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Abkiirzungsverzeichnis

16S rRNA = 16 Svedberg ribosomale Ribonukleinsidure
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B. canis = Babesia canis

BLAST = Basic Local Alignment Search Tool

B. major = Babesia major

B. microti = Babesia microti

B. divergens = Babesia divergens

B. ovis = Babesia ovis

bp = base pairs (Basenpaare)

cm = Zentimeter

CORINE = Coordination of Information on the Environment (Koordinierung von Informationen tiber die
Umwelt)

DNA = Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsiure)
D. reticulatus = Dermacentor reticulatus

EW = Flaggstandort ,,Eichenwald*

et al. = et alia / und andere

FSME = Frithsommer-Meningoenzephalitis

FSMEV = Frilhsommer-Meningoenzephalitis-Virus

g = Gramm

gltA = Gen der Citrat-Synthase

groEL = bakterielles Chaperonin
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1 hexagonus = Ixodes hexagonus

1 ricinus = Ixodes ricinus
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mm = Millimeter
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N. mikurensis = Neoehrlichia mikurensis
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PCR = polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

Q. rubra = Quercus rubra
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1. Einleitung
Zecken gehoren zu den wichtigsten Parasiten bei Menschen und Tieren (DANTAS-TORRES et al. 2012,
JONGEJAN und UILENBERG 2004). Sie sind hiufige Ubertriiger von Pathogenen und damit ein zentrales
Forschungsobjekt der human- sowie veterindrmedizinischen Forschung, insbesondere unter dem One-Health-
Aspekt. Aufgrund ihrer geringen Grofle sowie ihrer Lebensweise, die sich oft versteckt in Vegetation oder
Laubstreu abspielt, sind viele Aspekte ihrer Lebensweise jedoch bis heute ungeklért. So ist es bei diversen
Zeckenarten nicht oder nur sehr selten mdglich, juvenile Stadien aufzufinden, und iiber die Griinde dafiir kann
nur spekuliert werden. Fiir das Verstdndnis und auch die Pravention zeckeniibertragener Erkrankungen kann

es jedoch essenziell sein, die Lebensweise der Zeckenarten genau zu kennen.

Ixodes ricinus und Dermacentor reticulatus sind dabei von besonderem Interesse, da sie erstens die hdufigsten
in Deutschland vorkommenden Zeckenarten sind (RUBEL et al. 2014) und I ricinus sogar die haufigste
Zeckenart in ganz Europa darstellt (GRAY et al. 2021). Zweitens sind die beiden Zeckenarten besonders fiir
die Ubertragung von Pathogenen verantwortlich, da /. ricinus ein sehr breites Wirtsspektrum mit {iber 300
terrestrischen Wirten besitzt, zu denen auch der Mensch gehort (HONIG et al. 2017, GRAY et al. 2021,
ANDERSSON et al. 2018, ANDERSSON et al. 2017, GALFSKY et al. 2019, HASLE et al. 2011, HEYLEN
et al. 2014, HORNOK et al. 2012) und D. reticulatus auf vielen verschiedenen Wild- und Nutztierarten
parasitiert (FOLDVARI et al. 2016, AKIMOV und NEBOGATKIN 2011, ANDERSSON et al. 2018,
ANDERSSON et al. 2017, GALFSKY et al. 2019, HORNOK et al. 2012) und ebenfalls, wenn auch nur selten,
Menschen befillt (CHITIMIA-DOBLER 2015, FOLDVARI et al. 2013). Mit L. ricinus als Forschungsobjekt
beschéftigten sich bereits liber 4000 Studien, mehr als mit jeder anderen Zeckenart. Dennoch ldsst das
komplexe Zusammenspiel aus der Okologie und dem Verhalten von Zecken und der immunologischen

Antwort der Wirte noch viele Fragen offen (GRAY et al. 2021).

In der dieser Dissertation zugrundeliegenden Studie war daher die Zielsetzung, den Finfluss einiger
okologischer Faktoren auf das Wirtssuchverhalten von D. reticulatus und I. ricinus zu ergriinden. Dabei wurde
das Augenmerk insbesondere auf den Einfluss von Tageszeit gelegt, um zu untersuchen, ob die Aktivitat der
beiden Arten einer diurnalen Rhythmik unterliegt. Jedoch wurden auch die Lichtverhéltnisse, relative
Luftfeuchte und die Temperatur einbezogen. Zudem sollten die in der Studie aufgefundenen juvenilen Stadien
von D. reticulatus mittels morphologischer und molekularbiologischer Methoden zweifelsfrei identifiziert
werden. Diese Stadien wurden auf in Zentraleuropa vorkommende, zeckeniibertragene Pathogene (Rickettsia
spp., Bartonella spp., Babesia spp. und N. mikurensis) untersucht, um ihre Rolle in der Aufrechterhaltung der

Infektionszyklen ergriinden zu konnen.



2. Literaturiibersicht

2.1 Klassifikation, Taxonomie und geschichtlicher Hintergrund von I ricinus und

D. reticulatus
Zecken (Ixodida) sind parasitir lebende Milben (Acari). Sie werden in die Familien Ixodidae (Schildzecken),
Argasidae (Lederzecken) und Nuttalliellidae unterteilt (BARKER und MURRELL 2004). Zecken sind obligat
an Wirbeltieren blutsaugende Ektoparasiten. Sie haben wie andere Spinnentiere acht Beine, ausgenommen der
Larvenstadien mit sechs Beinen. Die Evolution der Zecken nahm vermutlich in Australien ihren Ursprung,
wobei strittig ist, wann diese Entwicklung begann. Vertreten werden Zeitpunkte von zwischen 390 und 120
Millionen Jahren. Die dltesten Fossilien von Zecken sind nur 99 Millionen Jahre alt (CHITIMIA-DOBLER et
al. 2017). Daher ist unsicher, ob Zecken zunidchst auf Amphibien aus der Gruppe der Labyrinthodontia
parasitierten und dann auf Vogel umstiegen, oder ob Vogel und Reptilien die ersten Wirte waren (BARKER
und MURRELL 2004). Ein mdglicher Treiber fiir die evolutiondre Trennung von Schild- und Lederzecken
kann in der Entwicklung neuer biologischer Nischen durch die Entwicklung von Sdugern und Voégeln in der
Kreidezeit gesehen werden. Genetische Analysen der antihdmostatischen Hemmstoffe im Speichel von Schild-
und Lederzecken legen nahe, dass sich die blutsaugende Lebensweise bei den Ixodidae und Argasidae

unabhingig voneinander entwickelt hat (MANS et al. 2002).

Die erste Beschreibung einer Zecke stammt aus dem Jahr 1746 von Linnaeus. Latreille klassifizierte 1795 als
erster die Zecken in 11 Genera, die im Laufe der Jahre mehrmals revidiert und erweitert wurden. Im Jahr 2004

wurden 899 Spezies von Zecken beschrieben (BARKER und MURRELL 2004).

L ricinus, der gemeine Holzbock, ist in Deutschland die haufigste Zeckenart. Sie ist zwischen 2,5 und 4,0
Millimeter grof3. Die adulten Stadien besitzen einen ausgepriagten Geschlechtsdimorphismus, bei dem die
Dorsalseite des Méannchens fast komplett von einem Chitinschild, dem Scutum, bedeckt ist. Bei den Weibchen
bedeckt das Scutum nur einen kleinen Teil der Dorsalseite, da ihre Cuticula sich zur Aufnahme grofler Mengen
Blut und zur Beherbergung von Eiern stark dehnen muss. Larven und Nymphen sind deutlich kleiner als Adulte
und konnen unter anderem dadurch auseinandergehalten werden, dass Larven nur sechs Beine besitzen statt
acht, wie alle anderen Entwicklungsstadien (DEPLAZES et al. 2021). Nymphen sind die Stadien, die am
hiufigsten an Menschen saugen (STANEK 2005). Die Zecken im Genus Ixodes besitzen keine Augen
(MEHLHORN 2016).

D. reticulatus wird auch Auwaldzecke genannt. Sie gehort zur Gattung der sogenannten Buntzecken, da sie
ein weiBlich gemustertes, bridunliches Scutum besitzt. Dieses bedeckt auch bei dieser Art die gesamte
Dorsalseite bei Ménnchen, jedoch nur einen kleinen Teil davon bei Weibchen. Ungesogene Weibchen sind
mit 4,2 - 4,8 mm groBer als Mannchen (3,8 - 4,2 mm) (DEPLAZES et al. 2021). Vollgesogene Weibchen
konnen bis zu 1 cm groB werden. Nymphen sind 1,4 - 1,8 mm und Larven nur 0,5 mm gro8 (FOLDVARI et
al. 2016). Diese Zeckenspezies befillt nur selten den Menschen. Sie macht gemeinsam mit Haemaphysalis
concinna, der Reliktzecke, etwa 1 - 2 % der Zeckenstiche an Menschen in Deutschland aus (RKI 2019). Alle
Stadien von D. reticulatus besitzen ein Augenpaar, das seitlich am Scutum sitzt (MEHLHORN 2016).
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2.2 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus sémtlicher Schildzecken (Familie Ixodidae) besteht aus dem Ei und drei aktiven Stadien
(Larve, Nymphe und adulte Zecke). Die meisten Schildzecken folgen einem dreiwirtigen Lebenszyklus. Jedes
Lebensstadium saugt nur einmal Blut, wenngleich Weibchen, die gewaltsam vom Wirt getrennt wurden, sich
wieder anheften konnen. Die Larven nehmen auf dem ersten Wirt eine Blutmahlzeit zu sich, lassen sich fallen
und hiuten sich in der Umwelt zur Nymphe. Die Nymphe geht erneut auf Wirtssuche und saugt auf dem
gleichen oder einem anderen Wirt erneut Blut. Auch das Nymphenstadium ldsst sich nach dem Blutsaugen
fallen und héutet sich zur adulten Zecke. Um Eier zu produzieren, miissen die Weibchen sich mit einem
Mainnchen paaren und groe Mengen an Blut konsumieren. Dabei steigern sie ihre KSrpermasse um das bis
zu 200-fache ihres ungesogenen Gewichts (KAHL und GRAY 2022). Sobald die Weibchen vollgesogen sind,
fallen sie vom Wirt ab und legen ihre Eier in einem geeigneten Mikrohabitat, beispielsweise in den
Wirtsbauten, in Spalten oder in der Laubstreu auf dem Boden ab. Nach der Eiablage stirbt das Weibchen
(APANASKEVICH und OLIVER JR 2014). Wihrend die Blutmahlzeit fiir Mdnnchen fakultativ ist und eher
dem Finden eines Weibchens zur Paarung dient, ist sie fiir Weibchen obligat zur Eiablage (STANEK 2005).

2.3 Wirte

Die Wirte von Zecken sind vielfdltig und gehoren zu den Reptilien, Vogeln und Saugetieren. Dabei ist die
Aga-Krote das einzige Amphibium, das durch eine Zeckenart (Amblyomma rotundatum) infestiert wird
(BARKER und MURRELL 2004). Die meisten Zeckenarten haben mehrere freilebende Stadien und
verbringen den groferen Anteil ihrer Lebenszeit in der Umgebung fern vom Wirt. Selbst bei Zecken, die sich
wihrend eines Grofiteils ihrer Lebenszeit auf dem Wirt aufhalten, wie einige Arten aus den Gattungen
Dermacentor, Rhipicephalus, Margaropus oder Otobius, legen die vollgesogenen Weibchen ihre Eier auf der
Vegetation ab und die daraus geschliipften Larven miissen einen neuen Wirt aufsuchen. Bisher ist nur eine
einzige Zeckenspezies (Ornithodoros transversus) bekannt, die als stationdrer Parasit ihr gesamtes Leben auf

dem Wirt (in ihrem Fall der Galapagosschildkrote Geochelone nigra) verbringt (DAUTEL 2010).

Die Detektion eines Wirtstieres gelingt in der Regel mittels des Haller’schen Organs, eines speziellen
Sinnesorgans auf dem ersten Beinpaar der Zecken. Wirte werden dabei iiber Geruch, Vibrationen,

Koperwirme und ihren Schatten wahrgenommen (SUSS et al. 2008).

Auch bei der Wirtsspezifitit gibt es grole Unterschiede zwischen verschiedenen Zeckenspezies. Wéhrend
L ricinus und D. reticulatus ein breites Wirtsspektrum besitzen, sind andere Zeckenarten mehr oder weniger
auf eine Tierart spezialisiert. So befillt I ricinus verschiedenste Arten von Sidugern, Vogeln und Reptilien.
Mit genetischen Methoden konnten bei /. ricinus-Nymphen Paarhufer als haufigste Wirte festgestellt werden,
gefolgt von Nagern; Vogel, kleine Raubtiere und Insektivore waren seltener Wirte (HONIG et al. 2017). Ixodes
lividus hingegen, als Beispiel eines engen Wirtsspektrum, parasitiert ausschlieBlich auf der Uferschwalbe
Riparia riparia (STANEK 2005). Zecken mit einem engen Wirtsspektrum haben in der Regel eine
nestassoziierte Lebensweise. Weitere Erlduterungen zu nestassoziierter Lebenswiese sind in Punkt 2.4

aufzufinden.



Die Wirte von D. reticulatus-Larven und -Nymphen sind kleine Saugetiere wie Withlméuse, Spitzmiuse,
Hasen, Kaninchen und Igel (NOSEK 1972, OBIEGALA et al. 2014, FOLDVARI et al. 2016, GALFSKY et
al. 2019). In selteneren Fillen befallen sie auch Vogel (AKIMOV und NEBOGATKIN 2011). Des Weiteren
stellen Hunde, Cerviden, Iltisse und Wiesel mogliche Wirte fiir die Nymphenstadien dar (ANDERSSON et al.
2017, HORNOK et al. 2012, NOSEK 1972). Dadurch, dass sie oft auf Wildtieren parasitieren, spielen sie eine
Rolle in der Aufrechterhaltung von enzootischen Kreisldufen diverser Pathogene. Diese Rolle wird weiter in

Punkt 2.5.2 erértert.

Adulte saugen meist auf mittelgroBen bis grolen, wilden oder domestizierten Tieren Blut, beispielsweise auf
Hirschen, Wildschweinen, Rotfiichsen, Bisons, Hunden, Schafen, Ziegen, Rindern, Katzen und auch auf Igeln,
Hasen und Kaninchen (HORNOK et al. 2012, NOSEK 1972, CHITIMIA-DOBLER 2015, FOLDVARI et al.
2016, SZELL et al. 2006, MIERZEJEWSKA et al. 2015).

2.4 Wirtssuchverhalten
Allgemein kann das Wirtssuchverhalten von Zecken in nestassoziierte und nicht-nestassoziierte Lebensweisen
unterteilt werden. Ein nestassoziierter Lebensstil bedeutet, dass die Wirtssuche im Bau oder Nest eines Wirts
stattfindet und fiihrt daher oft zu einer starken Wirtsspezifitdt. Dabei muss bei einer nestassoziierten
Lebensweise das Abfallen vom Wirt nach dem Blutmahl mit dem Lebensrhythmus des Wirts synchronisiert
werden, damit das Abfallen im Bau bzw. Nest geschieht. Dafiir ist ein ausgekliigeltes System notig, das unter
anderem durch die Photoperiode und der “inneren Uhr* der Zecken gesteuert wird, um ein Abfallen der

vollgesogenen Zecken auf den Wirtsbau zu beschrianken (BELOZEROV 1982).

Nicht-nestassoziierte Zeckenarten suchen nach ihren Wirten, indem sie auf Vegetation klettern, das erste
Beinpaar mit dem Haller’schen Organ abspreizen und darauf warten, dass ein geeigneter Wirt an ihnen
vorbeilduft und sie abstreift. Dies fiihrt in der Regel zu einem weiteren Wirtsspektrum, da sich die Zecken
nicht in den Bauten befinden, die in der Regel nur durch eine Wirtsspezies bewohnt werden, sondern
unspezifisch von samtlichen Wirtsspezies abgestreift werden konnen, die das Habitat bewohnen. /. ricinus und
die adulten Stadien von D. reticulatus sind nicht-nestassoziiert, den juvenilen Stadien von D. reticulatus wird
hingegen eine nestassoziierte Lebensweise in direkter Nahe zum Nagerbau zugeschrieben (APANASKEVICH
und OLIVER JR 2014, FOLDVARI et al. 2016).

Literatur, die sich mit dem Wirtssuchverhalten von Zecken beschiftigt, bezieht sich oft auf die ,,Aktivitit* von
Zecken. Als Aktivitit wird dabei in der Regel das Vorhandensein von Zecken auf der Vegetation und damit
eine Empfanglichkeit fiir Stimuli durch potentielle Wirte definiert (LEES und MILNE 1951). Aktive Zecken
konnen durch Methoden, bei denen Stofftiicher iiber die Vegetation gezogen werden (,,Flaggen oder
»Dragging®), gesammelt und quantifiziert werden, da sie sich an vorbeistreifenden Objekten festhalten

(MILNE 1943).

2.4.1 Habitat

Zecken bendtigen Habitate, die sowohl mit ihren klimatischen Faktoren das Uberleben begiinstigen als auch

ausreichend Wirte beherbergen. Fiir die Larven- und teilweise auch die Nymphenstadien sind diese Wirte
4



Kleinnager; fiir Adulte sind diese Wirte groBere Saugetiere. Das gilt sowohl fiir . ricinus als auch fiir D.

reticulatus sowie diverse andere Zeckenarten.

Wihrend D. reticulatus offene Habitate wie Wiesen und Brachland bevorzugt, stellen solche Flichen kein
optimales Habitat fiir /. ricinus dar, da die starken Schwankungen in Temperatur und Feuchtigkeit in Wiesen
das Uberleben von I ricinus begrenzen (ZAJAC et al. 2020b). Allerdings wird berichtet, dass D. reticulatus
auch in Auwildern vorkommt und eine gewissen Vorliebe fiir feuchte Habitate hegt (FOLDVARI et al. 2016).
L ricinus kommt darum in Wéldern deutlich ofter vor als auf Lichtungen oder Wiesen. Innerhalb von
Waldhabitaten scheint eine bodenbedeckende Schicht mit entweder herabgefallenem Laub oder niedriger
Vegetation zur Retention von Feuchtigkeit wichtig fiir das Uberleben von 1. ricinus zu sein (SCHULZ et al.
2014). Darum kommt /. ricinus in Laubwéldern mit bodenbedeckender Vegetation hdufiger vor als in
uniformen Nadelwildern, vermutlich auch aufgrund der Vorlieben von geeigneten Wirten (TACK et al. 2012).
Zudem verrotten die Blatter von Eichen und Buchen langsam und bilden darum eine bodenbedeckende
Laubschicht, in der tiber mehrere Jahre eine hohe relative Luftfeuchtigkeit vorliegt, die ein giinstiges

Mikroklima fiir /. ricinus bietet (KAHL und GRAY 2022).

Ein wichtiger Faktor, der die Aktivitdt von Schildzecken limitiert, ist ihre Empfindlichkeit gegeniiber
Austrocknung. Bei weniger als 80 % Luftfeuchtigkeit ist ihr Uberleben gefihrdet. Darum konnen sie nur in
Habitaten existieren, in denen die relative Luftfeuchte in der bodennahen Vegetation auch im Sommer nicht

unter 85 % fallt (STANEK 2005).

Zecken, die ungesogen sind oder ihre Blutmahlzeit gerade beendet haben, konnen Wasser aus der Umwelt
aufnehmen, indem sie hygroskopisches Material aus ihren Speicheldriisen sezernieren. Dadurch kénnen sie
sich auch ldangere Zeit weiter oben auf der Vegetation aufhalten, um ihren Wirten aufzulauern (STANEK

2005).

2.4.2 Saisonalitat

Zwischen den verschiedenen Entwicklungsstadien von Zecken gibt es oft Unterschiede in der Aktivitit. So
sind die adulten Stadien von Dermacentor reticulatus nicht nestassoziiert. Darum konnen sie durch Techniken
wie beispielsweise die Flagg- oder die Drag-Methode von der Vegetation, auf der sie auf einen
vorbeikommenden Wirt warten, abgesammelt werden. Sie konnen auch in milden Wintern aktiv sein, zeigen
aber vor allem im Friihling und Herbst den Hohepunkt ihrer Aktivitdt. Im Sommer zeigen die Adulten praktisch
keine Wirtssuchaktivitit. Es wird berichtet, dass die Minnchen danach frither als die Weibchen ihr
Wirtssuchverhalten wieder steigern und diese sogar mengenmédBig iibertreffen (THARME 1993). Dies
widerspricht der sonst geltenden Beobachtung, dass Weibchen in der Regel in deutlich groeren Zahlen als
Minnchen geflaggt werden kdnnen, was durch die Paarungsstrategie, hohere Uberlebensraten der Weibchen
sowie genetische Mechanismen erklért wird (THARME 1993, BARTOSIK et al. 2012, BUCZEK et al. 2014,
FOLDVARI et al. 2016). Die juvenilen Stadien gelten laut der Literatur als nestassoziiert und leben in oder
nahe den Bauten von Kleinnagern und werden von den meisten Studien nur auf diesen Wirten nachgewiesen

(FOLDVARI et al. 2016, OBIEGALA et al. 2016, OBIEGALA et al. 2017). Larven und Nymphen sind nur
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im Sommer fiir eine relativ kurze Zeit aktiv. Larven werden meist im Juni und Juli auf Nagern gefunden,
Nymphen im Juli und August (THARME 1993, PEAFFLE et al. 2015, FOLDVARI et al. 2016, KOHN et al.
2019). In seltenen Fillen werden einzelne D. reticulatus Larven und Nymphen mittels Flagg-Methode
gesammelt, beispielsweise zwei Larven und eine Nymphe im Jahr 1988 in Wales (THARME 1993).

Bei /. ricinus wird auch oft von einem bimodalen Aktivitdtsmuster mit Hohepunkten im Friihling und Herbst
berichtet. Dieses scheint allerdings weniger ausgepragt als bei D. reticulatus zu sein, da selbst im Hochsommer
wirtssuchende 1. ricinus gefunden werden konnen. Des Weiteren zeigt sich in vielen Studien, dass in
verschiedenen Jahren oder an unterschiedlichen Standorten auch verschiedene, teils bi- und teils unimodale,
Aktivitdtsmuster beobachtet werden konnen (BRUGGER et al. 2017, DANIEL et al. 2004, DANIEL et al.
2015). Mittlerweile kann, zumindest in Gegenden mit milden Wintern, eine ganzjahrige Aktivitét festgestellt

werden (REYNOLDS et al. 2022, DAUTEL et al. 2008).

2.4.3 Abhéangigkeit von Wettervariablen

Das Wirtssuchverhalten von 1. ricinus und D. reticulatus ist von Temperatur und Feuchtigkeit abhéngig. Da
diese Zeckenarten empfindlich gegeniiber Austrocknung sind (LEES 1946), miissen sie ihre Lauerstellung auf
der Vegetation regelmiBig verlassen und in die feuchteren Bereiche in der Laubstreu und in der
bodenbewachsenden Vegetation zuriickkehren, um dort Wasser zu absorbieren (MILNE 1950). Die
Temperatur ist ebenfalls ein wichtiger Faktor. So wird die niedrigste Temperatur, bei der in Studien noch
Wirtssuchaktivitdt festgestellt werden konnte, bei D. reticulatus mit 1 °C nach morgendlichem Schneefall und
bei /. ricinus mit 4 °C angegeben (DAUTEL 2010), obwohl einzelne Studien auch von aktiven I ricinus bei
niedrigeren Temperaturen berichten (SCHULZ et al. 2014).

Ungliicklicherweise ist der genaue Einfluss dieser und weiterer Parameter schwer einzuschitzen, was auch an
den zahlreichen Studien zu diesem Thema und deren teilweise deutlich abweichenden Ergebnissen ersichtlich
ist. Diese Abweichungen sind sicherlich zum Teil den unterschiedlichen Studiendesigns und Methoden zur
Ermittlung der Parameter geschuldet. So unterscheidet sich beispielsweise die relative Luftfeuchtigkeit
zwischen Messungen einer nahen Wetterstation von Messungen direkt am Flaggort und zeigt auch eine
unterschiedliche Variation. Darum scheint die oft verwendete Methodik, Wetterdaten von Wetterstationen zu
benutzen, nicht ideal zu sein (BOEHNKE et al. 2017). Allerdings gibt es trotzdem Studien, die verldssliche
Vorsagemodelle auf Basis von Wetterdaten einer Wetterstation und weiterer Parameter erstellen konnten. So
konnte ein Vorhersagemodell mit Daten der Buchenmast und Jahresdurchschnittstemperatur einer
Wetterstation mit Zeitverzogerung von zwei Jahren bzw. einem Jahr die Aktivitét von /I ricinus vorhersagen
(BRUGGER et al. 2018). Eine andere Studie fand heraus, dass das beste Modell fiir die Aktivitét von /. ricinus-
Nymphen die Temperatur im monatlichen Vergleich, die durchschnittliche relative Luftfeuchte des
untersuchten Monats sowie des Monats davor und die Durchschnittstemperatur vier bis sechs Monate vor dem
untersuchten Monat sowie Jagdstatistiken des vorherigen Jahres einschloss. Dabei wurden ebenfalls
Wetterdaten einer Wetterstation verwendet (BRUGGER et al. 2017). Eine retrospektive Studie kommt zu dem
Ergebnis, dass eine erhohte Prévalenz zeckeniibertragener Erkrankungen und damit auch Zeckenaktivitét in

Zusammenhang mit Regenmengen und Temperaturen steht (GROCHOWSKA et al. 2020).
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Fiir Adulte von D. reticulatus scheinen bereits kurze Perioden mit hoherer Luftfeuchte fiir die Wirtssuche
auszureichen, die auch bei darauffolgenden trockeneren Phasen nicht wieder eingestellt wird. Groflere Mengen
an Regen (>10 mm/Tag) konnen die Zeckenaktivitit jedoch reduzieren, insbesondere in Kombination mit
einem Kilteeinbruch (LESCHNIK et al. 2008). In Laborexperimenten ist die Uberlebenszeit von adulten D.
reticulatus bei eher niedrigen Temperaturen und hoher Luftfeuchte (5 °C und 100 %) am léngsten und bei
hohen Temperaturen und niedriger Luftfeuchte (27 °C und 15 %) am niedrigsten (ZAHLER und GOTHE
1995).

Aus diesen Studien ldsst sich bereits folgern, dass die Aktivitit von Zecken von verschiedenen
Wetterparametern und der Verfligbarkeit von Wirtstieren beeinflusst wird, wobei dieser Einfluss jedoch je
nach Studie und auch Studienort unterschiedlich sein kann. Des Weiteren reagieren Zecken oft mit einer mehr

oder weniger groen Verzdgerung auf die Anderung der Parameter.

2.4.4 Zusammenhang mit Lichtverhéltnissen und Tageszeiten
Die meisten Feldstudien, die die zeitlichen Unterschiede in der Wirtssuchaktivitit untersuchen, konzentrieren
sich auf monatliche oder jahreszeitliche Unterschiede. Das Design vieler Studien besteht daraus, dass einmal
monatlich zur etwa selben Tageszeit wirtssuchende Zecken gesammelt werden. Zu tageszeitlichen Rhythmen
und Unterschieden gibt es allerdings wenige Studien. MEJLON (1997) fiihrte eine Studie in Schweden durch,
bei der in Intervallen von vier Stunden in zwei verschiedenen Habitaten (Wald und Wiese) Zecken mittels
Flagg-Methode gesammelt wurden. Dabei ist die Zeit der hochsten Aktivitat vom Habitat abhingig. Es gibt
Hinweise, dass genetische Faktoren Unterschiede in der tageszeitlichen Aktivitit von Nymphen bedingen

(JENSEN et al. 1999).

Des Weiteren muss bei der Untersuchung von tageszeitlichen Rhythmen beachtet werden, dass dieselbe
Tageszeit durch die jahreszeitlichen Anderungen in der Tageslichtlinge an unterschiedlichen Punkten im
Tageslichtzyklus liegen. Beispielsweise wire ein Flaggen um 17:00 in den Sommermonaten noch deutlich im
Tageslicht, in den spiten Herbst- oder Wintermonaten jedoch bereits im Dunkeln. Dadurch kann es, obwohl

das Flaggen immer zur gleichen Tageszeit durchgefiihrt wird, zu einer Verzerrung der Ergebnisse kommen.

In Laborexperimenten kann bewiesen werden, dass /. ricinus, die anders als D. reticulatus keine Augen haben,
dennoch Photorezeptoren besitzen und auch auf unterschiedliche Lichtregimes reagieren. In diesen
Experimenten zeigen die Zecken den GroBteil ihrer horizontalen Fortbewegung wihrend der Dunkelperiode

mit einem Maximum kurz nach Beginn der Dunkel- und der Lichtperiode (PERRET 2003).

Bei in der Natur geflaggten adulten Ixodes scapularis-Zecken kann im Labor eine bimodale
Bewegungsaktivitit beobachtet werden, bei der die Hauptwirtssuchaktivitit kurz nach Beginn der Dunkel- und
Lichtphase stattfindet. Dabei zeigen sich auch im Labor jahreszeitliche Unterschiede, beispielsweise kann im
Herbst eine betrichtliche Aktivitdt wihrend der Lichtperiode festgestellt werden. Hingegen wird bei Adulten,
die im Winter und Friihling gefangen wurden, im Labor ein unimodales Aktivitdtsmuster mit einem
Aktivitdtshhepunkt kurz nach dem Beginn der Dunkelperiode und wenig Aktivitit wéihrend der Lichtperiode

beobachtet. Wenn man nur die Temperatur dndert, zeigen die Zecken ein unimodales Aktivitdtsmuster,
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wihrend Anderungen ausschlieBflich in der Lichtintensitit ein bimodales Aktivititsmuster hervorbringt

(MADDEN und MADDEN 2005).

Tageszeitliche Anderungen in der Wirtssuchaktivitiit bei D. reticulatus wurden in einer polnischen Studie mit
fiinf Flaggintervallen zwischen 10:00 und 18:00 untersucht. Dabei zeigt sich, dass die Zecken unterschiedliche
Aktivitdtsmuster im Friithling (hochste Zeckenzahlen um 18:00) und Herbst (hochste Zeckenzahlen um 14:00)
zeigen (BARTOSIK et al. 2012).

Aus diesen Experimenten ldsst sich folgern, dass die Aktivitdt von Zecken nicht nur von Temperatur,
Feuchtigkeit, Verfiigbarkeit der Wirte und internen Faktoren abhingt, sondern auch von Licht und / oder einem
tageszeitlichen Rhythmus. Es erscheint wahrscheinlich, dass alle dieser Faktoren zu einem gewissen Maf3 die
Zeckenaktivitit beeinflussen. Welcher Faktor die Aktivitdt aber in welchem Mal3 beeinfluss, bleibt weiterhin

unklar und schwer zu beurteilen.

2.5 Auswirkungen auf den Wirt
1. ricinus und D. reticulatus parasitieren, wie unter 2.3. beschrieben, auf einer Vielzahl von Tieren und auch
dem Menschen. Durch diesen Parasitismus entstehen dem Wirt verschiedene Nachteile. Nicht nur eine lokale
Reaktion an der Einstichstelle, teilweise mit Juckreiz und Rotung, sondern auch zeckeniibertragene
Erkrankungen spielen dabei eine Rolle. Bei anderen Zeckenarten, die gréere Blutvolumina saugen, kann auch
allein der Blutentzug bereits negative Auswirkungen auf den Wirt haben. Diese nachteiligen Effekte treten
ebenfalls bei Zeckenarten auf, die nur kleine Mengen Blut saugen, wenn ein massiver Befall vorliegt, oder der
Wirt klein oder geschwicht ist. So verlieren Elchkilber (Alces alces) bei massivem Befall mit Dermacentor
albipictus taglich bis zu 8% ihres gesamten Blutvolumens an die Blutmahlzeit der Zecken. Insbesondere gegen
Ende des Winters ist bei Elchkédlbern, aber auch geschwichten Adulten, ein mit diesem Blutverlust assoziiertes
Versterben moglich (MUSANTE et al. 2007). Bei europdischen Igeln (Erinaceus europaeus) kann es durch
den Befall mit /. ricinus und 1. hexagonus zu Animie und erhdhter Morbiditéit kommen (PFAFFLE et al. 2009).

2.5.1 Physiologie und Auswirkungen des Blutsaugens
Die Dauer einer Blutmahlzeit hingt vom Entwicklungsstadium der Zecken ab. Bei /. ricinus variiert die Dauer
zwischen zwei Tagen bei Larven und bis zu zehn Tagen bei adulten Weibchen. Das aufgenommene Blut wird
dann drei-bis fiinffach konzentriert und {iberschiissiges Wasser wird zuriick in den Wirt abgegeben. Dies
passiert durch einen Pumpmechanismus, bei dem die Ubertragung der meisten zeckeniibertragenen Pathogene
auf den Wirt durch die Speicheldriisen stattfindet (SUSS et al. 2008). Diese Speichelabgabe in den Wirt findet
dabei alternierend mit dem Blutsaugen statt (SIMO et al. 2017).

Zecken sind sogenannte “Pool feeder*. Das heif3t, dass sie mit ihren Chelizeren eine Wunde in die Haut ihres
Wirtes reiflen und alle austretenden Fliissigkeiten aufnehmen. Also nehmen sie nicht nur Blut, sondern auch
Gewebsfliissigkeit auf. Im Gegensatz dazu stehen die “Kapillarsauger” oder “Solenophagen”, die gezielt mit
ihrem sehr diinnen Mundwerkzeug direkt in ein Blutgefdl stechen. Zu ihnen gehoren beispielsweise
Stechmiicken. Nach dem Durchtrennen der Haut fiihren Zecken ihr Hypostom in die Wunde ein und verankern

sich mit dem Zement, der von den Speicheldriisen sezerniert wird, fest an ihrem Platz. Dabei sezernieren sie
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auch vasoaktive Substanzen und Immunmodulatoren in den ,,feeding pool“, damit das Blut nicht gerinnt und

die Abwehrreaktion des Wirts unterdriickt wird (STANEK 2005).

Zeckeniibertragene Pathogene werden wihrend des Blutmahls auf infizierten Wirten von den Zecken mit
aufgenommen. Dabei treten sie im Mitteldarm iiber das Verdauungsepithel in das Haemocoel (die
Leibeshohle) iiber. Dort dringen sie durch das Epithel in die Speicheldriisen ein und kénnen sodann iiber den

Speichel auf den nichsten Wirt iibertragen werden. (SIMO et al. 2017)

Bei der Blutmahlzeit kommt es zu einer deutlichen Massezunahme. So kann es bei Weibchen von I. ricinus zu
einer 200-fachen Zunahme der Kdrpermasse kommen. Dies macht komplexe strukturell-anatomische und
physiologische Prozesse notig, damit es nicht zu einem Platzen der Zecke kommt. Wihrend der ersten Tage
der Blutmabhlzeit vergrofern sich die Cuticula und das Darmepithel, um das Blut absorbieren zu konnen. Erst
nach 12 bis 24 Stunden geschehen morphogische Verinderungen in der Zecke (SUSS et al. 2008). Die
Verdauung und Hautung zu einem neuen Entwicklungsstadium dauern in gemaBigten Klimazonen bis zu
einigen Monaten. Bei /. ricinus konnen fast zwei Jahre zwischen den Blutmahlzeiten vergehen (DAUTEL et

al. 2008).

Der Befall von Tieren und Menschen mit Zecken hat nicht nur Auswirkungen durch die Ubertragung von
Krankheitserregern, sondern insbesondere in der kommerziellen Tierhaltung entstehen teils massive
finanzielle Verluste durch Zeckenbefall. Australische Rinderbauern berichten beispielsweise {iber nicht
unerhebliche, durch Zeckenbefall entstehende, Kosten, die zu anndhernd gleichen Anteilen durch
Aufwendungen fiir Priavention und Produktionsverluste anfallen (JONSSON et al. 2001). Die
Produktionsverluste betreffen dabei sowohl geringere Milchproduktion als auch geringere Gewichtszunahmen
der Milchrinder. Jedes saugende Rhipicephalus (Boophilus) microplus Weibchen verursacht einen Verlust von
8,9 ml téglicher Milchproduktion und 1,0 g Koérpergewicht iiber einen Zeitraum von 15 Wochen (JONSSON
et al. 1998).

2.5.2 Ubertragung von Krankheitserregern
Zecken sind, global gesehen, die wichtigsten Vektoren fiir Pathogene, die Tiere betreffen, und die
zweitwichtigsten Vektoren fiir humane Erkrankungen, wobei sie nur von Stechmiicken {ibertroffen werden
(DANTAS-TORRES et al. 2012). Die Erstbeschreibung einer zeckeniibertragenen humanen Erkrankung
erfolgte im Jahr 1883 durch Alfred Buchwald (BUCHWALD 1883). Er beschrieb erstmals die Acrodermatitis
chronica atrophicans, die eine Manifestation der Lyme-Borreliose darstellt. Die Borreliose gilt heute als
hiufigste durch Zecken iibertragene Infektionskrankheit in der nérdlichen Hemisphire (SUSS et al. 2004). Die
Friihsommer-Meningoenzephalitis wurde 1931 als ,,Meningitis serosa“ zum ersten Mal beschrieben
(SCHNEIDER H. 1931). 1937 folgte dann die Isolierung des FSME-Virus in Russland durch Lev
Alexandrovich Zilber (ZILBER 1939). Mittlerweile sind zahlreiche Krankheitserreger aus verschiedenen
Erregergruppen (Viren, Bakterien, Parasiten) bekannt, die durch Zecken iibertragen werden. Diese Erreger
zirkulieren in verschiedenen Kreisldufen, in denen Zeckenspezies den Vektor und / oder das Erregerreservoir

darstellen. So weisen beispielsweise hohe Pravalenzen von R. raoultii in D. reticulatus-Larven und -Nymphen

9



bei niedrigen Privalenzen in den Nagerwirten darauf hin, dass D. reticulatus eine essentielle Rolle in der
Verbreitung und Erhaltung dieses Erregers spielt (OBIEGALA et al. 2016). Bei Rickettsien stellen Zecken
also nicht nur den Vektor, sondern gleichzeitig auch das Reservoir dar (PAROLA und RAOULT 2001). Durch
vermehrtes Screening auf verschiedene Erreger werden auch zunehmend Doppelt- oder Mehrfachinfektionen

entdeckt (SUSS et al. 2004, GALFSKY et al. 2019, PFEFFER et al. 2021).

Die meisten Krankheitserreger werden in den Zecken transstadial iibertragen. Das heif3t, dass sich ein jiingeres
Entwicklungsstadium bei der Blutmahlzeit infiziert, sich hédutet und bei der folgenden Blutmahlzeit im
néchsten Entwicklungsstadium den neuen Wirt infizieren kann. Manche Krankheitserreger kdnnen auch
transovarial ilibertragen werden, das heiflt, dass ein adultes Weibchen den Erreger auf seinen Nachwuchs
tibertragen kann. Voraussetzung fiir die Infektion der Zecke ist dabei in der Regel, dass das Pathogen im Blut
des Wirtes zirkuliert. Eine Ausnahme von dieser Regel stellt das Co-Feeding dar. Dieser Begriff bezeichnet
das Phidnomen, dass zwei Zecken, die in enger Nachbarschaft auf demselben Tier saugen, einen
Krankheitserreger untereinander iibertragen konnen, ohne dass das Wirtstier systemisch infiziert, also
bakteridmisch, virdmisch oder parasitimisch, ist. Dabei werden die Erreger durch zelluldre Infiltrate und
Migration dieser Zellen zwischen den Anheftungsstellen der Zecken von einer Zecke zur anderen iibertragen.
Dieser Infektionsweg wird vor allem bei der Ubertragung des FSMEYV beschrieben (RANDOLPH et al. 1996,
STANEK 2005).

D. reticulatus ist ebenfalls ein wichtiger Vektor zeckeniibertragener Krankheiten bei Mensch und Tier,
beispielsweise der Caninen Babesiose, Rickettsiose, des Omsk Hémorrhagischen Fiebers und der FSME
(RUZEK et al. 2010, PAROLA et al. 2013, SCHAARSCHMIDT et al. 2013, FOLDVARI et al. 2016,
LICKOVA et al. 2020).

Zeckenstiche werden als solche nicht systematisch erfasst, aber einige der Zecken-iibertragenen Erkrankungen,
die somit Riickschliisse dariiber erlauben, ob mehr oder weniger Menschen hiervon betroffen sind. So zeigen
sich hinsichtlich der FSME-Infektionen iiber die letzten 20 Jahre und der Borreliose seit der Meldepflicht
steigende Trends auch in den urbanen Bereichen (RKI 2022). Die Ursachen hierfiir sind nicht klar, aber
vermutlich spielen der Klimawandel und die Ausbreitung menschlicher Agglomerationen, die den Lebensraum
von Zecken in Beschlag nehmen, sowie das Freizeitverhalten der Menschen eine Rolle (GROCHOWSKA et
al. 2020). Auch die zunehmende geographische Verbreitung von z. B. D. reticulatus in Deutschland in den

letzten beiden Jahrzehnten steigert das Risiko zeckeniibertragener Erkrankungen (SPRINGER et al., 2022).

2.5.2.1 Babesien

Babesien sind einzellige Apicomplexa, die in den Erythrozyten verschiedener Sdugetiere parasitieren.
Menschen sind eher selten betroffen, da nur wenige Babesienarten wie B. microti und B. divergens eine
Erkrankung bei ihnen ausldsen konnen. In Schweden und Norwegen scheint B. venatorum ebenfalls von einer
gewissen Wichtigkeit zu sein (HASLE et al. 2011, KARLSSON und ANDERSSON 2016). In Mitteleuropa
sind nur vereinzelte Infektionsfille bekannt und diese betreffen vor allem splenektomierte und anderweitig

immunsupprimierte Personen (STANEK 2005, HASELBARTH et al. 2007). Allerdings wurde in
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Stiddeutschland eine Seroprévalenz von Antikérpern gegen B. microti und B. divergens von 5,4 % (25 von
467) und 3,6 % (17 von 467) ermittelt. Dabei waren signifikant mehr Menschen mit Zeckenexposition
seropositiv als aus der Kontrollgruppe (HUNFELD et al. 2002). Darum erscheint es moglich, dass Babesiose
beim Menschen auch in Deutschland héufiger vorkommt als allgemein angenommen. AZAGI et al. (2020)
berichten, dass die Symptome einer Infektion mit B. microti bei fast allen Erkrankten Fieber und Andmie sowie
bei etwa der Halfte der Erkrankten Schiittelfrost, Unwohlsein, Kopfschmerzen und abdominelle Beschwerden
umfassen. In 86 % der analysierten Fallberichte war eine Hospitalisierung vonnéten, es verstarb aber keiner
der Patienten. Alle in dieser Verdffentlichung thematisierten Infizierten hatten sich jedoch auflerhalb Europas
(in Uruguay und Nordamerika) infiziert. Infektionen mit B. divergens resultieren ebenfalls vor allem in Fieber.
Als weniger hiaufige Symptome werden Andmie, Unwohlsein, Ikterus, abdominelle Beschwerden und dunkler
Urin beschrieben. Hier mussten 91 % der 11 Félle hospitalisiert werden. 64 % waren immunsupprimiert, davon

54 % splenektomiert. Vier der 11 Patienten verstarben.

Babesien vollziehen ihren sexuellen Vermehrungszyklus in Schildzecken, die durch transovarielle
Ubertragung auch als Erregerreservoir fungieren. Sie werden durch einen Zeckenstich von der Zecke auf ein
Wirbeltier iibertragen, befallen deren Erythrozyten und vollziehen in ihnen den asexuellen Teil ihrer

Vermehrung (JALOVECKA et al. 2019).

Weltweit sind tiber 100 Babesienarten beschrieben, auch in Mitteleuropa sind zahlreiche Arten nachgewiesen,
darunter B. bovis, B. canis, B. ovis, B. divergens und B. major. D. reticulatus ist ein Vektor fir B. caballi und
B. canis, die Babesiose bei Hunden und Pferden auslésen. Die Canine Babesiose zeigt eine bimodale
Verteilung mit Infektionsmaxima im Frihling und Herbst, die mit der Aktivitat adulter D. reticulatus zu
korrelieren scheint (LESCHNIK et al. 2008). Fiir B. canis kann die vertikale Ubertragung bei D. reticulatus in
Feldstudien bestitigt werden (DWUZNIK et al. 2019). Babesia microti und B. divergens werden hingegen von
L ricinus Ubertragen (GRAY et al. 2019). AuBerdem wird B. microti auch in wirtssuchenden D. reticulatus
nachgewiesen, allerdings ist fiir diese Zeckenart die Vektorkompetenz noch nicht bewiesen (WOJCIK-FATLA
et al. 2012, GALFSKY et al. 2019). Auch in nicht-einheimischen S&ugetierspezies kommen Infektionen mit
Babesia spp. vor. So konnten in 23,6 % von 123 klinisch gesunden Rentieren in Deutschland mittels PCR

Babesien nachgewiesen werden (WIEGMANN et al. 2015).

In I ricinus Zecken wurden in bayerischen Parks Privalenzen von Babesia spp. von 0,4 bis 0,7 %

nachgewiesen (SCHORN et al. 2011).

2.5.2.2 Bartonellen

Bartonellen sind vektoriibertragene, gram-negative alpha-Proteobakterien. Humane Infektionen mit
Bartonellen sind zumeist auf Bartonella henselae, Bartonella guintana und Bartonella baciliformis
zuriickzufiihren. Es handelt sich um fakultative intrazelluldre Krankheitserreger, die milde bis schwer
verlaufende FErkrankungen bei Tieren und Menschen verursachen konnen, beispielsweise die

Katzenkratzkrankheit, deren Erreger Bartonella henselae ist (PRUTSKY et al. 2013). Infektionen von
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Menschen mit nagetierassoziierten Bartonellen-Spezies sind bisher sehr selten beschrieben und es bleibt

unklar, ob bei diesen Infektionen Ubertragung durch Vektoren eine Rolle spielt (KRUGEL et al. 2022).

Bartonellen konnen in einer Vielzahl von Arthropoden nachgewiesen werden, beispielsweise in Flohen,
Lausen und Lausfliegen (TSAI et al. 2010, BOWN et al. 2004, HALOS et al. 2004, SILAGHI et al. 2016).
Auch in D. reticulatus werden Bartonellen gefunden (GALFSKY et al. 2019, REYE et al. 2013). Die
Vektorkompetenz von Zecken ist nicht abschlieBend geklért, erscheint flir /. ricinus jedoch wahrscheinlich
(BILLETER et al. 2008, COTTE et al. 2008). Transovarielle und transstadiale Ubertragung in I. ricinus kann
in Laborexperimenten nachgewiesen werden (KROL et al. 2021). Nachweise von Bartonellen aus Zecken
gelingen in der Regel in von Nagetieren abgesammelten Zecken (SILAGHI et al. 2016, GALFSKY et al.
2019). Nachweise aus geflaggten Zecken gelingen mit unterschiedlichem Erfolg. Wéhrend es in einigen
Studien trotz groBer Zeckenzahlen nicht gelingt, Bartonellen nachzuweisen, (SCHORN et al. 2011, TIJSSE-
KLASEN etal. 2011), konnen in anderen Studien Pravalenzen von 12,8 % (DIETRICH et al. 2010) und 9,8 %
(HALOS et al. 2005) in wirtssuchenden /. ricinus festgestellt werden.

Das Reservoir fiir die meisten Bartonellen-Spezies sind Nager (TSAI et al. 2010, LEI und OLIVAL 2014,
KRUGEL et al. 2020).

2.5.2.3 Neoehrlichia mikurensis

Neoehrlichia mikurensis ist ein zeckeniibertragenes, gram-negatives, obligat intrazellulares Bakterium. Der
Erreger ist in Zecken und Nagern in Europa weit verbreitet und wird vor allem durch /. ricinus iibertragen
(PORTILLO et al. 2018, ANDERSSON et al. 2013), kann aber auch in D. reticulatus nachgewiesen werden
(OBIEGALA et al. 2014). Die transovarielle Ubertragung bei I ricinus erscheint sehr wahrscheinlich
(ONDRUS et al. 2020). Dieses Bakterium 16st vor allem fieberhafte Erkrankungen und vaskulire
Komplikationen hervor, oft bei immunsupprimierten Patienten (LOEWENICH et al. 2010, OBIEGALA und
SILAGHI 2018). N. mikurensis konnte jedoch auch in 0,7 % der Proben von asymptomatischen Blutspendern
in Schweden nachgewiesen werden (LABBE SANDELIN et al. 2022). Das Reservoir fiir N. mikurensis sind
Kleinnager, vor allem aus den Genera Myodes, Microtus und Apodemus (OBIEGALA und SILAGHI 2018).

2.5.2.4 Rickettsien

Rickettsien sind gram-negative, obligat intrazelluldre Bakterien, die vor allem die GefdBendothelien befallen.
Sie vermehren sich im Zytoplasma der Zellen aller Organe der Zecke und werden iiber den Zeckenspeichel
iibertragen (STANEK 2005). Bei dieser Erregergruppe stellen Zecken nicht nur den Vektor, sondern auch das
Reservoir dar (PAROLA und RAOULT 2001). Viele Rickettsien wurden bereits lange, bevor sie mit
Erkrankungen assoziiert werden konnten, in Zecken nachgewiesen (PADDOCK 2009). Diese Bakterien sind
meist pathogen fiir Wirbeltiere und werden durch eine Reihe blutsaugender Arthropoden tibertragen (MERHEJ
und RAOULT 2011).

Rickettsien konnen in verschiedene Untergruppen aufgeteilt werden: Die Fleckfieber-Gruppe, die Typhus-
Gruppe, die Rickettsia-bellii-Gruppe und die Rickettsia-canadensis-Gruppe. In der Fleckfieber-Gruppe sind

hauptséchlich zoonotische und zeckeniibertragene Rickettsien enthalten (PAROLA et al. 2013). Rickettsia
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raoultii gehort zu dieser Gruppe und manifestiert sich beim Menschen mit milden bis febrilen Erkrankungen
sowie dem SENLAT-Syndrom, vorwiegend bei Kindern (FOISSAC et al., FOLDVARI et al. 2013, STANEK
2005). Dieses Syndrom wurde 1996 erstmals unter dem Namen ,,TIBOLA* beschrieben und duflert sich in
vergroBerten, teils schmerzhaften regionalen Lymphknoten und einer vesikuliren ulzerativen Hautreaktion an
der Zeckenstichstelle, die sich fast immer auf der behaarten Kopfhaut befindet (STANEK 2005). Vor allem D.
reticulatus tibertragt in Europa R. raoultii und gilt auch als potenzieller Vektor fiir R. sibirica subsp. sibirica
und R. slovaca (PAROLA et al. 2013, FOLDVARI et al. 2013, SPITALSKA et al. 2012). Hauptvektor fiir
R. slovaca ist jedoch Dermacentor marginatus (STANEK 2005).

Fir verschiedene Rickettsien- und Zeckenspezies beschreiben diverse Studien hohe transovariale
Ubertragungsraten sowie Infektionsraten der Nachkommen von bis zu 100 % (PAROLA et al. 2013, MOORE
et al. 2018, MACALUSO et al. 2001, ALBERDI et al. 2012, SAMOYLENKO et al. 2009).

Bei einer Studie in bayerischen Parks konnten Priavalenzen in geflaggten /. ricinus zwischen 6,4 und 7,7 %
nachgewiesen werden (SCHORN et al. 2011). In einer séchsischen Studie wurden in D. reticulatus Larven
und Nymphen, die von Nagetieren abgesammelt wurden, Privalenzen von R. raoultii von 80 bzw. 86 %
nachgewiesen, was darauf hinweist, dass die transovarielle Ubertragung bei diesem Erreger eine wichtige

Rolle spielt (OBIEGALA et al. 2016).

3. Tiere, Material und Methoden
3.1 Versuchsflachen

Zwischen Juni 2018 und November 2019 wurden im siidlichen Teil von Leipzig (Sachsen, Deutschland) an
drei geographisch nahe beieinander liegenden, jedoch durch ihren Bewuchs sehr unterschiedliche Fléchen,
durch die Flaggmethode Zecken gesammelt. Im Dezember und Januar 2018 wurde das Zeckenflaggen nicht
durchgefiihrt, da in diesen Monaten eine sehr geringe Zeckenaktivitit erwartet wurde. Die drei beprobten
Flachen reprisentieren einen Auwald (AB), eine junge Eichenplantage (EW) und einen Wegrand am Rande
einer Eichenplantage (WR) (siehe Abbildungen 1 und 2). Die Fliachen wurden ausgewaihlt, da aufgrund ihrer
Vegetationsunterschiede mit dem Antreffen beider lokal verbreiteter Zeckenspezies (I. ricinus und D.
reticulatus) zu rechnen ist, aufgrund von fritheren Studien in der Néhe dieser Standorte (GALFSKY et al.
2019) und aus logistischen Griinden (giinstige Erreichbarkeit). Alle drei Flachen lagen innerhalb eines Radius
von 8 km. Die Fliche “AB” ist durch eine dichte Vegetation aus Laubbdumen und saisonalem Unterwuchs
von Biérlauch gekennzeichnet und befindet sich in der Nihe eines Bachlaufes. Die Fliche “EW” besteht aus
dicht gepflanzten jungen Roteichen (Quercus rubra), gemischt mit Birken und einer reichhaltigen Schicht aus
Laubstreu sowie fast komplett ohne bodenbedeckende Vegetation. Bei der Fliche am Wegesrand “WR”
handelt es sich um einen grasbewachsenen Randstreifen direkt neben einem Gehweg und teilweise im Schatten
einer Anpflanzung von Q. rubra. Alle drei Orte werden in der CORINE-Bodenbedeckungsklassifikation als
"Laubwald" eingestuft, obwohl sich die Vegetation auf kleinskaligerer Ebene erheblich unterscheidet. Sie sind

Lebensraum fur verschiedene Wildtierarten wie Rehe, Wildschweine, Fiichse und Waschbéren.
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Abbildung 1: Landkarte der Versuchsfldchen im Siiden Leipzigs und in Markkleeberg

Abbildung 2: Fotografien der Versuchsflichen

3.2 Zeckensammlung
Das Zeckenflaggen wurde einmal pro Monat alle vier Stunden, also sechsmal innerhalb von 24 Stunden,
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde ein einen Quadratmeter grofles, weilles Baumwolltuch, das an einem
Bambusstock befestigt war, langsam und flach iiber die Vegetation gezogen. An jeder Stelle wurde in sechs
Reihen von je 100 m* zu unterschiedlichen Tageszeiten geflaggt, also insgesamt 600 m’. Die jeweils
geflaggten Linien wurden nach dem Zufallsprinzip rotiert, um eine Verzerrung zu vermeiden, wenn immer

dieselbe Linie zur selben Zeit geflaggt wiirde.

Die Beflaggung begann um 20:30 Uhr mit Beflaggungsintervallen zwischen 20:30 - 22:30, 00:30 - 02:30,
04:30 - 06:30, 08:30 - 10:30, 12:30 - 14:30 und 16:30 — 18:30. Die Versuchsflichen wurden immer in der
gleichen Reihenfolge beprobt (zuerst AB, dann EW, dann WR), um den Abstand von etwa vier Stunden

zwischen den Beflaggungen zu gewéhrleisten. Zu jedem Zeitpunkt der Probennahme wurden die Temperatur
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und die relative Luftfeuchtigkeit etwa 2 cm {liber dem Boden mit einem tragbaren Thermohygrometer (Ehdis
LH 500, China) gemessen. Aulerdem wurden die Lichtverhdltnisse notiert (hell, dunkel oder ddmmerig).
Gesammelte Zecken wurden bei -80 °C fiir mindestens 3 Tage eingefroren und unter einem Mikroskop (Motic
SMZ-171 Stereo-Zoom-Mikroskop, zehnfache VergroBerung) unter Verwendung von taxonomischen

Schliisseln zur Artbestimmung untersucht (ESTRADA-PENA et al. 2018, FILIPPOVA 1997).

3.3 Statistische Analysen
Die statistischen Analysen wurden mit IBM® SPSS Statistics 25 durchgefiihrt. Die Anzahl der Zecken pro
100 m? wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test verglichen, gefolgt von einem direkten paarweisen Vergleich,
wenn der Kruskal-Wallis-Test signifikante Unterschiede ergab. Die Signifikanz wird nach der Bonferroni-
Korrektur angegeben. Zur Bewertung des Einflusses von Temperatur und Luftfeuchtigkeit auf die Aktivitat

der Zecken wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient verwendet.

3.4 Identifizierung der juvenilen Stadien von D. reticulatus
Fiir die Fotografie der Nymphen- und Larvenstadien von D. reticulatus wurde ein Keyence VH-900 Mikroskop
(Keyence Deutschland GmbH) mit 200-facher Vergroferung verwendet. Zur Sicherung der korrekten
Identifikation als immature Stadien von D. reticulatus erfolgten molekulare Analysen. Die DNA-Extraktion
wird im Folgenden (3.5.) beschrieben. Das partielle 16S rRNA-Gen wurde nach MANGOLD et al. (1998)
amplifiziert (s. Tabelle 1). Das PCR-Produkt mit einer Grofle von 320bp wurde in einem einprozentigen
Agarosegel dargestellt und anschlieBend mit dem QIA quick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gereinigt. Die Sequenzierung des Amplifikationsprodukts erfolgte durch den GATC-
Sequenzierservice (Konstanz, Deutschland). Bei der Sequenzierung handelte es sich um eine erhaltene
Dienstleistung. Die erhaltene Sequenz wurde mit Bio-Numerics v.7.6 (Applied Maths NV, Austin, Texas,
USA) analysiert und mit den in der GenBank verfiigbaren Sequenzen mit Hilfe des BLAST-Algorithmus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) verglichen. Die Sequenz wurde in die Gen-Bank unter der Zugriffsnummer

MT430883 hochgeladen.

3.5 Untersuchung auf Pathogene
Fiir die DNA-Extraktion zur Untersuchung der immaturen Stadien auf Pathogene wurden die Larven (n = 45)
zu zweit in 21 Pools und einem Pool, der aus drei Individuen bestand, gepoolt. Es wurde nur eine der beiden
gesammelten Nymphen auf Pathogene untersucht, diese wurde einzeln verarbeitet. Den Zeckenpools wurden
1,6 g sterile Stahlkiigelchen (GroBe 2,8 mm, Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) und 165 pl
phosphatgepufferte Kochsalzlosung zugegeben, danach erfolgte eine Homogenisierung in einem Precellys®24
Gewebehomogenisator (Bertin Technologies, Montigny Le Bretonneux, Frankreich) bei 5000 Rotationen pro
Minute fiir 2 x 30 Sekunden, unterbrochen durch eine 15-sekiindige Pause. Die DNA wurde mit einem
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach den Anweisungen des Herstellers extrahiert. Die
DNA-Proben wurden dann auf die Prasenz von Rickettsia spp., Bartonella spp., Babesia spp. und N. mikurensis
untersucht. Die genauen PCR-Protokolle dieser Untersuchungen sind dem Anhang unter 13.1 zu entnehmen.

Fiir Rickettsia spp. wurde eine Real-Time-PCR fiir das gltA-Gen [70 Basenpaare (bp)] wie in der Literatur
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beschrieben durchgefithrt (WOLFEL et al. 2008). Proben, die sich in der Real-Time-PCR positiv zeigten,
wurden mit einer konventionellen PCR weiter untersucht, bei der ein 811-bp-Fragment des ompB-Gens
amplifiziert wurde (ROUX und RAOULT 2000). Bartonella spp. wurden mit einer konventionellen PCR auf
ein Fragment der 16S-23S rRNA ITS-Region untersucht (453-780 bp; (MAGGI et al.). Fir N. mikurensis
wurde eine Real-Time-PCR durchgefiihrt, die ein 99-bp-Fragment des groEL-Gens nachweisen sollte
(JAHFARI et al. 2012, SILAGHI et al. 2012) und fiir Babesia spp. wurde eine konventionelle PCR mit den
Primern BJ1 und BN2 durchgefiihrt, die fiir den Nachweis des 18S rRNA-Gen verwendet werden (411-452
bp; (CASATI et al. 2006). Eine ausfiihrlichere Liste der verwendeten Primer und PCR-Assays, die zur
Identifizierung der juvenilen D. reticulatus Stadien und zum Nachweis der Pathogene verwendet wurden, ist
in Tabelle 1 zu finden. Alle positiven Proben wurden mit dem NucleoSpin® Gel- und PCR-Aufreinigungskit
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland) gemiB den Anweisungen des Herstellers
aufgereinigt und anschlieBend kommerziell sequenziert (Interdisziplindres Zentrum fiir Klinische Forschung,
Leipzig, Deutschland, erhaltene Dienstleistung). Die Sequenzen (n = 18) wurden in GenBank unter den

folgenden Zugriffsnummern hochgeladen: MT434877 bis MT434895.

Da die Larvenproben gepoolt wurden, wird die Priavalenz als die Mindestinfektionsrate (MIR) angegeben, die
als das Verhéltnis der Anzahl der positiven Pools zur Gesamtzahl der getesteten Zecken definiert ist, ausgehend

von der Annahme, dass sich ein infiziertes Individuum in jedem positiven Pool befindet.

Tabelle 1: Details zu Primern und PCR-Untersuchungen fiir die Speziesidentifikation der juvenilen Stadien von D. reticulatus und
Detektion von zeckeniibertragenen Pathogenen aus den Zecken

Untersuchte PCR- | Primername Primer/Sondensequenz (5'-3") Gen Quelle
Spezies Typ (Amplifikatgrofe
in Basenpaaren)
Dermacentor | C forward CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT Fragment des Mangold et
reticulatus reverse GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT 16S rRNA-Gens al., 1998
(460)

Bartonella C Ba325s CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG 16S-23S rRNA Maggi et
spp. Bal100as GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGC (ITS) (453-780) al., 2006
Neoehrlichia RT NmikGroEL CCTTGAAAATATAGCAAGATCAGGTAG groEL (99) Jahfari et
mikurensis F2 CCACCACGTAACTTATTTAGCACTAAAG al., 2012;

NmikGroEL CCACCACGTAACTTATTTAGTACTAAAG Silaghi et

revl FAM- al., 2012

NmikGroEL CCTCTACTAATTATTGCTGAAGATGTAGAAGGTGAAGC-

rev2 BHQI1

NmikGroEL-

P2a
Rickettsia RT Pan Rick ATAGGACAACCGTTTATTT gltA (70) Wolfel et
spp. gltA 2 for al., 2008

Pan Rick CAAACATCATATGCAGAAA

gltA 2 rev

Pan Rick 6FAM-CCTGATAATTCGTTAGATTTTACCG-TMR

gltA 3taq
Rickettsia C? 120-2788 AAACAATAATCAAGGTACTGT OmpB (811) Roux and
Spp- 120-3599 TACTTCCGGTTACAGCAAAGT Raoult,

2000

Babesia spp. C BJ1 GTCTTGTAATTGGAATGATGG 18S rRNA Casati et

BN2 TAGTTTATGGTTAGGACTACG (411-452) al., 2006

anur durchgefiihrt, wenn Real-Time-PCR positiv
Abkiirzungen: C = konventionelle PCR; RT = Real-Time PCR
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4. Ergebnisse

4.1 Gesamtzahl der Zecken

Tabelle 2: Gesamtanzahl der Zeckenarten und -stadien auf den Versuchsflachen

1 ricinus 1. ricinus L ricinus I ricinus | D. D. D. reticulatus | D.
Weibchen Minnchen Nymphen Larven reticulatus reticulatus Nymphen # reticulatus
Weibchen Minnchen Larven ®
AB 86 93 956 30 1 0 0 0
EW 18 16 120 180 5 1 2 26
WR 40 26 31 22 96 45 0 21
Gesamt | 144 135 1107 232 102 46 2 47

2= detaillierte Darstellung der immaturen D. reticulatus in Tabelle 4

Insgesamt wurden in 16 Monaten 1.815 Zecken gesammelt. In Tabelle 2 ist die Gesamtzahl der Zecken in den
verschiedenen Gebieten angegeben. Die juvenilen D. reticulatus-Zecken sind im Abschnitt 4.6 und Tabelle 4
weiter aufgeschliisselt. In dieser Studie zeigte sich, dass der Lebensraum einen starken Einfluss auf die
Gesamtzahl der Zecken und auch die Verhiltnisse der verschiedenen Zeckenspezies hat. Wahrend auf der
Flache AB die meisten Adulten und Nymphen von /1. ricinus und nur eine einzige D. reticulatus gesammelt
werden konnten, wurden auf der Versuchsfliche WR die meisten D. reticulatus-Zecken gesammelt. Auf der
EW- und der WR-Versuchsflache konnten mehrfach juvenile Stadien von D. reticulatus geflaggt werden. Die
Flache EW zeigte jedoch insgesamt geringe Zeckenzahlen. Auf der Fliche WR zeigte sich die Zahl der

1. ricinus Nymphen im Vergleich zu den Adulten als aulergewdhnlich gering.

Die Larven von I ricinus sowie die Larven und Nymphen von D. reticulatus wurden fir die statistischen
Analysen der Zeckenaktivitét ausgeschlossen, da die Larven aus grofien Eipaketen schliipfen und daher gehauft
und nicht gleichméBig verteilt auftreten. Die D. reticulatus-Nymphen wurden aufgrund der geringen Anzahl

ausgeschlossen.

In Abbildung 3 wird deutlich, dass bei I. ricinus an den beiden bewaldeten Standorten AB und EW ein deutlich
hoherer Anteil an Nymphen als adulte Mannchen und Weibchen an der Gesamtzahl der geflaggten Zecken
vorliegt. Die Verhiltnisse an den beiden Standorten dhneln sich sehr. Davon deutlich abweichend zeigt sich

die Versuchsfliche WR, auf der alle drei Gruppen in dhnlich groen Anteilen vertreten sind.
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m |, ricinus Weibchen m |. ricinus Weibchen m |, ricinus Weibchen
= |. ricinus Médnnchen u |. ricinus Médnnchen ® |, ricinus Mannchen
I. ricinus Nymphen I. ricinus Nymphen I. ricinus Nymphen

Abbildung 3: Anteile der einzelnen Entwicklungsstadien von /. ricinus an der Gesamtanzahl von /. ricinus, aufgeschliisselt nach
Versuchsfldche

Vergleichend zwischen den verschiedenen Standorten zeigte sich fiir 1. ricinus Mannchen und Weibchen eine
signifikant hohere Aktivitat auf Versuchsfliche AB im Vergleich zur den Flichen EW und WR (Kruskal-
Wallis Test, P=0,000 flir sowohl Weibchen als auch Méannchen vergleichend zwischen AB mit sowohl WR als
auch EW). Die Aktivitit der Mannchen und Weibchen zwischen den Flichen EW und WR zeigte keine
signifikanten Unterschiede (jeweils P=1,0).

Bei den Nymphen von 1. ricinus zeigten sich fiir alle Versuchsflachen signifikante Unterschiede der Aktivitét.
Die Aktivitit war auf der Versuchsfliche AB am hochsten und auf der Fliche WR am niedrigsten (Kruskal-
Wallis Test, P=0,000 bei Vergleichen zwischen AB mit WR und AB mit EW, P=0,001 bei Vergleichen
zwischen EW und WR).

Da D. reticulatus nur auf Versuchsfliche WR in mehr als einstelligen Zahlen vorkam, wurde hier auf

statistische Vergleiche zwischen den Versuchsflachen verzichtet.

4.2 Saisonale Aktivitdtsmuster
In Abbildung 4 wird die Aktivitit von I ricinus-Zecken auf der Versuchsfliche AB nach Monaten
aufgeschliisselt dargestellt. Die hdchste monatliche Gesamtaktivitit von Nymphen und Adulten wurde im Mai
2019 beobachtet. Im Februar 2019 konnten an Versuchsfliche AB keine 1. ricinus-Zecken geflaggt werden, so
dass in diesem Monat die geringste Aktivitit festgestellt wurde. Es zeigte sich ein bimodales Verteilungsmuster
mit hohen Aktivititen im Friihling und einer etwas geringeren Aktivitdt im Spdtsommer bis Herbst, getrennt
durch ein Tief im Sommer. Nach dem September fielen die Zeckenzahlen in beiden Jahren deutlich ab, die

Aktivitdt im November und Februar war sehr gering.

Da das Flaggen im Sommer und Herbst von zwei Jahren des Versuchszeitraums (2018 und 2019), im Friihling

jedoch nur in einem Jahr (2019) durchgefiihrt wurde, konnen die absoluten Zeckenzahlen zwischen den
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verschiedenen Jahreszeiten nicht verglichen werden. Dies gilt auch fiir die nachfolgenden Analysen der beiden

anderen Versuchsflachen.

Abbildung 4: Zeckenzahlen tiber den Versuchszeitraum auf Versuchsfliche AB

Auf der Versuchsfliche EW waren die Zahlen von sémtlichen Stadien von /. ricinus deutlich geringer als auf
der Versuchsfliche AB. Die bimodale Verteilung lief sich hier nur bedingt feststellen, das Aktivitdtsmaximum
im Friihjahr bei den Nymphen war sehr hoch im Vergleich zur Aktivitit iiber den Rest des Jahres

(Abbildung 5).

Abbildung 5: Zeckenzahlen iiber den Versuchszeitraum auf Versuchsfliche EW

Auf Versuchsfldche WR konnten 7. ricinus und D. reticulatus geflaggt werden. Die I. ricinus-Nymphen zeigten

keine klaren Aktivititsmaxima. Bei den Adulten war eine Aktivititsspitze im Friihjahr festzustellen.
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D. reticulatus zeigte ein bimodales Aktivitdtsmuster mit hoherer Spitze im Friithjahr und niedrigerer Spitze im

Herbst (Abbildung 6).

Abbildung 6: Zeckenzahlen iiber den Versuchszeitraum auf Versuchsfliche WR

4.3 Diurnale Aktivitdtsmuster
Aus Abbildung 7 ist ersichtlich, dass die Aktivitdt der /. ricinus-Nymphen auf der Versuchsfliche AB in der
Zeit von 00:30 — 02:30 Uhr am hochsten und in der Zeit von 20:30 — 22:30 Uhr am niedrigsten war. Die
Aktivitit der erwachsenen /. ricinus-Zecken war insgesamt deutlich geringer als die der Nymphen, aber um
00:30 — 02:30 Uhr immer noch am hochsten. Die niedrigsten Aktivitdten bei den Weibchen konnten im
Intervall von 8:30 — 10:30 und bei den Mannchen sowohl im Intervall von 20:30 — 22:30 als auch 04:30 —
06:30 mit identischen Werten festgestellt werden.

Anzahl von I. ricinus, Versuchsflache AB

Anzahl Zecken

50
0 - [ ]| | -- 1 | Hm -

20:30- 00:30- 04:30- 08:30- 12:30- 16:30-
22:30 02:30 06:30 10:30 14:30 18:30

Uhrzeit

B Weibchen B Mannchen Nymphen

Abbildung 7: Aktivitit von I ricinus auf Versuchsfliche AB nach Tageszeiten
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Auf Versuchsfliche EW wurde die geringste Aktivitdt von /. ricinus-Nymphen in der Zeit zwischen 20:30 und
22:30 Uhr festgestellt, gefolgt von einer steigenden Aktivitit, die ihren Hohepunkt in der Zeit zwischen 04:30
und 06:30 Uhr erreichte. Danach nahm die Aktivitét bis zur Zeitspanne von 12:30 — 14:30 Uhr ab, bis sie in
der Zeitspanne von 16:30 — 18:30 Uhr wieder anstieg. Die Aktivitit der Weibchen war um 04:30 — 06:30 Uhr
am hochsten und um 00:30 — 02:30 Uhr am niedrigsten. Ménnliche /. ricinus waren um 20:30 — 22:30 und
08:30 — 10:30 Uhr am aktivsten und um 16:30 — 18:30 Uhr am wenigsten aktiv (Abbildung 8).

Anzahl von I. ricinus, Versuchsflache EW

Anzahl Zecken
=
(92

20:30- 00:30- 04:30- 08:30- 12:30-  16:30-
22:30 02:30 06:30 10:30 14:30 18:30

Uhrzeit

B Weibchen Mannchen Nymphen

Abbildung 8: Aktivitdt von /. ricinus auf Versuchsfliche EW nach Tageszeiten

Versuchsfliche WR war die einzige Versuchsfliche mit erheblicher D. reticulatus-Aktivitit. Wie in den
Abbildungen 9 und 10 zu sehen ist, war die Aktivitdt von D. reticulatus in den meisten Zeitintervallen hoher
als die von /. ricinus. Weibliche D. reticulatus waren in jedem Zeitintervall aktiver als méannliche. Bei den
adulten Stadien von D. reticulatus war die hochste Aktivitiat zwischen 00:30 und 02:30 Uhr zu verzeichnen,
ebenso wie bei beiden adulten Stadien von [. ricinus. D. reticulatus-Adulte waren zwischen 20:30 und 22:30
Uhr am wenigsten aktiv, wihrend 1. ricinus-Weibchen zwischen 20:30 und 22:30 Uhr sowie zwischen 12:30
und 14:30 Uhr mit identischen Zeckenzahlen am wenigsten aktiv waren. Zwischen 08:30 und 10:30 Uhr sowie
zwischen 12:30 und 14:30 Uhr konnten keine /. ricinus-Ménnchen geflaggt werden, so dass in diesen
Zeitrdumen die geringste ménnliche Aktivitit zu verzeichnen war. Bei den I ricinus-Nymphen wurde die
hochste Aktivitdt in der Zeit von 04:30 — 06:30 Uhr und die geringste in der Zeit von 00:30 — 02:30 Uhr
beobachtet.
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Abbildung 9: Aktivitdt von /. ricinus auf Versuchsfliche WR nach Tageszeiten

Abbildung 10: Aktivitdt von D. reticulatus auf Versuchsfliche WR nach Tageszeiten

Bei den Zeitintervallen konnte fiir keine der Zeckenarten oder Lebensstadien ein signifikanter Unterschied in
der Zeckenaktivitit festgestellt werden, wenn die Daten fiir alle drei Versuchsflaichen kombiniert wurden. Bei
separater Betrachtung der verschiedenen Versuchsflichen zeigte lediglich Fliche WR signifikante
Unterschiede fiir die Zeitintervalle und dies ausschlieBlich fiir I ricinus-Weibchen. Diese signifikanten
Unterschiede wurden beim Vergleich der Zeckenzahlen des Flaggintervalls von 20:30 — 22:30 Uhr mit dem
Intervall von 00:30 — 02:30 Uhr (P=0,043) und beim Vergleich der Zeckenzahlen des Flaggintervalls von 12:30
— 14:30 Uhr mit denen des Flaggintervalls von 00:30 — 02:30 Uhr (P=0,043) mit Hilfe des Kruskal-Wallis-

Tests und eines direkten paarweisen Vergleichs festgestellt.

4.4 Einfluss der Lichtverhiltnisse auf die Zeckenaktivitét
Um zu untersuchen, ob die Lichtverhiltnisse eine Rolle fiir die Aktivitit von D. reticulatus und I. ricinus
spielen, wurden die Daten erneut mit einem Kruskal-Wallis-Test und einem paarweisen Vergleich analysiert.
Bei der Kombination der Zeckenzahlen aller Versuchsfldchen fiir die verschiedenen Arten und Stadien konnten
fiir die Aktivitdt von I ricinus-Weibchen signifikante Unterschiede zwischen Dunkelheit und Démmerung
(P=0,042) und Licht und Dammerung (P=0,050), jedoch nicht zwischen Dunkelheit und Tageslicht festgestellt
werden. Bei den I ricinus-Méannchen ergab der Vergleich von Tageslicht und Dammerung signifikante

Unterschiede (P=0,010), die anderen Lichtverhéltnisse zeigten keine signifikanten Unterschiede. Bei 1. ricinus-
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Nymphen war der Unterschied der Aktivitdt zwischen Dunkelheit und Tageslicht signifikant (P=0,030), der
Unterschied der Aktivitdt zwischen anderen Lichtverhiltnissen jedoch nicht. Bei den Méannchen und Weibchen
von D. reticulatus konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Aktivititen bei verschiedenen

Lichtverhiltnissen festgestellt werden.

Bei der getrennten Betrachtung der verschiedenen Versuchsflichen wurden D. reficulatus-Zecken nur an
Versuchsfliche WR in die Analyse mit einbezogen, da auf den anderen Versuchsflichen nur einzelne
Exemplare geflaggt wurden. An Versuchsfliche AB konnten fiir die adulten Stadien von I ricinus keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Bei den /. ricinus-Nymphen konnten signifikante Unterschiede
in der Aktivitdt zwischen Dunkelheit und Tageslicht festgestellt werden (P=0,027). Auf der Versuchsflache
EW wurden die einzigen signifikanten Unterschiede bei weiblichen /. ricinus-Zecken festgestellt. Bei ihnen
zeigten sich sowohl zwischen Dunkelheit und Ddmmerung als auch zwischen Tageslicht und Ddmmerung
signifikante Unterschiede (jeweils P=0,000). An der Versuchsfliche WR war nur der Unterschied zwischen
Tageslicht und Dunkelheit fiir /. ricinus-Mannchen signifikant (P=0,011).

Um festzustellen, ob es Unterschiede in der Reaktion auf Licht in den verschiedenen Jahreszeiten gibt, wurden
die Monate Mérz bis Mai als Friihling, Juni bis August als Sommer und September bis November als Herbst
betrachtet. Der Februar wurde bei dieser Analyse nicht beriicksichtigt, da er eine sehr geringe Zeckenzahl
aufwies, in der Regel der hier nicht beriicksichtigten Jahreszeit ,,Winter* zugesprochen wird und damit jede
Jahreszeit zur besseren Vergleichbarkeit aus drei Monaten besteht. Im Friihjahr zeigten nur die Mannchen von
1L ricinus einen signifikanten Unterschied in der Aktivitit zwischen Tageslicht und Ddmmerung (P=0,037). Im
Sommer wiesen nur die Mannchen von D. reticulatus signifikante Unterschiede zwischen Tageslicht und
Dunkelheit auf (P=0,042). Im Herbst wurde der einzige signifikante Unterschied zwischen Tageslicht und
Dunkelheit bei den Nymphen von /. ricinus festgestellt (P=0,007).

Obwohl viele Vergleiche keine signifikanten Unterschiede ergaben, ist aus Tabelle 3 ersichtlich, dass die
durchschnittliche Zeckenzahl pro 100 m* Flaggstrecke fiir alle /. ricinus-Stadien in der Ddmmerung hoher war
als bei Tageslicht und Dunkelheit. Bei den adulten Stadien war die durchschnittliche Zeckenzahl in der
Déammerung sogar mehr als doppelt so hoch wie in der Dunkelheit. Die durchschnittlichen Zeckenzahlen fiir
adulte /. ricinus waren bei Dunkelheit und Tageslicht dhnlich. Auch die Nymphen von I. ricinus wiesen die
hochsten durchschnittliche Zeckenzahl in der Ddmmerung auf, jedoch waren hier die durchschnittlichen
Zeckenzahlen bei Tageslicht wesentlich hoher als bei Dunkelheit. Bei D. reticulatus war ein deutlich anderes
Muster zu erkennen. Die mittlere Zeckenzahl der Weibchen war in der Ddmmerung am niedrigsten und in der
Dunkelheit am hochsten. Bei den Ménnchen waren die mittleren Zeckenzahlen in der Dammerung und im

Hellen sehr dhnlich, wihrend sie in der Dunkelheit etwas hoher waren.
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Tabelle 3: Vergleich der durchschnittlichen Zeckenzahlen bei verschiedenen Lichtbedingungen

Durchschnittliche | Durchschnittliche | Durchschnittliche | Durchschnittliche | Durchschnittliche
Anzahl I ricinus- | Anzahl I ricinus- | Anzahl I ricinus- | Anzahl D. Anzahl D.
Weibchen Minnchen Nymphen reticulatus- reticulatus-
Weibchen Minnchen
Dunkelheit 0.49 0.53 2.85 0.41 0.20
Dammerung | 0.89 0.82 5.41 0.25 0.14
Tageslicht 0.43 0.36 4.33 0.33 0.13

4.5 Einfluss von relativer Luftfeuchte und Temperatur

Die an der Versuchsfliche AB gemessenen Temperaturen schwankten zwischen -1 °C im Februar 2019 im
Zeitintervall von 00:30 — 02:30 Uhr (keine Zecken aufzufinden) und 32 °C im Juli 2018 im Zeitintervall von
20:30 — 22:30 Uhr. An dieser Maximaltemperatur konnten mehrere /. ricinus-Zecken geflaggt werden (ein
Mainnchen, ein Weibchen, drei Nymphen). Die niedrigste gemessene relative Luftfeuchtigkeit dieser
Versuchsfliche war 31 % im Zeitintervall von 16:30 — 18:30 Uhr im April 2019, die hochste relative
Luftfeuchtigkeit wurde mit 84 % im Oktober 2019 in der Zeit zwischen 00:30 und 02:30 Uhr gemessen. An
der Versuchsfliche EW wurde die niedrigste Temperatur ebenfalls im Februar 2019 mit -1,5 °C gemessen, das
Flaggen zu diesem Zeitpunkt blieb erfolglos, und die héchste Temperatur im Juli 2018 mit 32 °C sowohl im
Intervall von 20:30 — 22:30 Uhr als auch im Intervall von 16:30 — 18:30 Uhr, wobei eine Nymphe und zwei
Weibchen geflaggt werden konnten. Die relative Luftfeuchtigkeit lag an dieser Versuchsflache zwischen 20 %
in der Zeit von 12:30 — 14:30 Uhr im April 2019 und 87 % im November 2019 in der Zeit von 00:30 — 02:30
Uhr. An der Versuchsfliche WR wurde als niedrigste Temperatur -2 °C mit Bodenfrost gemessen und es
wurden zu diesem Zeitpunkt zwei Weibchen und ein Méannchen von D. reticulatus gesammelt. Die hochste
Temperatur wurde an dieser Versuchsfliche mit 33 °C im April 2019 in der Zeit von 12:30 — 14:30 Uhr
aufgezeichnet, was die insgesamt hochste Temperatur des Feldversuchs darstellte. Bei diesen Bedingungen
konnten drei D. reticulatus-Weibchen geflaggt werden. Bei dieser Aufzeichnung lag die Stelle im vollen
Sonnenlicht und die Temperaturmessung wurde in der Sonne durchgefiihrt. Die relative Luftfeuchtigkeit an
dieser Stelle lag zwischen 12 % (gemessen zur gleichen Zeit und unter den gleichen Bedingungen wie die
33 °C-Messung) und 91 % im November 2019 im Intervall 16:30 — 18:30 Uhr. Die insgesamt niedrigste
Temperatur, bei der I. ricinus-Zecken gesammelt werden konnten, lag im Marz 2019 zwischen 04:30 und

06:30 Uhr an der Versuchsflaiche EW bei 2 °C.

Um den Einfluss von Temperatur und relativer Temperatur auf die Aktivitit der Zecken zu bewerten, wurde

der Pearson-Korrelationskoeffizient verwendet. Bei zusammengefiihrten Zeckenzahlen aus allen
Versuchsflachen konnte eine Korrelation zwischen der Anzahl der I. ricinus-Nymphen und der Temperatur
(Pearson-Korrelationskoeffizient r=0,201; P=0,001) sowie zwischen den D. reticulatus-Weibchen und
-Ménnchen und der Temperatur (Pearson-Korrelationskoeffizient r=-0,169; P=0,005 bzw. -0,131; P=0,030)

festgestellt werden.
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Bei separater Betrachtung der verschiedenen Versuchsflichen konnten folgende Korrelationen festgestellt
werden: Fiir Versuchsfliche AB konnte eine Korrelation zwischen der Anzahl der 1. ricinus-Weibchen und
der Temperatur (Pearson-Korrelationskoeffizient r=0,209; P=0,041) sowie zwischen /. ricinus-Nymphen und
der Temperatur (Pearson-Korrelationskoeffizient r=0,398; P=0,000) festgestellt werden. Fiir EW konnten
keine signifikanten Korrelationen gefunden werden. Fiir WR bestand die einzige signifikante Korrelation
zwischen D. reticulatus-Weibchen und Temperatur (Pearson-Korrelationskoeffizient r=-0,259; P=0,016).
Interessanterweise konnte fiir die relative Luftfeuchte keine signifikante Korrelation zu einem Zeckenstadium

oder einer -art gefunden werden.

4.6 Juvenile Stadien von D. reticulatus
Insgesamt konnten 47 Larven und zwei Nymphen von D. reticulatus durch die Flaggmethode an der
Bodenoberflache oder Vegetation gesammelt werden. Die Larven wurden im Sommer (Juni 2018 sowie Juni
und Juli 2019) an den Standorten WR und EW gesammelt, wihrend Nymphen nur einmalig im Juli 2019 an
der EW-Flache gefunden wurden (Tabelle 4). Alle gesammelten Larven (Abb. 11) und Nymphen (Abb. 12)

wurden aufgrund morphologischer Merkmale als D. reticulatus identifiziert.

Tabelle 4: Umweltdaten der Funde von juvenilen Stadien von D. reticulatus
Zahl gesammelter

i T t Relati
Flache Datum Tageszeit D. reticulatus emperatur elatve Wetterbedingungen
(°C) Luftfeuchte
Nymphen  Larven
19. Juni
17:30 0 6 25.0 NDA bewdlkt
2018
21. Juni
09:30 0 8 19 NDA NDA
2019
26. Juni
21:30 0 9 29 533 % wolkenlos
2019
Eichenwald ~ 27. Juni
05:45 0 3 19.2 68.3 % wolkenlos
(EW) 2019
27. Juni
14:00 0 1 29.8 255 % sonnig
2019
27. Juni
17:30 0 6 28.2 29.5 % NDA
2019
23. Juli
09:30 1 0 24.3 62.7 % sonnig
2019
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23. Juli

13:45 1 30.3 45.5% sonnig
2019
Gesamt 26
19. Juni
18:00 15 25 NDA bewolkt
2018
26. Juni
22:05 5 28.6 54.0 % Dammerung
Wegrand 2019
(WR)
27. Juni
06:15 1 19.6 67.5 % Bewolkt, windig
2019
Gesamt 21

NDA — keine Daten vorliegend

Abbildung 11: ventrale und dorsale Ansicht einer der geflaggten D. reticulatus-Larven
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Abbildung 12: ventrale und dorsale Ansicht einer der geflaggten D. reticulatus-Nymphen

In der Publikation im Anhang befinden sich zusétzlich Aufnahmen der geflaggten D. reticulatus-Larven
mittels konfokaler Lasermikroskopie, auf die jedoch in dieser Dissertation nicht weiter eingegangen wird, da

es sich hierbei um einen Publikationsanteilohne signifikanten Eigenanteil handelt.

Die Sequenz der 16S rRNA-Gene der in dieser Studie untersuchten Zecke (GenBank Zugriffsnummer
MT430883) zeigte hundertprozentige Identitdt mit D. reticulatus-Zecken (Zugriffsnummer KC427891).

Die Mindestinfektionsrate der Larven fiir Rickettsia spp. betrug 42,2 % (Real-Time-PCR: 18 von 22
Larvenpools positiv, ompB-konventionelle PCR: 17 Larvenpools positiv). Die eine getestete Nymphe war
ebenfalls in beiden PCRs positiv. Die Sequenzierung zeigte das Vorhandensein von R. raoultii in allen
konventionellen PCR positiven Larvenpools sowie in der Nymphe. Alle erhaltenen Sequenzen (n =18) zeigten
hundertprozentige Identitdt mit GenBank Zugriffsnummer MG811717. Alle Proben wurden negativ auf die

anderen Erreger getestet.
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5. Diskussion
In der hier vorliegenden Studie wurden mittels Flaggmethode iiber eineinhalb Jahre hinweg monatlich in sechs
tiber den Tag verteilten Zeitintervallen Zecken an drei verschiedenen Standorten gesammelt. Das Ziel war eine
Aussage iliber Aktivitdtsmuster im Tagesrhythmus, entweder durch Aktivitdtsmuster im 24-Stunden-Rhythmus
oder im Zusammenhang mit Licht, Dunkelheit und Ddmmerung treffen zu kénnen. Zudem sollte der Einfluss
von Temperatur und Luftfeuchtigkeit iiberpriift werden. Diese Untersuchungen wurden, teils vergleichend, auf

drei verschiedenen Versuchsflichen durchgefiihrt.

Dabei fielen Unterschiede in der Zeckenaktivitdt auf. Adulte und Nymphen von /. ricinus waren auf der
Versuchsfliche AB deutlich aktiver als auf den beiden anderen, was bedeutet, dass der alte Auwald bei
Versuchsfliche AB ein geeigneterer Lebensraum fiir sie zu sein scheint, als die junge Eichenplantage von
Versuchsfliche EW oder die Wiese am Wegesrand von Versuchsfliche WR. Diese hohere Aktivitit von
1. ricinus-Zecken in Auwildern im Vergleich zu Lichtungen wird auch in anderen Studien beschrieben
(SCHULZ et al. 2014). Adulte D. reticulatus konnten auf der Versuchsfliche WR in groBerer Anzahl
angetroffen werden; auf den anderen Versuchsflachen jedoch nur einzelne Exemplare. Obwohl eine Praferenz
von D. reticulatus fir offene Wiesenhabitate in der Literatur beschrieben wird, analog zu den Beobachtungen
der hier vorgestellten Studie, gibt es auch gegenteilige Beobachtungen, in denen feuchte Habitate wie
Auwilder bevorzugt werden (FOLDVARI et al. 2016). Dies konnte an den hier untersuchten Orten nicht
bestitigt werden. Denn im Habitat mit der hochsten relativen Luftfeuchtigkeit und der gréfiten Nahe zu einem
Gewisser, die Versuchsfliche AB, konnte im gesamten Untersuchungszeitraum nur eine einzige

D. reticulatus-Zecke geflaggt werden.

Eine Benutzung der Daten der CORINE-Bodenbedeckungsklassfikation zur Auswahl und zum Vergleich von
Zeckenhabitaten wird hdufig in der Literatur beschrieben (UUSITALO et al. 2022, JUNG KJZR et al. 2019,
WONGNAK et al. 2022). Da Lebensrdume mit deutlichen Unterschieden in der Okologie und der
Zeckenaktivitdt immer noch in dieselbe CORINE-Landklasse fallen konnen, ist bei der Verwendung von
CORINE-Daten Vorsicht geboten. So ist beim Vergleich der Versuchsflichen in der dieser Dissertation
zugrunde liegenden Studie auffillig, dass sie zwar alle nach der CORINE-Bodenbedeckungsklassifikation als
"Laubwald" eingestuft sind, aber erhebliche Unterschiede in der Vegetation sowie bei Temperatur und
Luftfeuchtigkeit aufweisen. Diese Diskrepanz zwischen der CORINE-Klassifizierung und den In-situ-
Bedingungen kann eine Datenbereinigung notwendig machen (BRUGGER et al. 2016). Eine Besichtigung der
Vegetation vor Ort zur Beurteilung der Vergleichbarkeit sowie das Meiden von Randbereichen und
fragmentierten Flachen erscheint angeraten. Fragmentierte Habitate sollten dariiber hinaus ebenfalls
vermieden werden, da in ihnen einzelne Flichen trotz gleicher abiotischer Bedingungen rein durch ihre
Lagebeziehung zu anderen Flichen eine andere Zeckenabundanz aufweisen koénnen (ESTRADA-PENA
2002).
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Bei I ricinus zeigte sich in dieser Studie, dass sich auf der Versuchsfliche WR das Verhéltnis von adulten
Tieren zu Nymphen stark von den anderen beiden Versuchsflachen unterschied. Auf Versuchsfliche WR war
die Zahl der Weibchen und Méannchen zusammengenommen mehr als doppelt so hoch wie die der Nymphen,
wiahrend auf den Versuchsflichen AB und EW die Zahl der Nymphen die Zahl der Adulten um ein Vielfaches
tiberstieg. Ein deutlich hoherer Anteil von Nymphen im Vergleich zu Adulten, wenn auch mit Fluktuationen
von Jahr zu Jahr, scheint den Normalzustand darzustellen. Dabei héngt das Verhéltnis von den
meteorologischen Bedingungen sowie der Verfiigbarkeit von Wirten flir die Nymphen ab (DANIEL et al.
2015, DANIEL et al. 2004, HONIG et al. 2015). Das hier vorliegende ungewdhnliche Verhiltnis kénnte damit
erklart werden, dass Nymphen aufgrund ihres schlechteren Verhiltnisses von Oberfliche zu Volumen und
ihres geringeren Fettgehalts empfindlicher gegeniiber Austrocknung sind als die adulten Stadien und darum
an diesem sehr trockenen und exponierten Standort nur einer limitierten Wirtssuchaktivitdt nachkommen
konnen (HERRMANN und GERN 2010). Insgesamt konnten in der hier vorliegenden Studie auf der
Versuchsfliche AB mehr Mannchen als Weibchen von I. ricinus gesammelt werden, was in anderen Studien
damit erklart wird, dass Mannchen ldngere Zeit auf der Vegetation verbringen als Weibchen, um sich mehrmals
paaren zu konnen (DANIEL et al. 2015). Dieser Trend zeigte sich jedoch nicht auf den anderen beiden
Versuchsflachen, an denen sogar mehr Weibchen als Ménnchen geflaggt werden konnten. Dies konnte damit
erklirt werden, dass an den anderen beiden Standorten die Uberlebensbedingungen fiir 1. ricinus schlechter
waren, aber die Weibchen die Wirtssuche dennoch aufrechterhielten, da eine Blutmahlzeit fiir sie zur Eiablage

obligat ist.

Die saisonale Aktivitdt von /. ricinus zeigt je nach Studienort und -jahr ein uni- bis bimodales Muster mit
einem Aktivititsmaximum im Friihjahr, einer geringeren Aktivitit im Sommer, und bei einem bimodalen
Muster gefolgt von einem erneuten Anstieg im Herbst und schlieB8lich einem deutlichen Abfall zum Winter
hin (DANIEL et al. 2015, SCHULZ et al. 2014, RANDOLPH et al. 2002). In der hier vorgestellten Studie
konnte auf der Versuchsflache AB im Jahr 2019 nur ein eher gering ausgepragter zweiter Aktivititsanstieg der
L ricinus-Nymphen im Herbst beobachtet werden. Bei den Adulten entfiel er 2019 komplett. Im Jahr 2018,
das leider aufgrund des Versuchsstarts im Juni nicht in seiner kompletten Saisonalitit beurteilt werden konnte,
zeigte das saisonale Muster einen ausgepragteren Tiefpunkt im Hochsommer mit darauffolgendem Anstieg.
Auf der Versuchsfliche EW zeigte sich ein sehr ausgeprigtes Aktivititsmaximum der Nymphen im Friihjahr,
jedoch nur ein geringer herbstlicher Aktivitatsanstieg. Bei den Adulten zeigte sich im Jahr 2019 ein bimodales
Aktivitdtsmuster, im Jahr 2018 entfiel der Aktivititsanstieg im Herbst jedoch komplett. Dies stimmte mit den
Ergebnissen anderer mehrjahriger Studien iiberein, die nicht in jedem Jahr eine bimodale Aktivitdtsverteilung
bei 1. ricinus beobachten konnten (BRUGGER et al. 2017, DANIEL et al. 2004). Zudem kann in kiihleren
Klimazonen vermehrt ein unimodales Aktivititsmuster festgestellt werden (WONGNAK et al. 2022).
Manchmal kann sogar eine Aktivitit mit drei Maxima beobachtet werden, bei der das letzte
Aktivititsmaximum &hnlich dem zweiten Maximum in der hier vorgestellten Studie im September liegt
(DANIEL et al. 2015). Zudem gibt es in Studien, die mehrere Jahre beobachten, signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Jahren, vermutlich aufgrund unterschiedlicher Wetterbedingungen oder

schwankenden Wirtsangebot (DANIEL et al. 2015). Auf Versuchsflaiche WR konnte bei /. ricinus kein klares
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Aktivititsmuster mit deutlichen Maxima festgestellt werden. Dies lag vermutlich an den geringen
Gesamtzahlen von /. ricinus auf dieser Fldache. Ob es ein unimodales oder bimodales Aktivitdtsmuster an einem

Standort gibt, scheint von der Niederschlagsmenge sowie der Vegetation abzuhdngen (SCHULZ et al. 2014).

D. reticulatus zeigte ein ebenfalls bimodales Aktivitdtsmuster, im Vergleich zu /. ricinus jedoch verschoben
mit den beiden Aktivitdtshohepunkten frither im Frithjahr und spéter im Herbst. Es zeigte sich eine hohe
Aktivitdtsspitze im Friihjahr, ein Sommer ohne jegliche Aktivitét, gefolgt von einer kleineren Spitze im Herbst.
Dies steht im Gegensatz zu anderen Studien, die von einer hoheren Wirtssuchaktivitat im Herbst berichten,
aber im Einklang mit der allgemeinen Annahme eines klaren bimodalen Aktivitdtsmusters mit Spitzen im
Frithjahr und Herbst, die von einer Phase ohne Aktivitdt im Sommer unterbrochen werden (BARTOSIK et al.
2012, ZAJAC et al. 2021, FOLDVARI et al. 2016, KOHN et al. 2019). Da D. reticulatus-Zecken selbst bei
Minusgraden noch im November und Februar Wirtssuchaktivitét zeigten, scheint eine Aktivitdt wihrend des
gesamten Winters in der Gegend um Leipzig moglich und konnte aufgrund des Klimawandels zunehmen
(ZAJAC et al. 2021). D. reticulatus zeigt in vielen Studien, die mit Flagg- oder Schleppmethoden arbeiten,
einen groferen Anteil an Weibchen im Vergleich zu Mannchen (THARME 1993, BARTOSIK et al. 2012,
BUCZEK et al. 2014, ZAJAC et al. 2020a). In der hier vorgestellten Studie konnten &hnliche Beobachtungen
mit mehr als doppelt so vielen Weibchen wie Ménnchen gemacht werden (102 Individuen / 68,9 % Weibchen,
46 Individuen / 31,1 % Mannchen). Man nimmt an, dass dies auf die Paarungsstrategie von D. reticulatus
zuriickzuflihren ist. Bei dieser miissen die Ménnchen einen Wirt finden und konnen iiber einen ldngeren
Zeitraum auf dem Wirt bleiben, um mehrere Weibchen zu befruchten. Dies wird mit einer hoheren
Uberlebensrate der Weibchen und genetischen Mechanismen (FOLDVARI et al. 2016) sowie einer hoheren
Entschlossenheit der Weibchen bei der Wirtssuche kombiniert (ZAJAC et al. 2020a). Zudem sind
D. reticulatus-Weibchen resistenter gegeniiber Austrocknung (MEYER-KONIG et al. 2001). Es konnte in
Studien beobachtet werden, dass die Méannchen von D. reticulatus im Herbst frither mit der Suche beginnen
und die Anzahl der Weibchen iibertreffen konnen (THARME 1993). Dieses Phinomen konnte in der dieser
Dissertation zugrunde liegenden Studie nicht bestétigt werden. Die Weibchen iibertrafen die Méannchen in
jedem Monat, mit Ausnahme des Monats August, in dem in beiden Jahren die gleiche Anzahl an Tieren

gesammelt wurde.

Beziiglich des Einflusses der Tageszeiten zeigten sich bei 1. ricinus nur vereinzelte signifikante Unterschiede
beim Vergleich einzelner Zeitintervalle miteinander und nur bei den Weibchen auf Versuchsfliche WR. Diese
Ergebnisse dhneln denen vorangegangener Studien, bei denen ebenfalls nur einzelne signifikante Unterschiede
zwischen den Zeitintervallen bei manchen Stadien in manchen Habitaten gefunden werden konnten, jedoch
kein klarer, iibergreifender Trend erkennbar war (MEJLON 1997). Dies unterstreicht, ebenso wie die
Unterschiede zwischen den diurnalen Aktivitdtsmustern der verschiedenen Versuchsflachen, die in der dieser
Dissertation zugrunde liegenden Studie analysiert wurden, dass die Tagesaktivitdt offenbar von den 6rtlichen
Bedingungen der Versuchsflichen abhéngt und vermutlich schwer zu vergleichen ist. Die Tatsache, dass die
Unterschiede in der 1. ricinus-Aktivitit in den verschiedenen Zeitintervallen auf Versuchsfliche AB nicht

signifikant waren, obwohl die Zeckenzahl dort am hochsten war, konnte bedeuten, dass die Tageszeit keinen
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Einfluss auf das Suchverhalten der Zecken hat und diese Stelle die einzige war, an der es geniigend Zecken
gab, um Schwankungen auszugleichen. Da sich ein Trend zur hdchsten Aktivitit bei beiden Geschlechtern und
den Nymphen mit der hochsten Aktivitdt im Intervall von 00:30 — 02.30 zeigte, kann auch eine zu geringe
Zeckenzahl die mangelnden Signifikanzen erkldren. Eine gesteigerte Aktivitét in diesem Zeitintervall kdnnte
damit zusammenhingen, dass Kleinnager wie Apodemus spp. und Rotelmaus (Clethrionomys glareolus), die
auf dieser Versuchsfliche vorkommen und als potenzieller Wirt fiir Zecken dienen, ebenfalls mitten in der
Nacht am aktivsten sind (GREENWOOD 1978). Das Fehlen signifikanter Unterschiede bei der Untersuchung
verschiedener Zeitintervalle in einem Wald wurde bereits in fritheren Studien beschrieben (MEJLON 1997).
In dem in der Studie von MEJLON (1997) untersuchten Wiesenhabitat wurde die hochste Aktivitdt zwischen
23 Uhr und 3 Uhr morgens festgestellt. In dieser Studie wurden im Lebensraum Wiese / Wegrand (hier
reprasentiert durch Standort WR) dhnliche Ergebnisse mit der hdchsten Aktivitit von /. ricinus-Mannchen und
-Weibchen in der Zeit zwischen 00:30 Uhr und 02:30 Uhr festgestellt. Die hochste Aktivitit der Nymphen
wurde in der Zeit zwischen 04:30 und 06:30 Uhr und die niedrigste in der Zeit zwischen 00:30 und 02:30 Uhr
beobachtet. Diese Ergebnisse waren jedoch nicht signifikant. Der Unterschied zwischen Wald- und
Wiesenhabitat konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die Zecken im Wiesenhabitat groBeren
Umwelteinfliissen ausgesetzt sind. Die Aktivitdtsunterschiede zwischen den unterschiedenen Zeitintervallen
waren jedoch nur in Einzelfdllen und auf Versuchsfliche WR fiir 1. ricinus-Weibchen signifikant, wovon
insgesamt iiber die eineinhalb Jahre nur 40 Individuen gesammelt werden konnten. Die Relevanz ist darum

fraglich.

Beziiglich der Aktivitdten zu verschiedenen Tageszeiten war bei D. reticulatus in dieser Studie sowohl im
Friihjahr als auch im Herbst eine hohe Aktivitdt im Intervall von 00:30 Uhr bis 2:30 Uhr zu erkennen, die im
Frithjahr jedoch bei den Weibchen im Intervall von 8:30 Uhr bis 10:30 Uhr ibertroffen wurde. Dies
widerspricht den Ergebnissen einer polnischen Studie, in der erwachsene D. reticulatus im Herbst eine erhohte
Aktivitidt von morgens bis mittags, die um 14 Uhr ihren Hohepunkt erreichte, gefolgt von einem Riickgang
und einer insgesamt geringeren Zeckenzahl am Nachmittag zeigten. Im Frithjahr nahm die Zeckenaktivitét
ebenfalls am Morgen zu, aber die grofften Zeckenzahlen wurden am Nachmittag zwischen 14 und 18 Uhr
aufgezeichnet (BARTOSIK et al. 2012). Da in der polnischen Studie die Aktivitdt wahrend der Nachtzeit
nicht untersucht wurde, kann hier kein Vergleich gezogen werden. Betrachtet man nur den Tag, so ist im
Friihjahr sowohl bei den Ménnchen als auch bei den Weibchen eine hohere Zeckenzahl am Morgen und ein
Riickgang am Nachmittag und Abend zu beobachten. Im Herbst ist bei den Ménnchen eine steigende Aktivitét
am Morgen mit einem Hohepunkt in der Zeit von 00:30 bis 02:00 zu beobachten, gefolgt von sinkenden
Zeckenzahlen. Bei den Weibchen waren im Herbst morgens und mittags identische Zahlen zu verzeichnen,
gefolgt von einem Riickgang am Nachmittag. Zusammenfassend scheint die Tageszeit bei Betrachtung iiber
einen langeren Zeitraum von anderthalb Jahren nur einen kleinen Einfluss auf die Aktivitédt von D. reficulatus
und /. ricinus zu haben, der in dieser Studie nur in Ausnahmefillen signifikant ist. Darum kann sie im Design

von Studien zum Vergleich von Zeckenaktivitéiten dieser beiden Spezies vermutlich vernachléssigt werden.
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In der Betrachtung des Einflusses von Lichtverhéltnissen auf die Aktivitdt von D. reticulatus und I. ricinus
konnten fiir /. ricinus fir einige Stadien signifikante Unterschiede mit einer hoheren Aktivitdt in der
Dammerung als in anderen Lichtverhiltnissen festgestellt werden, fiir D. reticulatus hingegen waren kaum
signifikante Unterschiede festzustellen. Dieser Unterschied erscheint ungewohnlich, da D. reticulatus Augen
besitzt, I. ricinus jedoch nur fotoempfindliche Zellen und daher weniger in der Lage sein sollte, wechselnde
Lichtverhédltnisse zu unterscheiden (PERRET 2003, MEHLHORN 2016). Dies konnte damit
zusammenhéngen, dass einer der Hauptwirte fiir adulte D. reficulatus-Zecken Wildschweine sind, auf deren
Anwesenheit auf den Versuchsflichen durch Kotfunde und Wiihlspuren geschlossen werden kann. Diese
zeigen ein sehr flexibles Aktivititsmuster mit Wechseln zwischen Aktivitdt nachts und tagsiiber, je nach

Bejagung durch den Menschen (OHASHI et al. 2013).

Obwohl die Zeckenzahlen in dieser Studie teils gering waren, kann dennoch eine Aussage tiber die Aktivitit
in Verbindung mit den Lichtverhiltnissen getroffen werden. Obwohl statistisch nicht signifikant, waren die
durchschnittlichen Zeckenzahlen fiir Adulte und Nymphen von [ ricinus wihrend der Ddmmerung am
hochsten. Studien mit groBeren Zeckenzahlen sind erforderlich, um diesen Trend zu bestétigen, aber eine
erhohte Aktivitdt wéihrend der Dammerung erscheint aufgrund der parallelen Aktivitit von Wirtstieren
plausibel. Rehe sind beispielsweise wihrend der Dimmerung am aktivsten (HOTHORN et al. 2015, KROP-
BENESCH et al. 2013). Auch das Aktivitdtsmuster des Feldhasen zeigt Aktivititsspitzen um Sonnenuntergang
und Sonnenaufgang (SCHAI-BRAUN et al. 2012). Rotfiichse sind hauptsdchlich ddmmerungs- und
nachtaktiv, wobei sich ihre Aktivitdt mit der des Feldhasen am stdrksten in der Ddmmerung iiberschneidet
(DIAZ-RUIZ et al. 2016). Daher gewihrleistet eine hohere Aktivitit von I ricinus-Zecken eine
Uberschneidung mit der Aktivitit des Wirts und eine hohere Wahrscheinlichkeit, dass wirtssuchende Zecken
von einem vorbeilaufenden Wirtstier von der Vegetation abgestreift werden. Das Fehlen einer statistischen
Signifikanz konnte damit zusammenhéngen, dass die AB-Stelle mit der groBten Anzahl von I ricinus von
einem dichten Baumkronendach bedeckt ist und darum Verédnderungen der Lichtintensitét nicht derart auf dem
Boden ankommen, wie in Habitaten mit direkterer Sonneneinstrahlung. Die beiden anderen Versuchsfldchen
wiesen jedoch eine relativ geringe Anzahl von I ricinus-Zecken auf, sodass signifikante Ergebnisse
schwieriger zu erzielen sind. Die Aktivitit von D. reticulatus zeigte keine signifikanten Unterschiede bei
verschiedenen Lichtverhéltnissen. Thr Wirtssuchverhalten scheint darum unabhédngig von den

Lichtverhiltnissen zu sein und primér durch andere Faktoren beeinflusst zu werden.

Die Aktivitit von [ ricinus-Nymphen zeigte bei Kombination der Daten aller Versuchsflichen eine
Beeinflussung durch Temperatur. Auf Versuchsfliche AB zeigte sich eine Korrelation zwischen der Aktivitét
von /. ricinus-Weibchen und der Temperatur. Fiir /. ricinus ist diese Korrelation, anders als bei D. reticulatus
wie oben beschrieben, positiv, was bedeutet, dass die Nymphen und Weibchen bei hoheren Temperaturen
aktiver sind. Diesbeziiglich gibt es widerspriichliche Forschungsergebnisse, wenn die Zeckenzahlen mit
Temperaturen am Tag des Flaggens korreliert werden sollen. Einerseits liegen Studien vor, nach denen eine
Korrelation mit der Temperatur beobachtet werden kann, teils abhéngig vom Habitat (Wiese versus Wald)

(MEJLON 1997, DANIEL et al. 2015, GETHMANN et al. 2020). Hingegen gibt es andere Studien, die einen
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fehlenden Einfluss von Temperatur auf die Aktivitit von Nymphen und Adulten von /. ricinus nachweisen
konnten (GRAY 1984). Diese unterschiedlichen Forschungsergebnisse werden zumeist auf unterschiedliche

Umweltbedingungen der erforschten Habitate zuriickgefiihrt.

Die niedrigste Temperatur von 2 °C, bei der in dieser Studie Aktivitit von /. ricinus nachgewiesen werden
konnte, deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, in denen /. ricinus ihre Aktivitit bei geringen

Plusgraden beginnen (HUBALEK et al. 2003, SCHULZ et al. 2014).

In dieser Studie konnten D. reticulatus-Zecken bei -2 °C und Bodenfrost geflaggt werden, was mit den
Ergebnissen anderer Studien iibereinstimmt, die D. reticulatus-Zecken bei Temperaturen um den Gefrierpunkt
und sogar auf gefrorenem Boden fanden (FOLDVARI et al. 2016, HUBALEK et al. 2003, NOSEK 1972).
Diese Robustheit gegeniiber niedrigen Temperaturen ermdglicht D. reticulatus Aktivitdt in milden Wintern
(FOLDVARI et al. 2016, BUCZEK et al. 2014). Zudem war es moglich, mehrere D. reticulatus-Exemplare
bei 33 °C zu flaggen. Dies festigt die Beobachtung, dass D. reticulatus sowohl thermophil als auch psychrophil
ist und in einem breiten Temperaturbereich leben kann (FOLDVARI et al. 2016).

Es konnte in der dieser Dissertation zugrundeliegenden Studie bei D. reticulatus zudem eine negative
Korrelation zwischen der Wirtssuchaktivitiat und steigenden Temperaturen festgestellt werden, die mit den
Beobachtungen anderer Studien iibereinstimmt (BARTOSIK et al. 2012, KOHN et al. 2019). Dies ist jedoch
wahrscheinlich eine vereinfachte Darstellung von komplexeren Zusammenhédngen, da die Aktivitdt von
D. reticulatus bei steigenden Temperaturen zundchst bis zu einem Maximum bei 14 °C ansteigt und erst bei
weiter steigenden Temperaturen abfillt (KOHN et al. 2019). Ahnliche Beobachtungen bei /. ricinus wurden
beschrieben, laut denen die hochsten Aktivitdten bei allen Stadien in einem Temperaturintervall von 10— 15 °C
festgestellt werden konnte und danach abfielen (DANIEL et al. 2015). Da der Zusammenhang mit der
Temperatur nicht den Fokus der hier présentierten Studie darstellen sollte, sondern nur eine Ergdnzung
darstellte, wurde auf genauere Analysen zum Temperaturoptimum der beiden Zeckenarten hier verzichtet.

Darum kann diesbeziiglich keine Aussage zur Vergleichbarkeit getroffen werden.

Die relative Luftfeuchte zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitit der einzelnen Lebensstadien
oder Zeckenarten. Dieser fehlende Einfluss der relativen Luftfeuchte wurde bereits fiir D. reticulatus
(BARTOSIK et al. 2011, BUCZEK et al. 2014) sowie fiir /. ricinus, teils spezifisch fiir bestimmte Habitate
(MEJLON 1997), beschrieben (PERRET et al. 2000). Andere Studien beschreiben eine zumeist positive
Korrelation (SCHULZ et al. 2014) beziehungsweise eine negative Korrelation zum durchschnittlichen
Sattigungsdefizit, das aus der relativen Luftfeuchte und der Temperatur errechnet wird (PERRET et al. 2000).
D. reticulatus gilt als sehr trockentolerante Zeckenart, da ihr Integument eine geringe Transpirationsrate hat
und ihr ermoglicht, auch unter sehr trockenen Bedingungen nach Wirten zu suchen (KOHN et al. 2019,
MEYER-KONIG et al. 2001). Die in der dieser Dissertation zugrundeliegenden Studie lokal im Habitat
gemessenen Luftfeuchtigkeiten von 80 % oder weniger stehen in Kontrast zur Literatur, in der berichtet wird,
dass Luftfeuchtigkeiten von iiber 80 % zwingend notwendig seien, um das Uberleben von /. ricinus zu sichern

(STANEK 2005). Dies kann damit erklart werden, dass die Daten dieser Studie zwar in Bodennidhe gemessen
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wurden, jedoch nicht direkt in der bodenbedeckenden Vegetation oder Laubstreu, da das verwendete
Thermohygrometer fiir solche Messungen nicht geeignet war. Es konnte in einer anderen Studie bewiesen
werden, dass die relative Luftfeuchte direkt in der Laubstreu deutlich hoher ist als in der Hohe von 50
Zentimetern iiber dem Boden. Die in der Studie lokal gemessenen Daten unterscheiden sich ebenfalls noch
einmal deutlich von Daten, die von offiziellen Wetterstationen gemessen werden (BOEHNKE et al. 2017). Da
es keine kommerziell verfiigbaren Sensoren gibt, die flir die Messung der relativen Luftfeuchtigkeit in der
Laubstreu geeignet sind, erfordern diese Messungen jedoch stets die Konstruktion einer eigenen Messeinheit
wie durch BOEHNKE et al. (2017) beschrieben. Diese Methode ist darum nicht in jedem Fall durchfiihrbar
und die Messung mit kommerziellen Thermohygrometern in Bodenndhe erscheint als passable, wenn auch

nicht optimale, Alternative.

In Studien mit statistischer Modellierung der Daten ist beschrieben, dass sich meteorologische Faktoren wie
Luftfeuchte, Temperatur und Niederschlag erst mit Zeitverzogerung auf die Aktivitdt von 1. ricinus auswirken,
was den fehlenden direkten Einfluss der relativen Luftfeuchte in unserer Studie erklaren konnte (WONGNAK
et al. 2022, JUNG KIJZAR et al. 2019, BRUGGER et al. 2017, VOLLACK et al. 2017). Mathematische
Vorhersagemodelle, die grole Mengen an Daten analysieren konnen, erscheinen zur Aufklarung der Faktoren,
die Zeckenaktivitdt beeinflussen, gut geeignet und werden vermutlich in der Zukunft zuverldssige Aussagen
iiber zu erwartende Zeckenaktivitéten treffen konnen. Vermutlich haben die Zusammenhénge aus Makro- und
Mikroklima, Vegetation, Verfligbarkeit von Wirten und Lage des analysierten Habitats derart verwobene und
komplexe Einfliisse auf die Aktivitdt von Zecken, dass eine allgemeingiiltige Vorhersage der Wirtsuchaktivitét
vermutlich nicht oder nur unter Zuhilfenahme von computergesteuerten Modellen méglich sein wird. Dies
wird durch die oben aufgefiihrten widerspriichlichen Forschungsergebnisse beziiglich des Einflusses von
relativer Luftfeuchtigkeit und Temperatur illustriert. Der hier verwendete Ansatz mit Analyse von einzelnen
Daten, die beim Zeckenflaggen lokal erhoben werden, erscheint darum nur limitiert aussagekraftig und Trends
konnen vermutlich nicht als allgemeingiiltig extrapoliert werden. Zudem muss unterschieden werden, dass
oben genannte Faktoren sowohl die kurzzeitige Aktivitidt der Zecken als auch die Zeckenzahlen in einem
Gebiet beeinflussen. Es ist aber ausgesprochen schwer, diese beiden Variablen unabhéngig voneinander zu
analysieren, da iiber Flaggstudien jeweils nur der aktive Teil der Gesamtzeckenzahl, der auf Wirtssuche ist,
quantifiziert werden kann, nicht jedoch der zwar vorhandene, aber nicht aktive Anteil der Population, der sich
beispielsweise in der Laubstreu aufhélt. Darum kann nicht unterschieden werden, ob ein Habitat von einer
groBeren Zeckenzahl bewohnt wird als ein anderes, oder ob zum Flaggzeitpunkt einfach nur ein groBerer Anteil
der Gesamtpopulation aktiv auf Wirtssuche ist. Zudem kann nicht beurteilt werden, wie gro3 der Anteil der

Population ist, der durch erfolgreiches Anheften an einen Wirt aus der wirtssuchenden Gruppe entfernt wurde.

Obwohl es zahlreiche Studien {iber den FEinfluss verschiedener o©kologischer Faktoren auf das
Wirtssuchverhalten von Zecken gibt, sind die genauen Wechselwirkungen immer noch unklar. Des Weiteren
werden immer wieder Beobachtungen getitigt, die die bisher als gefestigt angesehenen Auffassungen in Frage
stellen. So werden beispielsweise immature Stadien von D. reticulatus in einer Vielzahl von Studien als

nestassoziiert bezeichnet. Allerdings konnte in der Literaturrecherche keine Studie aufgefunden werden, die
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diese Stadien tatsdchlich in den Nestern nachweisen konnte. Das heiflit die Annahme, dass sie sich in
Nagetierbauten authalten, fulit alleine darauf, dass sie festgesogen auf Nagern, nicht aber in gréofleren Mengen
wirtssuchend auf der Vegetation oder der bodenbedeckenden Laubstreu bei Flagg- oder Drag-Studien
aufgefunden werden konnen. In der hier vorliegenden Stude ist dieser Nachweis mittels der Flaggmethode
aber gelungen, was beweist, dass sie sich zumindest unter bestimmten Bedingungen durchaus auf der
Vegetation oder auf der Laubstreu aufhalten. Es konnten groB3ere Zahlen von Larven und einzelne Nymphen
in zwei verschiedenen Jahren und an zwei verschiedenen Standorten gesammelt werden. In der Literatur wurde
bisher nur das Vorkommen einzelner Exemplare auf der Vegetation beschrieben (THARME 1993) oder die
Studien verbleiben unklar iiber die genauen Zahlen, Methoden und Umstéinde (MARTELLO et al. 2013). Das
Zeitfenster, in dem Larven und Nymphen von D. reticulatus bisher auf Nagern aufgefunden werden konnten,
liegt im Hochsommer und damit genau in der Aktivitatspause der adulten Stadien (NOSEK 1972, THARME
1993, PFAFFLE et al. 2015). Auch in dieser Studie konnten die Larven und Nymphen in genau diesem

Zeitfenster gefunden werden.

Uberraschenderweise wurden in der hier vorgestellten Studie die meisten Larven und die einzigen Nymphen
am Standort EW geflaggt. Dieser hatte deutlich geringere Zahlen von adulten D. reticulatus als der Standort
WR. Ein mdéglicher Grund fiir diese Diskrepanz kdnnte die bereits in der Einleitung erwéhnte unterschiedliche
Wirtspriferenz von adulten und juvenilen Stadien sein. Da Weibchen bis zu 11 Tage an einem Wirt saugen
(NOSEK 1972) und Wildschweine in durch den Menschen beeinflussten Okosystemen Reviere von
4.01 £ 0.2 km? bewohnen (FATTEBERT et al. 2017), konnten die Weibchen beispielsweise an Wildschweinen
festgesogen zwischen den Standorten transportiert worden sein. Am Standort EW konnten keine Spuren von
Nageraktivitdt wie beispielsweise Bauten oder Sichtungen der Tiere festgestellt werden. Darum erscheint es
moglich, dass die Larven, die sich aus den Eiern der an diesem Standort vom Wirt abgefallenen Weibchen
entwickelt haben, keine geeigneten Kleinnager als Wirtstiere auffinden konnten. Dadurch waren sie iiber
lingere Zeitriume als in anderen Okosystemen auf der Oberfliche der Laubschicht aktiv und konnten mittels

der Flagg-Methode von dieser abgesammelt werden.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen die Wichtigkeit, alle geflaggten Larven mikroskopisch oder
molekularbiologisch zu identifizieren. Nur so kann gezeigt werden, dass auch Larven von Spezies, die als
nestassoziiert gelten, unter bestimmten Umstinden geflaggt werden konnen. Allerdings sind weitere
Untersuchungen notig, um zu ermitteln, ob das Flaggen von D. reticulatus nur ein zufilliges seltenes Ereignis
ist, oder ob es zum richtigen Zeitpunkt und an geeigneten Habitaten moglich ist, sie regelméfig von der
Vegetation zu sammeln. Da zahlreiche Studien die Aktivitdt von D. reticulatus-Adulten erforscht haben, aber
keine immaturen Stadien finden konnten, erscheint es mdglich, dass diese Ereignisse selten und an bestimmte
Umstédnde oder Habitate gebunden sind. Darum koénnten systematische Studien zur Suche von juvenilen
Stadien von D. reticulatus frustrierend sein, das Phanomen bedarf jedoch weiterer Aufkldrung. Besonders
wichtig ist die Klarung der Frage, wo und wie genau D. reticulatus-Larven und -Nymphen auf ihren Wirt
treffen, da wie bereits oben erwihnt Berichte {iber das Flaggen dieser Stadien rar sind, aber auch keine Studien

existieren, die die nestassoziierte Lebensweise bestitigen.

35



Da in einer sichsischen Studie nur wenige Kilometer von den in der hier vorgestellten Studie untersuchten
Standorten hohe Privalenzen von Rickettsien in Adulten und Nymphen von D. reticulatus nachgewiesen
werden konnten (GALFSKY et al. 2019) und Rickettsia raoultii in D. reticulatus-Zecken hohe transovarielle
Ubertragungsraten zeigt, erschien der Nachweis von Rickettsien auch in den in dieser Studie untersuchten
Individuen wahrscheinlich. Dies hat sich bewahrheitet. Bei einem Nachweis von Rickettsien in Zecken gilt es
immer zu bedenken, dass manche Rickettsien-Spezies keine Pathogene sind, sondern eine endosymbiontische
Lebensweise in der Zecke aufweisen (PAROLA et al. 2013). Dies konnte in der hier vorgestellten Studie
jedoch ausgeschlossen werden, da eine Sequenzierung durchgefiihrt wurde. Diese bestétigt, dass in der Tat
R. raoultii, eine pathogene Rickettsienart, nachgewiesen wurde. Der Nachweis von R. raoultii in im Feld
gesammelten D. reticulatus-Larven mit einer hohen minimalen Infektionsrate bestdtigt die im Labor
nachgewiesene transovarielle Ubertragung dieser Rickettsien-Spezies in D. reticulatus-Zecken (ALBERDI et
al. 2012). Da R. raoultii in Larven nachgewiesen wurde, die an verschiedenen Versuchsflachen (und innerhalb
der Versuchsfldchen an verschiedenen Flaggstrecken), zu unterschiedlichen Zeiten und Daten geflaggt worden
waren, erscheint es sehr unwahrscheinlich, dass die Larven von einem einzigen infizierten Weibchen
abstammen. In einer in Ruménien durchgefiihrten Studie wurden durch Sequenzierung des 23S-ribosomalen
Gens zwei verschiedene Genotypen von R. raoultii gefunden. Sie unterschieden sich durch eine 60 bp-
Insertion / Deletion (ANDERSSON et al. 2017). Da in der hier vorgestellten Studie eine andere Methodologie
verwendet wurde, ist eine Aussage iiber das Vorkommen dieser beiden Genotypen im vorliegenden

Untersuchungsgebiet nicht moglich.

Die transovarielle Ubertragung von Babesia canis in D. reticulatus wurde in Laborversuchen nachgewiesen
(MIERZEJEWSKA et al. 2018). Sowohl in der aktuellen Studie als auch in fritheren Untersuchungen, die in
der Néhe der hier untersuchten Gebiete durchgefiihrt wurden, konnte Babesia spp. in juvenilen Stadien von
D. reticulatus (ungesogen und an Nagetieren angeheftet) nicht nachgewiesen werden; sie wurden bisher nur
in adulten D. reticulatus mit einer eher geringen Prédvalenz von 3,8 % gefunden (OBIEGALA et al. 2015,
GALFSKY et al. 2019). Dies steht im Einklang mit Ergebnissen aus Ostlichen Gebieten Polens, wo Babesia
spp. ebenfalls mit einer niedrigen Prévalenz (2,7 %) bei wirtssuchenden, adulten D. reticulatus nachgewiesen

wurden (WOJCIK-FATLA et al. 2015).

Bartonellen und Neoehrlichia mikurensis konnte in der dieser Dissertation zugrunde liegenden Studie nicht in
den juvenilen Zeckenstadien von D. reticulatus nachgewiesen werden. In einer vorangegangenen Studie in
dhnlichen Gebieten im Leipziger Stiden zeigten sich fiir Bartonella spp. in gesogenen juvenilen D. reticulatus
Privalenzen von 40 (Larven) bzw. 35,3% (Nymphen). Neoehrlichia mikurensis konnte in gesogenen Larven
nicht nachgewiesen werden, in gesogenen Nymphen mit einer Prévalenz von 9,8%. In wirtssuchenden Adulten
konnten beide Pathogene jedoch nicht nachgewiesen werden (GALFSKY et al. 2019). Es erscheint darum
moglich, dass diese beiden Erreger bei einer Blutmahlzeit von D. reticulatus voriibergehend aufgenommen
werden, es jedoch nicht zu einer dauerhaften Infektion kommt. Diese Hypothese wird zumindest fiir Bartonella
spp. von einer Studie durch DWUZNIK et al. (2019) untermauert. Dies steht im Einklang mit anderen Studien,

die diese Erreger in wirtssuchenden adulten D. reticulatus nicht nachweisen konnten (RICHTER et al. 2012,
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GROCHOWSKA et al. 2022). Soweit aus der Literaturrecherche ersichtlich, wurden Privalenzen von
zeckeniibertragenen Pathogenen in ungesogenen juvenilen D. reticulatus noch nie in einer vorangegangenen

wissenschaftlichen Studie untersucht.
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6. Zusammenfassung

Hannah Schmuck

Studien zum Einfluss ausgewéhlter 6kologischer Faktoren auf das Wirtssuchverhalten der Zeckenarten Ixodes
ricinus und Dermacentor reticulatus sowie zur Privalenz verschiedener zeckeniibertragener Pathogene in

subadulten Stadien von Dermacentor reticulatus

Institut fiir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen der Veterindrmedizinischen Fakultit der Universitit

Leipzig
Eingereicht im Mai 2023
41 Seiten, 12 Abbildungen, 14 Tabellen, 155 Literaturangaben, 2 Anhénge

Schliisselworter: Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus, juvenile Stadien, Rickettsia raoultii, Babesia spp.,

Neoehrlichia mikurensis, Bartonella spp.

Einleitung: Zecken sind wichtige Ubertriiger von Pathogenen auf Menschen und Tiere und spielen eine
essenzielle Rolle im Infektionsgeschehen verschiedener Zoonosen. Um diese Infektionszyklen zu verstehen,
ist es wichtig, das Wirtssuchverhalten der in Deutschland héufigsten Zeckenarten Ixodes ricinus und
Dermacentor reticulatus und die Einfliisse von Umweltbedingungen darauf zu kennen. Bei D. reticulatus
existieren zwar Studien zum Verhalten und zu Prdvalenzen von Pathogenen in erwachsenen oder gesogenen

juvenilen Stadien, jedoch ist das Wissen iiber wirtssuchende juvenile Stadien sehr begrenzt.

Ziele dieser Studie waren: (i) Den Einfluss von Temperatur, relativer Luftfeuchte, Tageszeit und
Lichtverhéltnissen auf die Wirtssuchaktivitdt von . ricinus und D. reticulatus zu untersuchen; (ii) Zu
ergriinden, ob juvenile Stadien von D. reticulatus durch die Flaggmethode gesammelt werden konnen und (iii)
diese juvenilen Stadien auf das Vorhandensein von Rickettsia raoultii, Babesia spp., Neoehrlichia mikurensis

und Bartonella spp. zu testen.

Tiere, Material und Methoden: An drei verschiedenen Standorten (Am Bach ,,AB*, Eichenwald ,,EW* und
Wegrand ,,WR*) im Siiden Leipzigs wurden einmal monatlich zu sechs verschiedenen Uhrzeiten mittels
Flaggmethode Zecken von der Vegetation abgesammelt. Die Temperatur und relative Luftfeuchte wenige
Zentimeter {iber dem Boden an der Versuchsfliache sowie die Uhrzeit und die Lichtverhéltnisse des jeweiligen
Versuchsintervalles wurden aufgezeichnet. Die Stadien und Geschlechter der Zecken wurden mikroskopisch
mittels morphologischer Merkmale ermittelt. DNA wurde aus den juvenilen Stadien von D. reticulatus
extrahiert und sowohl auf das Vorhandensein der oben genannten Pathogene untersucht als auch genetisch auf
die Zugehorigkeit zur Spezies D. reticulatus tiberpriift. Die Larven wurden zur molekularbiologischen Analyse
gepoolt, die Erregerprivalenz in ihnen ist darum als minimale Infektionsrate angegeben. Die statistische
Analyse erfolgte mit IBM® SPSS Statistics 25. Die Vergleiche der Anzahl der Zecken pro 100 m? erfolgte
mittels Kruskal-Wallis-Test. Wenn dieser signifikante Unterschiede (p<0,05) ergab, folgte ein direkter

paarweiser Vergleich. Die Signifikanz wird nach der Bonferroni-Korrektur angegeben. Zur Analyse des
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Einflusses von Temperatur und Luftfeuchtigkeit auf die Zeckenaktivitit wurde der Pearson-

Korrelationskoeffizient verwendet.

Ergebnisse: Insgesamt wurden 1.815 Zecken in 16 Monaten von der bodenbedeckenden Schicht gesammelt.
Davon waren bei I ricinus 144 Individuen weiblich, 135 ménnlich, 1107 Nymphen und 232 Larven.
D. reticulatus schliisselte sich in 102 Weibchen, 46 Ménnchen, 2 Nymphen und 47 Larven auf. Die Aktivitit
zu verschiedenen Zeitintervallen zeigte nur in Einzelfallen signifikante Unterschiede. Bei Vergleich der
Aktivitit zu verschiedenen Lichtverhdltnissen (hell, dunkel, ddimmerig) zeigen sich bei D. reticulatus keine
signifikanten Unterschiede. Bei /. ricinus lagen teils signifikante Unterschiede bei verschiedenen Stadien und
Lichtverhéltnissen vor, ein klares Muster war jedoch nicht erkennbar. Beim Vergleich der durchschnittlichen
Zahlen von [. ricinus zu den verschiedenen Lichtverhéltnissen jedoch zeigt sich ein Trend zu hoherer Aktivitat
von allen Stadien von /. ricinus wahrend der Dammerung. Eine positive Korrelation zwischen Temperatur und
Anzahl von [ ricinus-Nymphen sowie eine negative Korrelation zwischen Temperatur und Anzahl von
D. reticulatus wurde festgestellt. Es bestand keine Korrelation zwischen Zeckenzahlen und relativer
Luftfeuchtigkeit. Die oben erwéhnten juvenilen Stadien von D. reticulatus konnten im Juni 2018 sowie Juni
und Juli 2019 an den Standorten EW und WR (Larven) sowie einmalig im Juli 2019 (Nymphen) auf
Versuchsfliche EW mittels Flaggmethode gesammelt werden. Die morphologische Identifikation als juvenile
Stadien von D. reticulatus konnte eindeutig mittels PCR bestatigt werden. In der Untersuchung auf Pathogene
lag eine Mindestinfektionsrate der Larven von 42,2 % mit Rickettsia raoultii vor; nur eine der Nymphen wurde

untersucht und war ebenfalls positiv. Die anderen untersuchten Erreger konnten nicht nachgewiesen werden.

Schlussfolgerungen: Die Tageszeit scheint fiir die Aktivitit von I ricinus und D. reticulatus nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Die Lichtverhéltnisse scheinen jedoch zumindest bei /. ricinus einen gewissen
Einfluss zu haben, insbesondere hinsichtlich einer erhdhten Aktivitdt in der Dammerung. Hier sollten weitere
Studien mit groBeren Zeckenzahlen folgen, um mehr signifikante Ergebnisse zu erlangen. Die relative
Luftfeuchte beeinflusste die Aktivitét der Zecken nicht, ein Einfluss der Temperatur besteht jedoch. Es konnte
zudem bewiesen werden, dass im richtigen Zeitfenster tatsdchlich juvenilen Stadien von D. reticulatus in der
Vegetation oder auf dem Untergrund gesammelt werden konnen. Weitere Untersuchungen miissen jedoch
zeigen, ob das Sammeln der Jungtiere von D. reticulatus mittels Flaggmethode an bestimmte
Witterungsbedingungen oder an ein kleines Zeitfenster der Aktivitit dieser Lebensstadien gebunden ist, oder
ob das Auftreten dieser Stadien mit dem Habitat und spezifischen 6kologischen Bedingungen zusammenhéngt.
Diese Informationen sind nicht nur wichtig fiir das Wissen iiber die Okologie von D. reticulatus, sondern auch
fiir ein besseres Verstidndnis der Infektionszyklen von zeckeniibertragenen Krankheiten. Der Nachweis von
Rickettsia raoultii in mittels Flaggmethode gesammelten D. reticulatus-Larven deutet darauf hin, dass die
transovarielle Ubertragung ein effizienter Weg und modglicherweise sogar essenziell zur Aufrechterhaltung des

Infektionszyklus dieses Erregers sein konnte.
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Introduction: Ticks are important vectors of pathogens for humans and animals and play an essential role in
the infection cycle of several zoonotic diseases. To understand these infection cycles, it is important to know
the host-seeking behavior of the most common tick species in Germany, Ixodes ricinus and Dermacentor
reticulatus, and the influence of environmental conditions on them. For D. reticulatus, studies on behavior and
prevalences of pathogens in adult or engorged juvenile stages exist, but knowledge on host-seeking juvenile

stages is very limited.

The objectives of this study were: (i) To investigate the influence of temperature, relative humidity, time of
day, and light conditions on host-seeking activity of 1. ricinus and D. reticulatus; (ii) To determine if juvenile
stages of D. reticulatus can be collected by the flagging method; and (iii) To test these juvenile stages for the

presence of Rickettsia raoultii, Babesia spp., Neoehrlichia mikurensis, and Bartonella spp.

Animals, material and methods: Ticks were collected from vegetation at three different sites (riparian forest
“AB”, oak plantation “EW” and wayside “WR?”) in the south of Leipzig once a month at six different times
using the flag method. The temperature and relative humidity a few centimeters above the ground at the
experimental site as well as the time and light conditions of each flagging interval were recorded. The stages
and sex of the ticks were determined microscopically using morphological keys. DNA was extracted from the
juvenile stages of D. reticulatus and examined for the presence of the above-mentioned pathogens as well as
genetically tested to verify that they are indeed D. reticulatus ticks. The larvae were pooled for molecular
biological analysis, and the pathogen prevalence in them is therefore expressed as the minimal infection rate.
Statistical analysis was performed using IBM® SPSS Statistics 25, and comparisons of the number of ticks
per 100 m? were made using the Kruskal-Wallis test; if this revealed significant differences, a direct pairwise
comparison followed. Significance is indicated after Bonferroni correction. Pearson‘s correlation coefficient

was used to analyse the effect of temperature and humidity on tick activity.

40



Results: A total of 1,815 ticks were collected from the ground-covering layer over 16 months. The group of
L ricinus consisted of 144 females, 135 males, 1107 nymphs, and 232 larvae. The group of D. reticulatus
consisted of 102 females, 46 males, 2 nymphs, and 47 larvae. Activity at different time intervals showed
significant differences only in isolated cases. Comparison of activity at different light conditions (light, dark,
twilight) showed no significant differences for D. reticulatus. For I ricinus, significant differences were
present in some cases at different stages and light conditions, but a clear pattern was not evident. However,
when comparing the average numbers of I. ricinus at the different light conditions, a trend toward higher
activity from all stages of /. ricinus during twilight was evident. A positive correlation between temperature
and numbers of /. ricinus nymphs and a negative correlation between temperature and numbers of
D. reticulatus were observed. There was no correlation between tick numbers and relative humidity. The
above-mentioned juvenile stages of D. reticulatus could be collected in June 2018 and June and July 2019 at
sites EW and WR (larvae) and once in July 2019 (nymphs) at site EW via flagging method. Morphological
identification as juvenile stages of D. reticulatus could be clearly confirmed by PCR. In the examination for
pathogens, a minimum infection rate of larvae of 42.2 % with Rickettsia raoultii was found; only one of the

nymphs was examined and also showed positive results. The other examined pathogens could not be detected.

Conclusions: Time of day appears to play only a minor role in the activity of I ricinus and D. reticulatus.
However, light conditions seem to have some influence, at least for I ricinus, especially with regard to
increased activity during twilight. Further studies with larger numbers of ticks should follow to obtain more
significant results. Relative humidity did not influence the activity of the ticks, but there is an influence of
temperature. It was also proven that in the right time window juvenile stages of D. reticulatus can indeed be
collected in vegetation or on the substrate. However, further research is needed to determine whether the
collection of D. reticulatus juveniles via flagging is tied to specific weather conditions or to a small window
of activity of these life stages, or whether the occurrence of these stages is related to habitat and specific
ecological conditions. This information is important not only to obtain more information about the ecology of
D. reticulatus, but also for a better understanding of infection cycles of tick-borne diseases. The detection of
Rickettsia raoultii in D. reticulatus larvae collected by the flagging method suggests that transovarial
transmission may be an efficient pathway and possibly even essential for maintaining the infection cycle of

this pathogen.
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12. Anhang

12.1 PCR-Protokolle zum Nachweis von Babesia spp., Bartonella spp., Neoehrlichia
mikurensis und Rickettsia spp.

Tabelle 5: Reagenzienmix zum Nachweis von Babesia spp. mittels konventioneller PCR

Reagenzien pl/Reaktion
Primer BJ1 2,5
Primer BN2 2,5
HotStar Tag DNA Mastermix 12,5
Molekularbiologisch reines Wasser 4,5
Probe 3
Gesamtvolumen 25

Tabelle 6: Thermoprofil der PCR zum Nachweis von Babesia spp.
PCR-Schritt Zeit Temperatur (in °C) Wiederholungen
Aktivierung 15 min. 95 -
Denaturierung 30 sek. 94 40
Annealing 30 sek. 58 40
Elongation 40 sek. 72 40
Finale Elongation 5 min. 72 -

Tabelle 7: Reagenzienmix zum Nachweis von Bartonella spp mittels konventioneller PCR.

Reagenzien ul/Reaktion
Primer Ba325s 1
Primer Bal100as 1
HotStar Tag DNA Mastermix 12,5
Molekularbiologisch reines Wasser 7,5
Probe 3
Gesamtvolumen 25

Tabelle 8: Thermoprofil der PCR zum Nachweis von Bartonella spp.
PCR-Schritt Zeit Temperatur (in °C) Wiederholungen
Aktivierung 15 min. 95 -
Denaturierung 30 sek. 94 40
Annealing 30 sek. 66 40
Elongation 50 sek. 72 40
Finale Elongation 5 min. 72 -
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Tabelle 9: Reagenzienmix zum Nachweis von N. mikurensis mittels Real-Time PCR

Reagenzien pl/Reaktion
LC DNA Master Hybridization Probes 2
Molekularbiologisch reines Wasser 8,6
NMikGroEL-F2 1,6
NMikGroEL-rev1 0,8
NMikGroEL-rev2 0,8
NMikGroEL-P2a 0,4

MgCl, 2,8

Probe 3
Gesamtvolumen 20

Tabelle 10: Thermoprofil zum Nachweis von N. mikurensis

PCR-Schritt Zeit Temperatur (in °C) Wiederholungen
Aktivierung 10 min. 95 -

Denaturierung 25 sek. 95 45

Annealing 30 sek. 60 45

Elongation 30 sek. 72 45

Tabelle 11: Reagenzienmix zum Nachweis von Rickettsia spp mittels Real-Time PCR

Reagenzien ul/Reaktion
LC DNA Master Hybridization Probes 2
Molekularbiologisch reines Wasser 11,25

Pan Rick gltA 2 for 1,25

Pan Rick gltA 2 rev 1,25

Pan Rick gltA 3 taq 0,25

MgCh 4

Probe 5
Gesamtvolumen 25

Tabelle 12: Thermoprofil zum Nachweis von Rickettsia spp.

PCR-Schritt Zeit Temperatur (in °C) Wiederholungen
Aktivierung 10 min. 95 -

Denaturierung 25 sek. 95 45

Annealing 30 sek. 55 45

Elongation 30 sek. 72 45

Tabelle 13: Reagenzienmix zum Nachweis des OmbP-Gens fiir die Bestimmung von Rickettsia spp. mittels konventioneller PCR

Reagenzien ul/Reaktion
Primer 120-2788 1,25

Primer 120-3599 1,25
MgSO, 2

Puffer 2,5

dNTPs 0,5
Invitrogen Platinum Taq 0,1
Molekularbiologisch reines Wasser 14,9

Probe 2,5
Gesamtvolumen 25

Tabelle 14: Thermoprofil zum Nachweis des OmbP-Gens fiir die Bestimmung von Rickettsia spp. mittels konventioneller PCR

PCR-Schritt Zeit Temperatur (in °C) Wiederholungen
Aktivierung 3 min. 94 -

Denaturierung 30 sek. 95 40

Annealing 30 sek. 50 40

Elongation 1,5 min. 68 40

Finale Elongation 7 min. 68 -

54



12.2 Publikation
Teilergebnisse dieser Dissertationsschrift wurden bereits in ,,Ticks and Tick borne Diseases® 2020 vorab wie
folgt publiziert:
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