich an und bestimmen den
Anfang und das Ende der Zielsequenz. 3. Exten-
sion (Verldangerung): Bei einer Temperatur von
72°C synthetisiert die Tag-Polymerase (rekom-
binante, hitzestabile DNA-Polymerase aus dem
Bakterium Thermus aquaticus) die Komplemen-
tarstringe. Durch mehrfaches Wiederholen die-
ser Schritte (so genannte Zyklen) wird die Ziel-
sequenz exponentiell vervielfacht und kann an-
schliessend nachgewiesen werden. Dies ge-
schieht bei der konventionellen PCR mit Hilfe
der Gelelektrophorese. Dies ist ein Verfahren zur
Auftrennung von Makromolekiilen. Als Me-
dium dient ein Gel aus einer polymerisierenden
Substanz (z.B. Agarose), an die ein elektrisches
Feld angelegt wird. Das Gel wirkt nun wie ein
Molekularsieb, wobei die grossen Molekiile
langsam, und die kleinen Molekiile schnell wan-
dern. Die dadurch entstehenden Banden werden
durch Markierungsverfahren sichtbar gemacht
(Watson et al. 1993, Weber 2001, Frank et al.
1997).

Bei der Real Time PCR bleiben die drei
Schritte (Denaturierung, Annealing und Exten-
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sion) der konventionellen PCR erhalten. Zusitz-
lich zu den beiden Primern befindet sich aber
noch eine Probe im Reaktionsgemisch. Diese
Probe (eine markierte DNA-Sequenz) ist kom-
plementir zu einer DNA-Sequenz zwischen den
beiden Primern. Die Markierung dieser Probe
besteht aus zwei verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen, dem Reporterfarbstoff (R) und dem
Quencherfarbstoff (Q). Liegen diese beiden Mo-
lekiile raumlich nahe beieinander, geben sie kein
Signal ab. Wird nun die Probe wihrend der
DNA-Synthese in die sich bildende DNA einge-
baut, werden die mit einem Reporterfarbstoff
markierten Nukleinsduren frei und emittieren
Licht, welches direkt gemessen werden kann
(Abb. 5).

Die Real Time PCR ist primdr fiir die Quanti-
fizierung der PCR entwickelt worden. Sie hat
aber gegeniiber der konventionellen PCR einen
weiteren Vorteil: Das PCR-Réhrchen muss nach
der DNA-Amplifikation nicht mehr gedffnet
werden, was das Risiko einer Verschleppung von
Ziel- und besonders Produkt-DNA 1n eine spé-
tere Reaktion verhindert.
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Material und Methode

Es wurden sechs Sammelgebiete in der Stadt
Basel und ihrer unmittelbaren Umgebung ausge-
wihlt: die stddtische Parkanlage Kannenfeld-
park, die zwei an die Stadt angrenzenden Griin-
anlagen Griin 80 und Langen Erlen sowie die
drei Waldgebiete St. Chrischona, Allschwiler
Wald und Bruderholz. Die Lage dieser Gebiete
ist in Abbildung 7 dargestellt. Hierbei handelte
es sich um eine Auswahl beliebter Naherho-
lungsgebiete in und um Basel, welche jeden Tag
von unzidhligen Familien, Spaziergingerinnen,
Joggerinnen und Hundehaltern beniitzt werden.
Die Zecken wurden in jenen Gebieten gesam-
melt, wo sich die meisten Leute authielten, dort
wo die Mdoglichkeit bestand, dass sie den Men-
schen befallen. In Frage kamen vor allem Weg-
riander, Picknickpldtze oder Kinderspielplitze.
In jedem Gebiet wurde wihrend fiinf Monaten
von April bis August 2003 monatlich ein Sam-
meldurchgang durchgefiihrt.

Die am weitesten verbreitete Sammelmethode
fiir Zecken ist die Fahnenmethode (Sonenshine

Forward /
Primer R Probe Q
ET————— > ——
B e |
Reverse
Primer
Forward R
Primer . Probe Q
<<€ EEEEETwmT
Reverse
Primer
R o Q
quvard e m Probe |
Primer Abb. 5: (aus Giinzburg): Bei der
e s > Real Time PCR wird die Probe

A e e R S e e e e\ el doer DNA-Symhese in die

<«

sich bildende DNA eingebaut und
der Reporterfarbstoff (R) beginnt
Licht zu emittieren.

Reverse
Primer
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Abb. 6: Ein Probefang mit der Fahnenmethode im
Allschwiler Wald.

1993). Dabei wird ein an einem Stock befestig-
tes, weisses Baumwolltuch durch das Unterholz
gezogen (Abb. 6). Die Zecken halten sich in Er-
wartung eines Wirtes daran fest. Um die einzel-
nen Gebiete miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde bei jedem Fang das Tuch 20 Mal durch
das Unterholz gezogen. Jeder Zug mass zwi-
schen drei und fiinf Meter. Da das Tuch 1 m?
gross war, konnte man davon ausgehen, dass pro
Sammelplatz und Monat etwa 80 m? Unterholz
auf Zecken untersucht wurden.

- P ety
osserntieeg 1
412 s

DR 41 4B 0D

b. : cnl im rlc.
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Die gesammelten Zecken wurden mit einer
Pinzette in eine Petrischale gelegt. In dieser be-
fand sich ein mit Chloroform getrinktes Ta-
schentuch. Ein Wattebausch erwies sich als nicht
vorteilhaft, da er die Zecken mit vielen diinnen
Fasern verschmutzte. Die Chloroformkonzent-
ration in der Schale musste genug hoch sein, um
die sehr widerstandsfidhigen Tiere zu toten. An-
schliessend wurden sie unter dem Binokular
nach Stadien sortiert. Vorhandene Verunreini-
gungen wie Schmutz, Wollfdden oder Pflanzen-
reste wurden entfernt. Danach wurde 1. ricinus
in ein beschriftetes (Datum, Sammelort, Anzahl
und Stadium) 1.5 ml Eppendorf-Réhrchen ein-
geschlossen und im Gefrierfach bei einer Tem-
peratur von —18°C aufbewahrt.

Eine weitere Methode, welche angewendet
wurde, war die CO,-Zeckenfalle (Sonenshine
1993). Dabei wurde die Tatsache ausgeniitzt,
dass Zecken von CO, angelockt werden. Aus
Holz wurde eine Falle gebaut (Abb. 8 und 9). Die
Kiste hatte einen Innenraum, wo das CO; in ei-
ner Gasflasche aufbewahrt wurde. Aus kleinen
Offnungen in der Wand stromte es auf eine
Leiste, welche mit Klebeband versehen war.
Wenn die Zecken versuchten, die Offnung zu
erreichen, blieben sie auf dem klebrigen Vor-
sprung haften. Aufgestellt wurde die Falle wéh-
rend elf Tagen im Allschwiler Wald.

Abb. 9: Schlduche der Zeckenfalle durch die das CO,
nach aussen stromt.
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Zur Extraktion und Reinigung der DNA aus
den Zecken wurde das QIAamp DNA Mini Kit
verwendet. Diese wurden nach dem mitgeliefer-
ten Protokoll durchgefiihrt (Qiagen 2003).

Fiir die Real Time PCR wurden folgende Pri-
mer und Probes verwendet (Wicki et al. 2000):
Forward Primer FlaF1A (AGC AAA TTT AGG
TGC TTT CCA A), der Reverse Primer FlaR1
(GCA ATC ATT GCC ATT GCA GA) und die
FlaProbe (TGC TAC AAC CTC ATC TGT CAT
TGT AGC ATC TTT TAT TTG).

Fiir die Reaktion wurden neben 5 pl des zu
untersuchenden Materials noch 12.5 ul Univer-
sal Master Mix, welcher die notwendigen Nuk-
leotide, die TAQ Polymerase und eine Pufferlo-
sung enthielt, 2.5 pl Forward Primer FlaF1A,
2.5 pl Reverse Primer FlaR 1 und 2.5 pl Fla Probe
in ein Eppendorf-Rohrchen pipettiert. Danach
wurde das Reagenzgemisch auf eine 96 Loch
PCR-Platte iibertragen. Zusitzlich wurden zwei
negative Kontrollen, die keine DNA enthielten,
und zwei positive Kontrollen mit der DNA des
Bakteriums Borrelia burgdorferi mitgefiihrt.

Die PCR wurde in einem ABI Prism 7700 Se-
quence Detection System, bei 50 Zyklen mit
folgenden Zyklenbedingungen durchgefiihrt:
15 s be1 95°C und 1 min bei 60°C. Anschliessend
wurden die Resultate mit einem Macintosh
Computer 4400/2200 und der Software Se-
quence Detection System Software Version
1.6.3 ausgewertet. Alle Samples wurden doppelt
ausgefiihrt. Bei diskrepanten Resultaten wurde
die Untersuchung des Samples wiederholt.

Die adulten Tiere wurden einzeln untersucht,
da sie am grossten waren und folglich auch am
meisten DNA enthielten. 47 Nymphen wurden
ebenfalls einzeln untersucht, um einen ersten
Uberblick iiber den Borrelienbefall der Zecken
zu gewinnen. Da diese Einzeluntersuchungen
eine geringe Durchseuchung aufwiesen, wurde
der Rest der Nymphen gepoolt, das heisst meh-
rere Nymphen zusammen untersucht. Die ein-
zelnen Pools bestanden aus hochstens 7 Nym-
phen. Die Larven wurden in maximal 10 Tiere
pro Pool aufgeteilt. Die prozentuale Durchseu-
chung mit Borrelien wurde mit folgender For-
mel berechnet (Chiang und Reves 1962):

Mitt. Naturf. Ges. beider Basel 8

1
n—xn

fx)=1- 1100

fy = Infektionsrate in Prozent, n = Anzahl der
getesteten Pools, m = Durchschnittliche Zecken-
zahl pro Pool, X = Anzahl der positiven Pools.

Resultate

Die Fahnenmethode (Sonenshine 1993) zum
Sammeln von I. ricinus war einfach anwendbar
und erfolgreich. Die einzige Voraussetzung fiir
das Funktionieren der Methode war trockenes
Wetter: Wenn es regnete und der Boden nass
war, hat sich das Baumwolltuch mit Wasser voll
gesogen. Dreimal wurde bei Regen die Fahnen-
methode in Gebieten, in denen bisher [. ricinus
nachgewiesen wurden, getestet und nie hat sich
eine Zecke am Tuch festgehalten. Deshalb kann
davon ausgegangen werden, dass die Methode
bei Regen oder nassem Unterholz schlecht oder
gar nicht funktioniert.

Mit der CO»-Falle wurden keine Zecken gefan-
gen, obwohl wihrend der elf Tage mehrere Male
der Standort gewechselt und die Konzentration
des ausstromenden Gases verandert wurde. Nach-
dem das CO, einer Gasflasche aufgebraucht war,
wurde der Versuch nicht mehr weiter gefiihrt.

Insgesamt wurden wihrend fiinf Monaten in
den sechs Sammelgebieten 397 I. ricinus gefan-
gen: 35 Adulttiere (13 Weibchen und 22 Minn-
chen), 172 Nymphen und 190 Larven. Im Beob-
achtungszeitraum variierte die Zeckenhaufigkeit
innerhalb der verschiedenen Stadien: Wihrend
die Nymphen und Adulttiere vor allem in den
Monaten April, Mai und Juni auftraten, konnten
Larven iiberwiegend in den Monaten Juli und
August nachgewiesen werden (Tab. 3).

Beziiglich der Verteilung in den einzelnen
Sammelgebieten zeigte sich folgendes Bild: Das
Gebiet mit den meisten /. ricinus war St. Chri-
schona. Dort wurden 262 Zecken gesammelt. Das
sind 66% aller gefangenen Zecken. Im All-
schwiler Wald und auf dem Bruderholz wurden
76 beziehungsweise 49 1. ricinus gefunden. In
den Langen Erlen wurden am wenigsten Tiere
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April Mai Juni Juli August Total
Larven 0 1 6 155 28 190
Nymphen 51 84 24 12 1 172
Adulttiere 10 11 11 2 1 35
weibl. 4 3 5 0 0 12
mannl. 6 8 6 2 1 | 23
Total 61 96 41 169 30 397

Tab. 3: Verteilung der Entwicklungsstadien von I. ricinus wihrend des Beobachtungszeitraums in allen sechs

Gebieten.

gesammelt, ndmlich 10. Im Kannenfeldpark und

in der Griin 80 wurde I. ricinus nicht gefunden.
Bei der Gesamtzahl der gesammelten Zecken

war zu beobachten, dass in den Monaten April,

Mai und Juli vor allem Adulttiere und Nymphen
vorkamen, die Larven aber erst in den Monaten
Juli und August auftraten. Ein starker Anstieg

St. Chrischona

152

50

Juli August

Allschwiler Wald
50 -
Larven
01 Nymphen
30 M Adulte m.

B Adulte w.

20

10 A

April Mai Juni Juli

August

Bruderholz

40 4

April Mai Juni Juli

August

Lange Erlen
50 5

40 -
30 1
20 1

10

ol B om

April Mai Juni Juli  August

Abb. 10-13: Verteilung der Entwicklungsstadien von I. ricinus auf die verschiedenen Sammelorte.
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von Larven wurde im Juli in St. Chrischona mit
149 Tieren beobachtet (Abb. 10-13).

Die Borrelien-DNA in den Zecken wurde
mit der Real Time PCR nachgewiesen (Abb.
14). In 16.4 % der 172 untersuchten Adulttiere

CATHOMAS
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und Nymphen wurde Borrelien-DNA nachge-
wiesen; 14.3 % der Adulttiere und 16.8 % der
Nymphen waren positiv. Keine Borrelien-DNA
wurde in den 190 untersuchten Larven gefun-
den. Die positiven Borreliennachweise der

Borrelien-Untersuchung (Real Time PCR)

1 R —]
o EI | N U O I I R A R I R R D D D R N =
: ] p—
= _ _
= =]
= 0.1 = Kontrolluntersuchung g &% i
N R verschiedener =
5 = Bakterienstamme =
§ _
o | Zecken 7]
=2 0.01= i
L = =
:“E : ¥ .
= | :' ntersuchung b —
g - I (zur Kontrolle) -
(4] '
£ 0.001 = g -
E Untersuchung a .
| -ttt 11T 1 11
0 30 40 50

Anzahl Zyklen

Abb. 14: Die Auswertung am Bildschirm hat folgendermassen stattgefunden (nachgezeichnet nach Bildschirm-

darstellung): Auf der x-Achse ist die Anzahl Zyklen,

auf der y-Achse die Intensitit der Fluoreszenzstrahlung

dargestellt. Alle Untersuchungen wurden zur Kontrolle im Duplikat ausgefiihrt. Bei diskordanten Ergebnissen
(1) wurde das Material noch einmal iiberpriift. Bei jeder Untersuchung wurden eine oder mehrere positive Kon-
trollen (DNA der Bakterienstimme) (2) und eine negative Kontrolle (nicht sichtbar) mitgefiihrt. In diesem Bei-

spiel ist eine Probe positiv (3).

April Mai Juni Juli August
St. Chrischona
Nymphen 284% (22) 199%(37) 0% (14) 0% (3) 0% (0)
Adulttiere 0% (2) 25% (4) 20 % (5) 0% (0) 0% (0)
Allschwiler Wald
Nymphen 13.1 % (17) 0 % (20) 0% (7) 25 % (4) 0% (1)
Adulttiere 28.6 % (7) 25 % (4) 0% (4) 0% (1) 0% (1)
Bruderholz

Nymphen 43.9% (12) 27.9% (25) 0% (1) 0% (3) 00 % (0)
Adulttiere 0% (0) 0% (2) 0% (1) 0% (1) 0% (0)

Tab. 4: Prozentualer Befall von I. ricinus mit Borrelien, nachgewiesen mit der Real Time PCR. In Klammern

ist die Anzahl der untersuchten Zecken aufgefiihrt.
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Abb. 15: Saisonaler Ver-

April Mai Juni Juli
Monate

August

lauf der Entwicklungs-
stadien von [ ricinus
gesamthaft in allen un-
tersuchten Gebieten.

Adulttiere und Nymphen beschrinkten sich auf
die Gebiete St. Chrischona (17.7%), All-
schwiler Wald (9.5%) und Bruderholz (27.3%:;
Tab. 4).

Diskussion und Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde 1. ricinus in
vier von sechs untersuchten stadtnahen Erho-
lungsgebieten von Basel gefunden. Die Zecken-
hiufigkeit zeigte zeit- und stadienabhingige
Schwankungen mit einer Hiufung von Adulttie-
ren und Nymphen im Frithsommer, wihrend die
Larven erst in der zweiten Hilfte der Untersu-
chungsperiode beobachtet wurden (Abb. 15).

Mit der CO,-Falle konnten im Monat Mai im
zeckenreichen Allschwiler Wald keine Zecken
gefangen werden. Das CO; hat sich wahrschein-
lich zu schnell aus der Falle verfliichtigt, um die
Zecken anzulocken. Um den Versuch zu ergin-
zen, hitte man auch Buttersiaure verwenden kon-
nen, da die Zecken auf Buttersiure reagieren und
diese eine viel grossere Reichweite und Bestidn-
digkeit als CO, gehabt hitte.

Verschiedene Griinde konnen die unterschied-
liche Zeckendichte in den untersuchten Gebie-
ten erkldren. Dort wo /. ricinus nicht gefunden
wurde, fehlten moglicherweise die Wirte. Der
Kannenfeldpark ist ein Gebiet, in dem ein Hun-
deverbot gilt. Zudem wurde regelméssig das

Gras geschnitten und im Herbst das Laub ent-
fernt. Dadurch wurde der Zecke der Lebensraum
entzogen. Zudem ist der Kannenfeldpark, ein
ehemaliger Friedhof (Eggmann und Steiner
1997), ein weitgehend abgeschlossenes Naher-
holungsgebiet ohne Anschluss an ein grosseres
Waldsystem. Auch in den Langen Erlen war sehr
wenig Unterholz vorhanden.

Eine erstaunliche Ausnahme bildete die Griin
80. Obwohl Wirte und Unterholz vorhanden wa-
ren, konnte 7. ricinus nicht nachgewiesen wer-
den. Das Gebiet ist zur Hilfte abgeschlossen;
auf der einen Seite grenzt es an die Stadt Basel,
auf der anderen Seite aber an ein Waldgebiet.
Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass die Birs
als natiirliche Barriere wirkte, und die Ein-
schleppung von Zecken verhinderte.

Die zeckenreichen Gebiete St. Chrischona,
Allschwiler Wald und das Bruderholz sind
Waldgebiete. Alle diese Orte sind bei Hundehal-
tern sehr beliebt. Im Allschwiler Wald und in
St. Chrischona weidete in der Nédhe der Sammel-
plitze Vieh. Wirte waren demzufolge viele vor-
handen. Auch die iibrigen Lebensbedingungen
fiir 1. ricinus waren gut, da es normalerweise
feucht war und viel Unterholz hatte. Einzige
Ausnahme war ein Teilstiick des Allschwiler
Waldes, wo zwei Mal das Gras am Wegrand ge-
schnitten wurde, und deshalb die Zahl der ge-
sammelten Zecken abnahm.
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Abb. 16: Vergleich der
gesamten Zeckenzahlen
mit den Niederschlags-
messungen.

Die Korrelation zwischen gefundenen 1. rici-
nus pro Monat und dem monatlichen Nieder-
schlag wurde mit Hilfe der Daten der Meteo
Schweiz verglichen: Dabei wurde folgender Zu-
sammenhang festgestellt: Je hoher die Nieder-
schldge eines Monates waren, desto grosser war
auch die Anzahl der gesammelten Zecken (Abb.
16). Der Sommer 2003 war sehr heiss und tro-
cken. Besonders extrem war der Juni, wo die
Durchschnittstemperatur 23.3°C betrug und die
Niederschlagsmenge nur 31.5 mm erreichte.
Viele Pflanzen und auch das Unterholz waren
diirr. Dies konnte mit ein Grund dafiir gewesen
sein, dass in vielen Gebieten im Juni die Zahl der
gesammelten Zecken zuriickgegangen ist.

Saisonale, zahlenmissige Schwankungen
von Zecken und deren Entwicklungsstadien
sind auch in der Literatur belegt (Sonenshine
1993, Vassalo et al. 2000, Eisen et al. 2002). Vor
allem das Auftreten von Nymphen und Larven
wurde dabei untersucht. Bei den Nymphen sind
zwei verschiedene Spitzen festzustellen: eine
grossere im Frithling und eine zweite, kleinere
im Spatsommer. Je nach Spezies und Klima sind
die Spitzen mehr oder weniger stark ausgeprigt
und zeitlich etwas verschoben. Larven treten in
allen Literaturangaben (Sonenshine 1993, Vas-
salo et al. 2000, Eisen et al. 2002) erst im Som-
mer auf.

Borrelien konnten mittels PCR an drei von
vier Orten in den untersuchten Zecken nachge-

wiesen werden. Die monatlichen Befallsraten
schwankten zwischen 13 % und 43 %. Die Adult-
tiere und die Nymphen waren etwa gleich stark
infiziert. In den Larven waren keine Borrelien
nachweisbar.

In den Langen Erlen wurden keine Borrelien
gefunden. Dies bedeutet aber nicht, dass die Lan-
gen Erlen ein borrelienfreies Gebiet sind. Die
Zahl der gesammelten /. ricinus war zu klein, um
eine abschliessende Aussage zu machen (n = 10).
Statistisch gesehen hitte bei einer Infektionsrate
von 10-20% eine bis zwei Zecken positiv sein
sollen. Da aber pro Monat nie mehr als vier Ze-
cken gesammelt wurden, kann nicht ausgesagt
werden, dass die Langen Erlen borrelienfrei sind.
Auf jeden Fall ist aber das Risiko einer Infizie-
rung in diesem Gebiet schon aufgrund der gerin-
gen Anzahl gesammelter Zecken gering.

In der Literatur wird der Befall von . ricinus
mit Borrelien folgendermassen festgehalten:
Die durchschnittliche Infektionsrate der Zecken
mit Borrelien schwankt zwischen 14.3% und
38 %. Diese entspricht etwa den Resultaten der
vorliegenden Arbeit (Allschwilerwald 9.5 %,
St. Chrischona 17.7 % und Bruderholz 27.3 %).
Die Gegeniiberstellung mit Resultaten aus Russ-
land, Frankreich, Osterreich, Tschechien,
Deutschland, Finnland und anderen Teilen der
Schweiz (Tab. 5) zeigt, dass die Naherholungs-
gebiete von Basel einen vergleichbaren Befall
von /. ricinus mit Borrelien verzeichnen (Durch-
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Literatur Larven Nymphen Adulttiere Total Sammelort
(Jouda nicht 10 % 16 % 15.6 % )
Tessin
et al. 2003) untersucht (n=415) (n=45) (n = 460)
Tschechien
(Hubalek nicht 16.2% 28.8 % 222 % q
un
et al. 2003) untersucht (n="797) (n=1719) (n=1516) )
Osterreich
(Rauter nicht 30 % 40 % 35%
Deutschland
et al. 2002) untersucht (n=1507) (548) (n=1055)
(Wicki nicht 259% 20.7 % 26 % )
Schweiz
et al. 2000) untersucht (n=5336) (n=735) (n=6071)
(Junttila nicht - - 32 % )
Finnland
et al. 1999) untersucht (n=303) (n=423) (n=1726)
(Schaarschmidt nicht -- -- 16 %
Deutschland
et al. 2001) untersucht -- - (n = 3665)
(Quessada 0% 14.1 % 14.6 % 14.3 % ]
Frankreich
et al. 2003) (n=50) (n=419) (n=219) (n = 688)
(Alekseev -- -- -- 38 %
Russland
et al. 2001) -- -- -- (n=295)
Vorliegende 0% 16.8 % 14.3 % 16.4 % e
ase
Arbeit (n=190) (n=172) (n=35) (n=397)

Tab. 5: Vergleich der Borreliendurchseuchung von Zecken in der Literatur. n = Zahl der insgesamt untersuchten
Zecken. Beim Total sind Nymphen und Adulttiere addiert.

schnitt Basel: 16.4 % und Durchschnitt andere
Regionen: 23.3 %).

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass Ba-
sels Naherholungsgebiete, sofern sie nicht regel-
massig gepflegt werden, einen Bestand von L
ricinus aufweisen. In drei von vier Gebieten
konnte zudem Borrelien-DNA nachgewiesen
werden. Diese Resultate verdeutlichen, dass die
Gefahr, die von den Zecken ausgeht, nicht unter-
schitzt werden darf. Deshalb ist es vor allem in
den Friihlings- und Frithsommermonaten not-

wendig, sich gegen Zecken zu schiitzen. Dies
erfolgt durch entsprechende Kleidung (lange
Hosen, langdrmlige Oberteile und hohe Schuhe)
und Zeckensprays. Sehr wichtig ist es, dass nach
jedem Besuch eines potentiellen Endemiege-
biets der Korper nach einem allfilligen Zecken-
befall abgesucht wird und die Zecken rasch und
fachgerecht entfernt werden. Danach muss der
weitere Verlauf des Gesundheitszustandes genau
verfolgt werden. Andererseits darf man aber
auch nicht zu dngstlich sein. Bei entsprechen-
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dem Schutz und bei frithem Erkennen eines Ze-
ckenstichs kann die Gefahr einer Borreliener-
krankung verringert, beziehungsweise rasch mit
einer wirkungsvollen Therapie begonnen wer-
den.

Es wire nun interessant, eine gesamtschwei-
zerische Untersuchung von beliebten Naherho-
lungsgebieten auf Zecken und Borrelien durch-
zufithren. Damit konnte das Risiko fiir eine In-
fektion mit Borrelien besser beurteilt und ent-
sprechende Warnungen und Schutzmassnahmen
vor der Lyme-Borreliose publiziert werden.
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