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Einleitung

1 Einleitung

Coxiella burnetiiist ein obligat intrazellularesinbeweglichesnd gramnegativeBakterium
welches eine geringe Grol3e besitmmgepassaneine Replikation unter den sauerstoffarmen
und sauren Bedingungeles Phagolysosonssellt C. burnetii einenErreger dar, deiibereine
ausgepragte Widerstandsfahigkeit gagmrUmwelteinflissa verfugt(SCHLIESSER 1991)
Von grol3er Relevanz istieses Bakterium als Erreger der Krankli@Fieber, die, erstmalig
1935in AustraliendokumentiertalsmeldepflichtigeZoonoseein breites Spektrum arierar-
ten sowie den Menschen betreffen kADERRICK 1937, MAURIN und RAOULT 1999)Das
Hauptreservoir fur die humane Infektion m@itburnetii stellen domestizierte Wiederkauer dar.
Mit derenMilch, dem Urinundinsbesondere wéhrend des Geburtsprozessder Erreger
in grof3en Mengeimn die Umwelt freigesetziARRICAU-BOUVERY et al. 2003)Die Infek-
tion findet vorwiegend Uber die aerogene Walime vorkontaminierterAerosolen statt, sodass
Q-Fieberzumeistein Risiko fur tiernah arbeitend@ersonenbeispielsweisdir Landwirte,
Tierarzte und Schafscherelarstelltf(KARKI et al. 2015,GROTEN et al. 2020)

Neben der primaren aerogenen Infektimute werden alternative Ubertragungswege disku-
tiert, u.a. eine mogliche Infektion durch Vektoren wtabeiim Besondererurch Zecken.
Diese sind innerhalb Europaslie bedeutenden Vektoren von Infektionserkrankungen fur
Mensch und TierAls obligat hdnatophage Parasiten sind sie ubiquitar verbreitet und tberwie-
gend wirtsunspezifch. Die wchtigste Zeckenspezies in Mitteleuropa ist der Gemeine Holz-
bock, Ixodesricinus, gefolgt vonden BuntzeckenarteDermacento reticulatus und Der-
macentomarginatusRUBEL et al. 2014)

Eine derErstisolierungemwon C. burnetiigelangin den USAaus einer Zecke der Spezl@er-
macentorandersoniidurchDAVIS und COX (1938)In anschliel3endeBtudien wurdeC. bur-
netii mithilfe experimentelleinfektionenvon Kleinsdugermnd Nachweis mittel$=arbetech-
nikenin mehreren Zeckenspezies nachgewiesehim Zuge desseazinzelna Arten eine Vek-
torkompetenzdescheinig(SMITH 1940, SMITH1941, SMITH 1942PHILIP 1948) LIE-
BISCH (1977) vermutetiir die Schafzeck®. marginatuseine besondere Rolle in der Uber-
tragung von QFieber DieseAuffassung beruhdufder Grundlage der raumlichen Korrelation
desvermehrterAuftretens von GFieberFallen und diesefeckenpezies

Die Relevanz der Zecke als Ubertrager veRi€ber wirdjedochdurch die neuere Literatim
Frage gestelltTrotz regelmafiger molekularer Nachweise rburnetirDNA in Zecken
existieren keine gesicherten Berichte tGiber die Infektion von Menschen durch eineAdmtke

im Rahmen von €FieberAusbrichen konntden Arthropodemisherkeine Beteiligungn der
1
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Verbreitung der Erkrankungachgewiesen werd¢S8PRONG et al. 2012Yuden sind Zecken

selbst Wirte eines diversen Mikrobioms, welches unter anderem auch Endosymbionten der Gat-
tungCoxiellaenthalt(ZHONG 2012, MACHADQGFERREIA et al. 2016)Diese sind weit ver-

breitet und eng miC. burnetii verwandt. Durckeine hohe genetisch&eichheitkommt es zu
Uberschneidungen in typischerweise zmnolekularerNachweis vorC. burnetii verwendeten
Zielgenen DURON 2015, JOURDAINet al. 201%. Dadurchentstand die Hypothese, dass-

grund von Fehlinterpretationen von PERjebnissewlie Pravalenz vonC. burnetiiin Zecken

und damit dererRolle in der Ubertragung vo@-Fieberuberbewertewvird (DURON et al.

201%).

In den in Deutschland vorrangig vorkommenden Zeckenspeziete zwar bereitsvereinzelt
C. burnetii mit molekularen Methoden nachgewieseme Vektorkompetenfiir den Erreger
wurde in bisherigen Studien jedoch nicht unter Laborbedingungen darge3téNIG et al.
2004, HILDEBRANDT et al. 2011)

Die vorliegende Dissertationsschrift behandelt die Véktmpetenz europaischer Zeckenspe-
zies. Zunéchst wuradennerhalb einer Literaturstudi®aten Ubedas Vorkommen vog. bur-

netii in europaischen Zeckesystematisch zusammengetrager in Abh&ngigkeit verschie-
dener Faktoreru.a.Detektions und Sammelmethe, Land und Zeckenspeziasalysiert Im
Weiterenwurde mithilfe eines artifiziellenmembranbasierteRutterungssystems untersucht,
inwieweit Zecken dein Deutschland beheimatetémten|. ricinus undD. marginatusden Er-
regerC. burnetii aus demBlut aufnehmerund ausscheiden. Zudem wurde die transstadiale
Ubertragung vorC. burnetii von infizierten Nymphen zu Adultester Spezies ricinus getes-

tet Fortfuhrend wurden auch diese transstadial infizierten Weilmlitesterilem Blutgefuttert,

um deren Ausscheidungsprodukigf C. burnetii zu untersucheundferna mittels Detektion

im Blut eine mogliche Ubertragung mit dem Zecketszu tiberpriifen
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2 Literaturibersicht
2.1 Coxiella burnetii
2.11  Historischer Ursprung und taxonomische Einordnung

Die ersterbekannten Infektionen mitoxiellaburnetiiwurden 1935 in Australien bei Schlacht-
hofmitarbeitern bechrieberund aufgrund der zunachst unklaren Herkunft der fiebrigen Symp-
tomatik vom Pathologen Edward HolbroBEERRICK (1937)a | s A q u & Begug heb-v e r i
mendauf denfraglichen Ursprungler Symptorai bezeichnetDer ursachliche Erreger konnte

in den anschlieRenden Jahdemch zwei Arbeitsgruppen von Marlane BJRNET und Mavis
FREEMAN (1937)in Australien sowigGordon DAVIS und Herald ReaCOX (1938)in den
USA isoliert werdenDer Erregemwurde zundchst alRRickettsiaburnetii bzw. Rickettsiadia-
porica bezeichnetund ab 1948n Coxiellaburnetiiumbenann{PHILLIP 1948).Nachseiner
Entdeckung wurde der Erregem#chst zuenRickettsialegezéahlt Seit den 90er Jahren wird

er jedochaufgrund der Ergebnisse ausSIRNA-Analysenmit seiner eigenen Familigoxiel-
lacaein die Ordnung dekegionellaleder Klasse Gammaproteobactaraottet, wobeilLegi-
onella spp.die nachsten Verwandten darstel(®¥EISBURG et al. 1989STEIN et al. 199).

2.12 Morphologie und Replikation

C. burnetiiist circa 0,2 0,45um breit und bis 21im lang. Somit istas Bakterium durchilter

mit einer Porengrol3e van2 um filtrierbar, wobei jedoch nur ein Teil der Erreger Filterporen
von <0,7um passiegn kann (BURNET und FREEMAN 193. C. burnetiiist einobligat int-
razellulars undgramnegative Bakterum, das in der duReren Membran eine Schiigapo-
lysaccharié (LPS)besitzt Dieses istler einzige bekannte Virulenzfakteon C. burnetiiund
dient unter anderender Behinderung des Phagozytoseprozegs&sNAVE et al. 2017)Das
LPSkann in zwei verschiedenen Formen auftreten, wobei die Phase | mit einem voll syntheti-
sierten, glatten LPSdehvirulent istund im immunkompetenten Wirt vorkommtéhrend das
LPS der PhaseilErreger unvollstéandig vorhandest. Zur Phasewariation der Coxiellen
kommt esdurchwiederholtes Passagierder Erregein Zellkultur oder embryonierten Hih-
nereiern(STOKER und FISET 1956, HACKSTADT et al. 198%h)ies geht mit einem Verlust
der Virulenz einhefSHANNON et al. 2005)Der Stamm Nine Mile Phase Il I6st ausschliel3lich
in immurinkompetenterWirten Erkrankungssymptome aus und kann dameLabor unter
Bedingungn derbiologischen Schutzstufz gehandhabt werddisAMUEL und HENDRIX
2009,ISLAM et al. 2013)
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Eintrittspforte furC. burnetiiist haufig die Lunge, dabei sind Gberwiegend Alveolarmakropha-
gendie ersten betroffenen Zellen (KHAVKINNd TABIBZADEH 1988). Als einzigem be-
kanntenPathogenst esC. burnetiimdglich, sichunter den sauren Bedingungeémagdysoso-
men-ahnlicherVakuolen zu replizieren. Dabei stediin pH-Wertvon ca.4,5-5,0 die optimale
Bedingung fur den Metabolismus v@nburnetiidar (HACKSTADT und WILLIAMS 1981).
Zunachstwerden die Bakterien passiv in die Zelle aufgenommen. Nach der Fusion des Phago-
soms mit dem Lysosomaltensichdie Erregeanschlie3end ider so gebildeten pasitophoren
Vakuole auchCoxiella-containing vacuoléCCV) genannt, auf (HECHEMY et al. 199G RA-
HAM et al. 20B). In dieser CC\ifferenzierensie sich zu sogenannten Large Cell Variants
(LCV) aus, welche dieeplikative Form der Coxiellen darstellebis 2um grol3 san kdnnen

und einepleomorphe Gestalt aufweisen (COLEMAN et al. 20@¥)schlie3encentwickeln
sich sogenanntdmall Cell VariantSCV), welcheAhnlichkeiten mit Sporeaufweiseneine
hohe Tenazitdbesitzerund daher tGber Monate hlahre in der Umwelt infektios bleiben kon-
nen(MCCAUL und WILLIAMS 1981). DieseéSCV sind stabchenformijgetwa 0,2x 0,45um
grofl3 und zeichnen sich durch ein stark kondensiertes Chromatin aus.

2.1.3 Coxiellaburnetii als Krankheitserreger
2.1.3.1 Epidemiologie

C. burnetiiweist ein grof3es Wirtsspektrum aufd kann in verschiedensten Séaugetieren sowie
Vogeln nachgewiesen werden, wobe meisten menschlichémfektionaufHauswiederkauer
zurtickzufihren sindARRICAU-BOUVERY und RODOLAKIS 2005 ANGELAKIS und
RAOULT 2010. Die aerogene Transmission ist déauptiubertragungswegpn C. burnetii.
Aerosole werden durch kontaminierte Staube gebildet, wobei der Geburtsprozess ein hohes Ri-
siko darstellt daNachgeburt sowie Fruchtwasser gro3e Mengen an Erregermatehalten
kénnen(VAN DEN BROM et al. 2015)Das Eintrocknen dieser Materialien kann begunstigen,
dass andere Tiere oder Menschen infiziert werderch die Witterungsbedingungen, insbe-
sondere Whd, kdnnen einen Eintrag v@h burnetiiin das Umfeld von Tierstéllen begtinstigen
(TISSOT-DUPONT et al. 2004). Weiterhimird C. burnetiiauch tber die Milch ausgeschieden
und stellt deen hitzeresistentesten Erreger dar (HUEBNER und JELLISON 1949) hxliec

in Deutschland vorgeschriebene Pasteurisierweiche den Erreger sicher abtdist, eine
orale Ubertragung jedoahur bei Rohmilchverzehr maoglich urshmit vergleichsweise un-
wahrscheinlich (GALE et al. 2019 seltenen Fallen wir@-Fieber auf ém artifiziellen Wege

Ubertragen, beispielsweise dur@nansfusionenoder Lebendzelltherapien (ROBYN et al.
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2015). Auch die Zecke wird in der Literatur als potenzieller UbertrageCvburnetii ange-

sehen, wie infFolgendemaher ausgefuhrt wirghgl. 2.28.2).

C.burnetii ist, mit Ausnahme von Neuseeland und der Antarktis, weltweit verbreitet
(GREENSLADE et al. 2003PEXARA et al. 2018 Wahrend des zweiten Weltkrieges traten
erste QFieberFalle in Europa aufim Laufe der letzten Halfte des 20. Jahrhens konnte
innerhalb Deutddands eine Zunahme ank)eberFallen beobachtet werden. Zwischen 2007
und 2010 kam es in den Niederlanden zum bisher gréf3ten bekanfiebgpAusbruch welt-
weit, bei welcheniber 4000 Menschen infiziert wurden und die chrcmes Folgen weiterhin
anhalten (MORROY et al. 2016E LANGE et al. 201p
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Anzahl gemeldeter Q-Fieber-Fille
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Abbildung 1: Q-Fieberfélle in Deutschland, erstellt nach Meldedaten des RKI (02.12.2020)
und TSN (29.05.2020).

Der Nachweis vorC. burnetiiim Menschen ist nach Infektionsschutzge meldepflichtig,
ebenso das Auftreten der Coxiellose im Tier nach Verordnung Gber meldepflichtige Tierkrank-
heiten (Abb. 1) (ANON. 2000, ANON. 2011n Deutschland tritt €ieber beim Menschen

am haufigsten wahrend des Frihjahrs und Uber Gesamtdentscidrteilt auf, wobei in Ba-
denWairttemberg leicht hohere Fallzahlen gemeldet werden (RKI 2016). Auffallend ist eine
regelmalige Haufung von Fallen im Rahmen veRi€berAusbrichen, wie zum Beispigh

Jahr 2003 in Soest 0d2005 in Jend.etztererging vordergriindig von infizierten Schafherden
wahrend der Lammung aus. BODEN et al. (2014) kandtbei feststellengass ein Offnen

der Fenster zeiner erhéhten Erkrankungswahrscheinlichkeit fihrte, sofern diese den Herden
zugewandt waren. HELLENBRANEBLt d. (2001) mutmal&n, dass die Ursacherermehrter
Ausbrichein der Verstadterung des landlichen Raums liegen, wodurch bei Tierkenmtakt

hohere Anzahl von Menschen betroffsnh
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2.1.32 Coxiellosen der Tiere

Hauswiederkauer stellen dagchtigste Reservoir fur die menschliche Infektion.d&ne In-

fektion mit C. burnetii verauft bei Schafen, Ziegen und Rindeliberwiegendsymptomlos

Eine Bestandsinfektion wird in Landwirtschaftsbetrielgetegentlichdurch eéne verlangerte
Zwischenkalbezeit und erhéhte Friind Totgeburtenzahl deutlidGACHE et al.2017).In
seltenen Fallen kann eine chronische Endometritis beobachtet werden (DE BIASE et al. 2018).
Weiterhinist C. burnetii eine mogliche Ursachsubkliniscler Mastitiden (BARLOW et al.

2008) Durch den uberwiegend asymptomatischen Verlauf wird eine Ursachensuche haufig erst

betrieben, wenn Menschen an dieser Zoonose erkranken (CUTLER et al. 2007).

2.1.33 Q-Fieber des Menschen

Infizierte Menscherzeigenim akuten Krankheitsfalliberwiegendeine fieberhafte, nippale
Symptomatik, wobei &mpliziertere Krankheitsverlaufe mit Pneumonie oder Hepaiitilser-
gehen konnePANJWANI et al. 2015, JANG et al. 2017). Bei einer Chronifizierbriden

sich uberwiegend Emdarditiden ausdabei stellerPatientermit einer Erkrankung der Herz-
klappeneine Risikogruppe dar (MAURIN und RAOULT 1999). In der Schwangerschaft kann
eine QFieberInfektion das Auftreten von Fehind Totgeburten begtinstigen (NIELSEN et al.
2014).Wahrend die Mortalitat bei akutarerlaufengering ist, konnten KAMPSCHREUR et

al. (2014) inFallenvon chronisch an ieber erkrankten Patient@me Letalitdtvon 13%

innerhalb von funf Jahren nach der Infektrmcthweisen.

2.1.34 Nachweis und Therape

Fur dielabormediziniscibestétigte Diagnose sind serologische Untersuchungen angezeigt. Da-
bei steherverschiedene zugelassene Testsysteme, Uberwiegél€l oder auf ELISAPrin-
zipienbasierend, zur Verfugun@eiterhinkannausOrganmaterial, Milch o@r Genitaltupfern

eine Anzucht der Erreger oder eAntigen-Nachweis mittels PCRvgl. 2.2.8.2)durchgefuhrt
werden. Wahrend die Kultivierungon C. burnetii im letzten Jahrhundert ausschlief3lich in
embryonierten Huhnereieoderspater inZellkultur erfolgen konnte, war durch die Entwick-
lung einesangesauertel€itrat-CysteinrMediums (ACCM) erstmals auch die Isolation von

C. burnetiiin zellfreiem,axenischem Medium moglich (OMSLAND et al. 2008, BODEN et al.
2015).Die Isolation des Erregeist jedoch sehr aufwandig und dadurmohder Routinediag-
nostik nicht gebrauchtih. Therapeutisch lasst sich eineRigberinfektion im akuten Fall er-
folgreich mittels Doxycyclin oder anderen Tetracycline behandeln, in chronischen Fallen ist
jedoch eineartibiotische Behandlungiber mehrere Jahre indizieWAN ROEDEN et al.
2018)
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2.2 Zecken
2.21 Taxonomie

Zecken gehoren zurl&sse der Spinnentie(Arachnidae)wobeidie Milben (Acaridaeyleren
veterinar und humanmedizinisch bedeutstUnterklassedarstellen. Innerhall@eren Ord-
nung der Zeckeras®n sich drei Familien abgrenzeArgasidae(Lederzecken) Ixodidae
(Schildzeckenund Nuttallillidae.

In der vorliegende\rbeit liegt derFokus auf Schildzeckefixodidag welchedie in Europa
bedeutenstenVektoren, insbesondere fiir LyaBorreliose undlie FrihsommeiMeningoen-
zephalitis, darstelleMALARCHER et al. 2015STEERE et al. 20). Diese Familie besteht
ausuber 690 verschedenen Speziesufgeteilt in12 Gattungen(SONENSHINE wnd RCE
2014). In Europa sind die Gattungdrodes Dermacentor Hyalomma Haemaphysalisind
Rhipicephaluserbreitet AuRerlichegemeinsam&igenschaften sind das deutlich ausgepragte
Schild sowie dasm Unterschied zu Lederzeckeostral befindlicheCapitulum(ESTRADA-
PENA 2015. Die meisterin Deutschland vorkommendd&rchildzecken singxophileLauer-
jager und lassen sich durch ihre Wirte von Grasern und Gebusch ab$@&ifev et al.2016)
In den folgenden Abschnittesird insbesondere auf die Eigenschaften derdén experimen-
tellen Teil dieseArbeit relevanten Speziésodesricinus undDermacentomarginatuseinge-

gangen.

2.2.2 Verbreitung und Habitat

In Deutschland idixodes ricinusder Gemeine Holzbock, die am haufigsterbreiteteSchild-
zeckenArt undwird im gesamten Bundesgebiet nachgewiesen (RUBEL et al. 204idinus
kommen in ganz Europa und vereinzelt auch in Nordafrika und dem Nahen Osten vor (AL-
KISHE et al. 2017)Das bevorzugte Habitat Gemeiner Holzbdcked dieuchtwiesen und
Mischwaélder der geméaRigten Klimazone, wo ihre optimale Luftfeuchtigkeit von Ul8ére85

reicht wird (SCHULZ et al. 2014, BOEHNKE et al. 2015). In urbanen Gegenden hingegen sind
Schildzecken deutlich seltener anzutreffen (KUBIAK und DZ@&KS K-RYNKO 2006). Fur

die Wirtssuche entfernen sich die Zecken aarsFeéuchtbereichen und kénnen als Adulte tUber
mehrere Tage eine niedrigere Luftfeuchtigkeit tolerieren (PERRET et al. 2003). Dennoch ist
eine regelméanRige Ruckkehr zu feuchteren Gebidieispielsweise am Waldboden, nétigy u

das Suchverhalten aufrechézbalten (ESTRADAPENA 2015). Die optimale Temperatur fir

die Entwicklung dieser Zeckart liegt zwischen 20 und 2&C. I. ricinus kbnnen jedoch durch

ihr geringes Koérpervolumen auch niedrige Temperaturen bid&&C tolerierenwodurch sie
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in Mitteleuropa milde Winter lberstehen konn&AUTEL und KNULLE 1996 DAUTEL
2010.

Dermacentomarginatusist eine thermophile Zecke, dienerhalbDeutschlands insbesondere
in den RheiAaviain-Auenvorkommt(LIEBISCH und RAHMAN 1976 RUBEL et al. 201§. In
neueren Untersincingen konnte emAusbreitungdieser SpezieRichtung Norden festgestellt
werden wasauf verschiedene Faktoren, z.B. ddimawandel und die vermehrte Verfligbar-
keit von Wildtieren als Wirte zuruickgefiihrt wik6OLDVARI et al. 2016 WALTER et al.
2016 DREHMANN et al 2020).JuvenileD. marginatussind wenig kalteresist&nnsbeson-
dere im Larvenstadium wurden Temperaturen untetClOnter Laborbedingungen nur tber
einen kurzen Zeitraurtoleriert (DORR und GOTHE 20). MAGDAK et al.(2015)stellten
einen signifikant kiirzeren Entwicklungszyklus bgier Haltungler Zeckerbei 27°C im Ver-

gleich zu einer Haltung bei 2T fest

2.23 Morphologie

Erkennbar sind. ricinus Weibchen an einem seafarzen Schild dem Scutum, welches sich
Uber das erste el des nicht voljesogeneidiosomaserstrecki{Abb. 2) Derunsklerdisierte
Teil des Korpersveist eine rotbraune Farbureuf. Weibchen sid im ungesogenen Zustand
etwa 34 mm lang und kdnnenach erfolgter Blutaufnahme eine Grof3e wisizu 1,5cm er-
reichen I. ricinus zeigen einen deutlichen Geschlechtsdimonphis, sodass die Mannchen
dieser Arterheblichkleiner undihr Idiosomavollstandigvon ihremschwarzerSchild bedeckt

ist.
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Abbildung 2: oben- Schematische Darstellung ddorphologieeinerweiblichen D. margi-
natus Bild aus WALKER et al(2003), unten- I. ricinus Weibchen (links),D. marginatus
Weibchen (rechts). Fotografien Makert/Kérner © Fraunhofer IZ|

Das Scutum deb. marginatusist, entsprechend dem deutschen Gattungsnamen Buntzecke,
schwarzweild marmoriertDiese Zeckenspezies ist mit cam®n deutlich grof3er als ricinus,

wobei zwischen Mannchen und Weibchen kaum ein GréRenunterschied besteht. Am Rande des
Scutumsbefinden g£h Augen.Der Abschluss des Idiosomas weishkerbungen auf, welche

Festons genannt werden.

22.4 Lebengyklus

Es handelt sich sowohl bleiricinus als auch beD. marginatusum dreiwirtige Zeckenwelche

in jedem Lebensstadium an einem neuen Wirt 8ldihehmerfAbb. 3). Adulte weiblichel. ri-
cinussinduberetwa 712 Tagean einem Wirt fixiertbis siesichvollgesogerhabenundabfal-

len (LEES 1948) Nacheiniger Zeit, RLKE (1931) beobachteteinen Zeitraum von-80 Ta-
gen,findet die Eiablagetatt, wobei das Weibchenehrere hundettis mehreregausencEier

legt (HONZAKOVA et al. 1975. AnschlieRend verstirbt das Weibchen noch vor dem Schlupf
der sechsbeinigen baen nachetwa 40Tagen(FALKE 1931) Diesegehen nach dem Aushar-
ten der Cuticula auf Wirtssuche, wolste vorwiegend Mause oder Ratten befallgrdoch
kénnenLarvenauchan dcen Beinen gréRerer Sauggefunden werden (MSTERUD et al
2014) Nachihreretwa 34 TageandauerndeBlutmahlzeithautet sich die Larve zu einer acht-
beinigen Nymphe, die von den adulten Weibchen nebegeatergenGrof3eund der grauen
Farbunganhand der weniger ausgepragten Genitaloffrumgrscheidbar is{LEES 1948)
Auch in diesem Stadium erfolgt einduBnaHhzeit, bei der innerhalb von-8 Tagenan einem
Wirt, haufigan KleinsaugernBlut aufgenommen wir@LEES 1948L1U et al. 2014) Zecken

in diesemStadiumreagieren am starksten auf Stima#ismenschlichen Wirtesndsinddaher
auch am haufigsten ater Ubertragung von Pathogenen beteiligh®8ALLO und PEREZ

EID 2002) Nachca. 60Tagen(FALKE 1931)erfolgt die Hautung zu desdultenZeckenund
damit auch die Geschlechtsdifferenzierunlimnchen und Weibchen, wobei Mannchen die-
ser Art nur gelegehth fur kurze Zeit Blut aufnehmen, da ihre Spermiogenese unabhangig von
der BlutaufnahmeonstattengehtKISZEWSKI et al. 2001)Die Paarung findet, anders als bei
den meisten Schildzeckekrten, nicht nur auf dem Wirt, sondern auch und nachder Blut-
aufnahme der Weibchen stattobei die Mannchen nach der Begattung mehrerer Weibchen

versterben Die Befruchtung durch ein Mannchemf dem Wirtist dabeifur die weibliche
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adulte Zeckaler Ausloser fur die letzte Phase der schnellen BlutaufnaDeregesamte Le-
benszyklus von. ricinus kann, je nach Klimabedingungen und Verfligbarkeit von Wirten, bis
zu sechs Jahre betragafVILSON und ELSTON 2018) gewdhnlich wird eine Lebensdauer
von 2,54 Jahren beobachtésARDINER und GETTINBY1983).

Adulte
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Abbildu ng 3: Lebenszyklus voixodesicinus. Fotografien MakertKorner© Fraunhofer IZI

Die Saugdauer adult&. marginatusWeibchen betragt unter Laborbedingungen zwischen 5
und 11 Tagen bei Fitterung an Nagern und Kaninalehei die Begattung durch das Mann-
chen auf dem Wirt stattfindéNOSEK et al. 1967, MAGDA et al 2015. Nachdem Larven-
schlupf nach ca. einem Monat gan die erwickelten Larven fir 2 Tage DARVISHI et al.

2014 MAGDAK et al. 201% Nymphen saugen nach einem weiteren Monat fiit Fage an
einem weiteren Wirt und hauten sich nack2b2Tagen zu adulten Zecken (NOSEK et al. 1967,
DARVISHI et al. 2014MAGDAK et al. 2015)Insgesant dauert ein Entwicklungszyklu®n

D. marginatusunter Laborbedingungen 83 bis 163 Tage und kann auch in der Natur unter giins-
tigen Bedingungen innerhalb einesids vostattergehen (NOSEK et al. 196JANISCH und
FARKAS 1984 WALTER et al. 2015

10



Literaturtbersicht

2.2.5 Wirtssuche und ®nsorische Fahigkeiten

Die sensorischen Fahigkeiten vBohildzeckersindauf das Auffinden eines Wirts ausgerich-
tet Mechane und Chemorezeptoren befinden sich, als Hardhemtbar auf derOberflache
der ZeckgMCIVER 1975).Ein weiteres wichtiges Sinnesorgan der Schildzecken istHdas
ler’'scheOrgan, welcheam Tarsugles ersten Beinpaardsr Zeckereur Wahrnehmunger-
schedenerchemischer Verbindungaient (FOELIX und AXTELL 1972). Hier wird aul3er-
demdie AnwesenhekonKohlenstoffdioxid als Zeichen fur die Nahe eines potentiellen Wirtes
und damit als Aktivatoregistriert(VAN DUIJVENDIJK et al. 2017)1. ricinus besitzenim
Gegensatz zD. marginatuskeineAugen, jedochlwurden Photorezeptorzellen beschrieben, die
es ihnen moglich machehlelligkeit und Dunkelheit wahrzunehm@ERRET et al. 2003)
Far I. ricinus Adulti wird h&ufig eine bimodale Aktivitat beschiben, deren Hohepunkte sich
im spaten Fruhjahr sowimiHerbst befinden (CAYOL et €017), wahrend in anderen Studien
eine unimodale Hauptaktivitat im Fruhjahr ermittelt wurd€K®ILZ et al.2014 ASGHAR et

al. 2016. Tageszeitlich scheinen die Suchaktwen sowohl vonhicht als auch von dehkti-
vitat der Wirte abhangig zu sein@QZDI et al.2013)

Hauptaktivitatszeitraum voD. marginatusist im Frihjahr (DREHMANN et al. 2020Juve-
nile Dermacentoispp. lauern, anders als Vertreter bedesspp, nicht, sondern pflegen eine
endophile Lebensweise, bei der siekd@insdugerin derenNesternparasitierer{ D WUNK

et al. 2019)Urspringlich wurde das Schaf als Hauptwirt aditemarginatusestgestellt, die
Zecken wurden jedoch auch ailfer 13 veiteren heimischehlaus und Wildsaugetierarten
sowie \bgelartenbeobachtet (LIEBISCH und RAHMAN, 197®UBEL et al. 2016WAL-
TER et al. 201p

2.2.6 Blutmahlzeit und Verdauung

Anders als Lederzecken, die mehrmalig an ihrem Wirt saugen, saugen Schitdaacjesein-

mal in jeden LebensstadiumDabei wird besonderson adulten Weibcherdas Blut nicht
kontinuierlich sondern je nach Phase der Fixationnterschiedlicher Geschwindigkeitfge-
nommen In den ersten 286 Stundenfixieren sich die Weibcheam Wirt, wobei in dieser
Phasewenig odemoch kein Blut aufgenommen wird. Die Blutaufnahme der Zecken erfolgt
Uber die Mundwerkzeuge. Dabei wird mittelsr Chelizeren mit Haken die Haut des Wirts
leicht aufgeritzt. Anschliel3end dient das bezahnte Hypostom als Verankerung im Wt (R
TER et al2013).Zun&chserfolgt einePhase delangsama Blutaufnahmeund Verdauungm

Darm der ArthropoderUberschiissige Blutbestandteile werden im Rektalsack gesammelt und

11
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Uber die Anal6ffnung als Zeckenkot ausgeschieden. Das Ubrige Wasser wird als Speichel wie-
der in den Wirt abgegeben (SAUER et al. 1995). Das grof3te Blutvolumen wird vor allem in
den letzten 24 Stunden der Blutmahlzeit aufgenommen. Hier erfolgt eine starke Volumenzu-
nahme, in der das durch Speichelproduktion eingedickte Blut eingelagert wirdsém Phase
dehnt sich das Weibchen bis auf GberciybLange aus, was durch das Wachstum der Cuticula
erreicht werden kann (ANDERSEN und ROEPSTORFF 2005). Nach dem Abfallen des Weib-
chens vom Wirt wird das Blut verdaut udi¢ Nahrstoffen die Reifung deOozyten investiert
(SOJKA et al. 2013)Der Zeckendarm besteht aus drei Abschnitten, wobei dieli¥arm den

fur die Verdauung whtigsten darstellt. Dieser besteht aus vielen blind endenden Ausstllpun-
gen Im Darm werden die Blutbestandteiiesbesonde das Hamoglobirgurch Endozytose

in die Mitteldarmzellen aufgenommen, wobei au@archwenige Proteasen keine vorherige
enzymatische Verdauung im Lumen stattfin(BDJKA et al. 2013Die zellulare Zusammen-
setzung des Darmepithels variiert dabei emtsipend der unterschiedlichen Saugphasen
(FRANTA et al.2010).Intrazellular wird die Blutmahlzeit unter sauren Bedingungen verdaut
Die proteolytische Aktivitat erreiclitabeibei Rhipicephalusnicroplusihr Optimum bei einem
pH-Wert von 34, wobei Cathegine die wichtigsten Enzyme darstellen (MENDIOLA et al.
1996, HORN et al. 2009).

22.7 Zeckenmikrobiom und Coxiella-like Endosymbionten

Zecken sind selbst Wirte eines vielfaltigen Mikrobigmsssen Erforschung den letzten Jah-

ren durch moderne molekularbiologische Methoden wie N&sheratiorSequencing be-
schleunigt wurd¢KARIM et al. 2017, COUPER und SWEI 2018, CHICANA et al. 2019
Nach derzeitigem Wissen wighvon ausgegangen, dass nur ein Bruchteil der Bakterien, die
Zeckenbesiedeln tatsachlichals pathogee Erregerfungierenkénnen Vielmehr enthillt sich

eine Symbiose zwischen einzelnen Bakterien und Ze&kasssicheine Futterungon Zecken

auf antibiotikabehandelten Tieren negativ auf die ZeckenvitalitdiwadRepoduktionsfahig-

keit auswirkt, wurde durchl et al. (2018) anhand vorRhipicephalusraemophysaloidesnd
durch BENYOSEFet al.(2020)anhand vorRhipicephalg sanguineugxperimentell erwie-

sen Die Zusammensetzung der Mikroflora im Mitteldarm richtet sich vorwiegend nach der
Region und Umgebung der Zeckedudamit nach der Vegetation (XU et2015) In bisherigen
Untersuchungen wurderorwiegend Bakterieder Klasse Alphaproteobacteria, iestindere

die Spezie€andidatusMidichloria als Endosymbiont detektiert ERUTTI et al.2018).En-
dosymbionten scheinen sich schrillischenverschiedenei\rthropodenzu Ubertragen, so-
dass die Pravalenzen einiger dieser Symbionten hochBUWRE®N und HURST2013) Eine

bedeutend&ruppe bilderCoxiellalike-Endosymbiontef{CLE). Diese sindn verschiedenen
12
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SchildzeckerArten weit verbreitetund gelten weitestgehend adgpathogenwobei Candi-
datusCoxiellamassiliensisine Beteiligung an Wundheilungsstorungen nach Zesticdan
nachgesagt wirdnd Berichte Uber Todesfélle durch Cltiizierte Vogel existierefANGE-
LAKIS et al.2016 FLANDERS et al. 2017 CLE dienen als Bereitsteller von Vitamin B, wel-
ches fir hamato@lye Arthropoden essenziell ist (SMITét al. 2015). Fir Rhipicepha-

lus microplusscheinenCLE eine bedeutende Rolle in der Entwicklung der Zecke zu spielen
wobei in einer Studie von GUIZZO et al. (201}t Tetrazyklinbehandelte Zecken nicht in
der Lage varen, sich vollstandig weiterzuentwickeln. Auch Aimblyommaamericanunwird

eine solche Symbiose vermutet, @aE in hoher Pravalenz in ihnen nachgewiesen werden
konnten (JASINSKAS et al. 200Diese Endosymbionten konnten neben dem Darm vor allem
in de Speicheldrise sowie den Ovariger Spezieé\. americanumund inden Ovarien und
Malpighi-Tubuli von D. marginatusvisualisiertwerden (KLYACHKO et al2007, BUYSSE

et al. 2019. In einer Studie voDURON et al. (2017yelang in Gber der Halfte der untersuchten
Zecken ein Nachweis vdOLE, wobei einige dieser Endosymbionten eng an einzelne Zecken-
spezies gebunden zu sein scheinen, wahrend andeiitte haufiger wechselAuch C. bur-

netii scheint seinen phylogenetighUrsprung in jenen Endosymbiontean Lederzecka zu
haben wobeineuesteStudien zu dem Ergebnis kamen, ddss Vorfahre einzelner Vertreter
der CLE die Fahigkeit besessen haben muss, Immunzellen zu infi@&J&ON et al. 201§
BRENNER et al. 2020 Die Bedeutung von Endosymbionten ist entscheidend fur die Lebens-
weise der Zecken selbst, aber auch fur die Interaktion mit zeckenibertragenen Krankheitserre-
gern (BONNET et al. 2017Pass eine Cdanfektion von Endosymbionten und Erregern einen
Einfluss ati die Entwicklung der Erreger im Wirt haben kann, wurdeRiokettsiarickettsii

und den SymbionterRickettsiaamblyomman der ZeckeA. americanunbewiesen (EVIN et

al. 2018) Dabei stellte sich sowohl die transstadiale als auch die transovariale Ubertragung des
Rocky-MountainFleckfieberErregers in der Endosymbionterfizierten Kohorte als vermin-
dert dar.LI et al. (201&) zeigten eine Korrelation zwischen einer ednigten Infektionsrate

von Rhipicephalusiaemaphysaloidesiit CLE und einer geringeren transstadialen Ubertra-

gung vonBabesiamicroti.

2.2.8 Zecken als Vektoren
2.2.8.1 Infektionserreger

|. ricinus sind potente Ubertrager verschiedener Infektionskrankheiten. In Deutschland spielen

dabei die LymeBorreliose und die FrihsommeMeningoenzephalitisHSME) die grofite

13
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Rolle. Auch die Ubertragung weiterer Erregara. Anaplasmaphagocytophilum, Rickett-
siaspp., Bartonellahenselaeund Babesiaspp, ist in Deutschland durch ricinus mdglich

(VON WISSMANN et al. 2015SILAGHI et al. 2016BLAZEJAK et al. 2017, KAUFFMANN

et al. 2017)Dermacentorspp. scheinen in der Ubertragung der Borreliose eine geRalie

zu spielen (EISEN et al. 202@s gibt molekulare Nachweise vBickettsiaspp. odeiTheile-

ria spp. infiziertenD. marginatus Uber die konkrete Vektorkompetenz dieser Spezies liegen
jedoch kaunktrkenntnisse&or (CHISU et al. 2019PASCUCCI et al. @19).Eine Infektion der
Zecke erfolgt durch das Saugen an einem infiziemtahviramischen bzw. bakteriamischen
Wirt. EineUbertragungst auch durch das gleichzeitige, raumlich nahe Saugen von Zecken mit
unterschiedlichem Infektionsstatogglich Dabeiwird vom CceFeedingbzw. einer nicht vi-
ramischen Infektion gesprochen, wobei LABUDA et al. (1993) diesen Vorgang in Bezug auf
dasFSME-Virus beobachtet haiNeben der Ausscheidung agr Blutmahlzeit aufgenomme-

ner Erregermit dem KotkdnnenPathogene endozytotisch von den Mitteldarmzellen aufge-
nommenwerden(PATTON et al. 2012)Halten die Erreger dem angeborenen Immunsystem
der Zecken, bestehend aelularen Bestandteilen widdmozytenund humoralerFaktoren,

z.B. Defensine und Lysozymetand, konnen sie langfristig in der Zecke verbleiben
(SONENSHINE und HYNES 2008k at eine Larve oder Nymphe einen Infektionserreger auf-
genommen, ist eine Ubertragung auf das nachste Stéidliime erneute Infektion eines Wirts
nétig. Ist der Erreger waknd dieser transstadialen Ubertragadgr der Fixation der Zecke

am Wirtin der Lagejn die Speicheldriisen zauigrieren ist eine Ausscheidung mit dem Spei-
chelund somit durch den Zeckstichmdglich Wenn Eier bzw. die daraus schlipfenden Lar-
ven einednfizierten Weibchens ebenfalls den Erreger in sich tragen, spricht man von einer
transovarialen Infektion, welche bisher nur bei einem kleinen Teil der bekannten zeckeniber-
tragenen Pathogene.a.Rickettsia parkerindBabesia ovatzgbeobachtet wurde (HDU G E K

et al. 2013WRIGHT et al. 2015UMEMIYA -SHIRAFUJI et al. 201)

2.2.8.2 Coxiellaburnetii in Zecken

In einem Versuch von DAVIS und COX (1938 dem Dermacentorandersoniian Meer-
schweinchen saugten und diese fieberbdftanktenwurde deiC. burnetii Stamm Nine Mile
isoliert, welcher bis heute im Labor Verwendung findietden darauffolgenden Jahrenrdea
die transstadiale Ubertragung und damit eine Vektorkompetereckes der Spezid¢aema-
physalishumerosaHaemaphysalibispinosaund Rhipicephalusanguineusnittels Infektion
an Kleinsaugern und FarbemethoderchgewiesenSMITH 1940, SMITH 1941, SMITH
1942, PHILIP 1948. Auch im Speichel vorparenteralinfizierten Hyalommadromedarii

konnteC. burnetii mittels Gimenézfarbung nachgewiesen werden (REHACEK und BREZINA
14
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1968). Die Infektion der Zecken in diesen Versuchen fand dabei durch Injektion einer infizier-
ten Dottersacklosung in das Haemocoel der Zecken BiatDetektion vonC. burnetii fand
Ublicherweise durch ein€ortestung der Zecken aickettsiaspp.mittels HamocytefT ests

statt bei welchem Hamolymphe durch die Amputation eines Beingliedes gewondgefarbt

wird (REHACEK et al. 1971)Dabei wurde haud dieFarbung nach Gimenéngewandt, wel-
cheeine Rickettsierspezifische Farbemethods (GIMENEZ 1964) Insbesondere die Schaf-
zeckeDermacentor marginatusird mit der Ubertragung voB. burnetii assoziiert, auch da in
deren Verbreitungsgebiet vermehrR@gberFalle gemeldet werden (LIEBISCH 19A&AL-

TER et al. 2016). LIEBISCK1977)infizierte zudem Mause und Meerschweincparenteral

mit Suspensionepotentiell infizierten Zecken und konnterdh die Serologs der infizierten
Kleinsaugerein anschlie3endes Infektionsgeschehen dieser Versuchstiere nach#edden
ausl. ricinus wurdenC. burnetii isoliert, eine molekularbiologische Bestatigung fataimals
jedoch nicht stattKAASERER et al. 199). Durch diese Ergebnisse wur@e burnetii seit
seiner Entdeckung als zeckenubertragene Erkrankung eing&«titifin den80er Jahren das
Verfahren der PCR Einzug erhalten hat, wurden in Studien weltweit Zecken von Wirten oder
durch die Technik des Flggns aus ihrer Umgebumgesammelund auf zeckenlibertragene
Pathogene untersucfitl und DUNLEY 1998) So kann unter anderem auch die Pravalenz von
C. burnetii in den betroffenen Gebieten abgeschatzt werden. In Deutschland wurde zuletzt
durch HILDEBRANDT ¢ al. (2011) eine Pravalenz von 2@n geflaggten. ricinusermittelt,
wahrend in den Pravalenzstudien von PLUTA et al. (2010) und HARTELT et al. (2008) keine
DNA von C. burnetiigefunden wurde. In Europa wurden hohe Pravalenzen von uBéirl0
verschiedeneBtudienin FrankreichSpanien, Italiesowie Serbiepaber auch in Poleermit-

telt (BONNET et al. 20135ZYMAG SKA-CZERWIG SKA et al. 2013T OMANOVI L et
2013 MANCINI et al. 2019, GONALEZ et al. 202). Bei der Untersuchung von jeweils tiber
500 Zecken per PCR konnten hingegen in Studien in Ungarn, FreimKbstterreich, der Slo-
wakei sowie der Schwekeine Nachweise von CoxiellddNA erbracht werden (GYURAN-

ECZ et al. 2012, MICHELET et al. 2018/INICHOVA et al. 2017SCHOTTA et al. 2017,
PILLOUX et al. 2018)In Zecken, welche wahrend des Ausbruchs in Mederlanderewi-

schen den Jahren 2006 und 2@E3ammelt wurderkonntennur funf positive Zecken von
Schafen gesammelt, welcfedoch zuvorgeimpft wurden(SPRONG et al. 2012¢ur PCR
Detektion vonC. burnetii in Zeckenstehen eine Vielzahlon Zielgenenu.a. 19111 (eine
Transposoriihnliche Insertionssequenid (codierend fiir eine IsocitratdehydrogenaseliB
(codierend fur eine Superoxiddismutaseiicoml1(codierend fur das auf3ere Membranprotein

1), zur Verfugung STEIN und RAOULT 1992, BRENNAN und SAMUEL 280KLEE et al.
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2006) Dieseunterscheiden sictiurch die hohe genetische Gleichha&it denen der CLE nur
geringfugig, sodass weiterfihrende Untersuchungen, wie eine Sequenzierung, angezeigt sind
um eine Abgenzung vorCLE zu erreichen (DURON 20130URDAINet al. 2015)So wurde

durch DURON (2015) in ca. einem Drittel der untersuchten-@ifigierten Zecken die Trans-
posonahnliche Insertionssequenz 1S1111 nachgewiesen. Durch die so mdglichen Fehlinterpre-
tationen von PCRErgebnissemvird eine Uberbewertung der Rolle der Zecke in dgfi€ber
Ubertragung vermutet (DURON et al. 2@).5Der Nachweis eines Erregers innerhalb eines
blutsaugenden Wirts gilsudemnur Aufschluss Gber dessen Aufnahme, nicht aber Uber d
Ubertragerfunktion deentsprechendauotenziellenvVektors(ESTRADA-PENA et al. 2013.

Fur die Feststellung einer Vektorkompetenz sind daher Studien mit kiinstlich infizierten Zecken
unter kontrollierten BedingungemnnodtenSo wurde beispielsweise imem Versuch miHy-
alommaaegyptiumein vollstandigerLebenszyklus infizierteZeckeneinschlie3lichder hori-
zontalen Ubertragung auf ein Meerschweinctamestelltund somit die Vektorkopetenz

dieser Zeckenart bevgen (GROKY et al. 2010).

2.3 Futterung von Zecken

Um Zeckenunter Laborbedingungezu halten sowie deren Lebensweise und Rolle als Vekto-
rendokumentieren zu konneist die Bereitstellunginer Blutmahlzeiin jedem Lebensstadium
notwendig.Dabeiwurden in deergangenheit vornehmlictiersuchstierez.B.Mause, Meer-
schweinchen oder Kanincheals Wirteeingesetz{LEVIN und SCHUMACHER2016) (Abb.

4). Im Sinne der Einsparung von Tierversuchen aus Tierschuatk Kostengriinden wurden
seit Mitte des letzten Jahrhunderts verschiedene Formen der artifiziellen Fitterung entwickelt
(WALADDE et al.1996). Die Ehsatzmadglichkeitersolcherin-vitro-Fltterungssystemem-
fassenneben denHalten undzZiichtender Arthropoden auch die Untersuchurdger Ubertra-
gung von Krankheitserregesowie die Testung der Effizienz neuer Akarizil UHNERT
1996) Die artifizielle Futterung von Zecken stedihe Herau®rderungdar, wassowohldurch

das komplexe Saugverhaltand die dadurch entstehenden Anspriiche an den Hautalsatz

auch durch die lange Fixationsdauer verursacht wird.

23.1 Fltterungssysteme

Verschiedene artifizielle Ansatze Schildzecken zu fltternwurden bereits evaluiert

(WALADDE et al.1996) Zecken kénnenbeispielsweisenittels doppelseitigen Klebebandes

fixiert werdenundanschlief3end die Blutmahlzeit Giber die Mundwerkzeuge verabbskbm-

men Daflr werdenKapillaren oder Pipettenspitzeverwendet, welche tUber dem Hypostom

angesetzt werde(BROADWATER et al. 2002KOCAN et al. 2005RIBEIRO et al. 2014
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VALIM et al. 20T7). Diese Systeme haben den Vorteil, dass die aufgenommene Blutmenge
direkt kontrollierbarist. Voraussetzung dafir ist jedoch, dass die Zecken zunéachst fur einige
Tage auf einem tierischen Wirt gesodeben,um die Nahrungsaufhane zu stimulierenin
membranbasierteFUtterungssystemen kénnen sich Zecken hingegen frei bewedelurch
einetierische odekunstliche Haut, ahnlich dem natirlichen Zeckiehs an einem Blutreser-

voir sauger(BONNET et al. 2007, KROBER und GUERIN 2007)
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Abbildung 4: DreiverschiedenEormen der Zeckenflutteruniginks: Fltterung am Tier, Mitte:
Futterungauf Tierhaunhach BONNET et a2007) rechts Membrarfiitterung nach KROBER
und GUERIN (2007)B: Blutreservoir, W: Warmwasserreservoir, Z: Zeckenreservoir.

2.3.1.1 Membranbasierte Fltterungssysteme

Bei deserArt der Zeckenfutterundpildet die Membraminenentscheidenden Faktor. Wahrend
anfangs meist Tierh&ute verwendet wurden, welche sehr anfallig fur Verderb sind, wurden spa-
ter vermehrt artifizielle Membranesingesetz(VOIGT et al. 1993BONNET et al. 200)7 Hier
kénnen Materialien verwendet werden, die auch fir dieeRing anderer ArthropodémFrage
kommen,z.B. Parafiln® (ZHENG et al. 2015) Dadiese Verschlussfoliggdoch keine selbst-
verschlieRenden Eigenschaften besiztrdenMaterialienwie Silikon bevorzugt welches
auch bei der Futterung von Insekten verwendetl (BAUER UND WETZEL 1976). Die
Grundlage der Silikonembranfutterungir Schildzeckenvurde durch KIHNERT (1995)ge-
geben. Hierbei wurde@lasrohrcheverwendet, welche in einehonigglas in welchem sich
Blut befand, aufgehangt warekROBER und GUERIN (200 brachten dieses System auf
eine 6well-Platte, wodurch sich die Handhabung vereinfag¢iige Anhang 8.1)In diesem
kontaminationsanfalligen System mussen regelmallige Blbhsgkaller 814 Stunden stattfin-
den was eine hohe Arbeitsbelastung darst&liherwurden auchsemiautomatisierte Fitte-
rungssystemetabliert in denen ein Blutwechsel neammaltaglich erfolgen muss und zudem
ein Blutfluss an den Membranen der Entmisaipdes Blutentgegenwirk(BONNET und LIU
2012 BOHME et al. 2018)

17



Literaturtbersicht

2.3.1.2 Fixierungsstimuli im Zeckenfutterungssystem

Neben deZusammensetzun@®icke und Konsistender Membrarbildenauch das verwendete
Blut und dessen Zusatze, die verwendeten Umweltbedingungen sowie Fixierungssgimuli
terewichtige FaktorenAls taktile Reize konnen Haare oder Walienen welche zur Vermei-
dung von Kontaminatiomorwiegendautoklaviert eingesetzterden(DE MOURA et al. 1997,
KROBER und GUERIN 2007Alternativ kommen hieMoskitonetzeaus Fiberglasder Flie-
senkreuze zum Einsatobei diese fudie FixationvonjuvenilenZeckensadien ein Hindernis
darstellen (BOHME 2016)Weiterhin istder Einséz von Geructals ein potenterStimulusbe-
schrieben dabei konnerbeispielsweisdxtrakteauf die Membran gegeben werdeder die
kunstliche Haut kann an einem Tier gerieben we(d&OBER und GUERIN 200, FOURIE

et al. 2013)Zudem sind Zecken untereinamcein starker Reiz, sodass die Anzahl der Zecken
in der Kammer entscheidemst undauch Zeckenkot oder dessen Extrakte das Fixierungsver-
halten anregerKUHNERT et al. (1998) verwendeteaul3erdemweitere Stimulanzien, wie
Buttersaure und Benzaldehyd, um die N&he eines Wirtes zu simultémemeiteremwirkungs-
voller Stimulus ist Kohlenstoffdioxid. Da dsesin der Ausatemluft von Wirbeltieren vermehrt
vorhanden ist, dient dieses Gas der Aktigisitigerung von ZeckeAul3erdemverlieren Ze-
cken bei erhdhter C&Konzentration vermehrt Wasséber die Tracheen, was zu Stress und
damit zu einer erhéhten Wahrscheinlichkéitdas Fixiereriihrt (HEFNAWY 197Q VOIGT

et al. 1993)Dabei handelt es sighdoch um einen unbestimmten Rdigj welchem zwar das
Suchverhalten der Zecken aktiviert wird, jedoch weitere Reize zum Auffinden der Membran
notwendig sindSobald die Zecke die Membran als kiinstliche Haut erkannt hatrudekser
fixiert ist, kann de Blutaufnahme erfolgen, welche durch verschiedene Blutzusatze stimuliert
werden kannSo wird haufig eine erhdhte Glukosekonzentration des Blutes eingelsetrt;

ben defStabilisierung der Erythrozyten zur besseren Haltbarkeit des &latelsPhagostn-
ulanzfungiert(KRULL et al. 20T). AuRerdem kdnnen Glutathion sowie ATP das Saugverhal-
ten steigerfSOARESet al. 2013) Futterungsversuche findeneist entweder bei 37T oder

bei Raumtemperatur mit auf 3C erwarmtem Blut stafY OUNG et al. 1996, TRENTELMAN

et al. 2017, BOHME et al. 2018)Veiterhin kann die Zeckenfitterung auch im Wasserbad
stattfinden (KROBER und GUERIN et al. 2007, OLIVER et al. 2016).56ierzeugtefem-
peraturgradientann alsStimulus fir die Fixation deZeckendienen(OLIVER et al. 2016).

2.3.1.3 Experimentelle Infektionenim membranbasiertenin-vitro-System

Dasmembranbasierte Futterungssysteamnzur Modellierung vektoribertragener Pathogene

eingesetzt werdemabei wurdenn-vitro-Futterungssystemeaereits fur die Untersuchung von
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Protozoen, Bakterien und Viren eingesetAJERI et al.(2016)konnten dabei die Aufnahme

von Theilerialestoquardidurch die Speicheldriseon Hyalommaanatolicumnachweisen
wéahrendWALADDE et al.(1995)ein membranbasiertes Futterungssystem zur Untersuchung
von Theileriaparvain Rhipicephalusppendiculatudenutzte. Neben Theilerien untersuch-
ten VOIGT et al.(1993)auch die Ubertragung vdghrlichia ruminantium(friher Cowdriaru-
minantum) mittels eiresin-vitro-SystemsAuch Babesiaspp. wurden im Rahmen solcher Ft-
terungssystementersucht (BBNNET et al. 2007)OLIVER et al. (2016untersuchte mittels

der Silikonmembraibasierten Fiutterungseinheiten verschiedene bakterielle Erreger, unter an-
deremBorrelia burgdorferiund Anaplasmghagocytophilunauf die Aufnahme durchdulte
Ixodesscapularissowie die transstadiale Ubertragung von NymphenAzulten. Auch Ehr-

lichia canissowie das FSMEund das WesNil-Virus wurden bereits mithilfe eines artifiziel-

len Systems an Braune Hundezecken verfitaitde transstadiale Ubertragunigeser Patho-
geneuntersuch{FOURIE et al. 2013LIEBIG et al. 2020RI- ILEANU et al. 2020. Weiterhin

kann auch der Zeitpunkt der glithenUbertragungnit dem Speichahittels des artifiziellen
Fatterungssysteneruiertwerden (OLIVIERI et al. 2018)
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3 Veréffentlichungen
3.1 Stellungnahme zum Eigenanteil an den Arbeiten zur Publikation

Das systematische Reviemurdeam IBIZ unter der Betreuung vddr. Katja MertensScholz

angefertigt, welche an der Konzeptber Studideteiligtwar. Die Literaturrecheche und Aus-
wertungwurdeneigenstandig durchgefihiDie Extraktion der Daten auden einzelnenStu-

dienfandzusatzlichdurch jeweils einen weitergdo-Autor als Kontrollestatt.Die Analyse der
Daten und die statistischen Berechnungen wurden durch maichgefihrt.

Der Texentwurfsowie die graphischen Darstellundeabe ichselbststandig erstellt.

Das Manuskript wurde fur die Publikation in Zusammenarbeit mit &zAutoren fertigge-
stellt.
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The Prevalence of Coxiella burnetii in
Hard Ticks in Europe and Their Role
in Q Fever Transmission Revisited—A
Systematic Review

Sophia Kérner', Gustavo R. Makert?, Sebastian Ulbert?, Martin Pfeffer® and
Katja Mertens-Scholz ™

" Institute of Bacterial Infections and Zoonoses (IBIZ), Friedrich-Loeffler-Institute, Federal Research Institute for Animal Health,
Jena, Germany, 2 Department of Immunology, Fraunhofer Institute for Cell Therapy and Immunology, Leipzig, Germany,
3 Institute of Animal Hygiene and Veterinary Public Health, University of Lejpzig, Leipzig, Germany

The zoonosis Q fever is caused by the obligate intracellular bacterium Coxiella burnetii.
Besides the main transmission route via inhalation of contaminated aerosols, ticks are
discussed as vectors since the first isolation of the pathogen from a Dermacentor
andersonii tick. The rare detection of C. burnetii in ticks and the difficult differentiation
of C. burnetii from Coxiella-like endosymbionts (CLEs) are questioning the relevance of
ticks in the epidemiology of Q fever. In this review, literature databases were systematically
searched for recent prevalence studies concerning C. burnetii in ticks in Europe and
experimental studies evaluating the vector competence of tick species. A total of 72
prevalence studies were included and evaluated regarding DNA detection methods and
collection methods, country, and tested tick species. Specimens of more than 25 different
tick species were collected in 23 European countries. Overall, an average prevalence of
4.8% was determined. However, in half of the studies, no Coxiella-DNA was detected. In
Southern European countries, a significantly higher prevalence was observed, possibly
related to the abundance of different tick species here, namely Hyalomma spp. and
Rhipicephalus spp. In comparison, a similar proportion of studies used ticks sampled by
flagging and dragging or tick collection from animals, under 30% of the total tick samples
derived from the latter. There was no significant difference in the various target genes
used for the molecular test. In most of the studies, no distinction was made between
C. burnetii and CLEs. The application of specific detection methods and the confirmation
of positive results are crucial to determine the role of ticks in Q fever transmission. Only
two studies were available, which assessed the vector competence of ticks for C. burnetii
in the last 20 years, demonstrating the need for further research.

1 Tai dal;
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INTRODUCTION

Coxiella burnetii as the causative agent of the zoonosis Q fever
is distributed worldwide, except New Zealand. This infectious
disease may have a significant impact on animal welfare, human
health, and economies (1, 2). Coxiella burnetii is a gram-negative
bacterium that replicates as an obligate intracellular pathogen
under acidic and microaerophilic conditions in phagolysosome-
like compartments of cells, predominantly macrophages
(3). Infection of hosts mainly occurs due to inhalation of
contaminated dust and aerosols (4). During infection, C. burnetii
shows a tropism for the reproductive tissue and the mammary
gland. Therefore, C. burnetii is primarily shed during parturition
and via the milk (5). The considered main reservoirs for human
infections are domestic ruminants, whereas other species, such
as dogs or horses, can play a minor role as carriers (6). In
their birth products, large amounts of infectious agents can
be detected (7, 8). As the infective dose by inhalation is <10
bacteria, farmers, and veterinarians are especially at high risk
of acquiring this disease through contact with infected animals
and their products (9, 10). Coxiella burnetii develops spore-like
forms, which are resistant to environmental stressors such as
desiccation or sunlight. Therefore, the bacteria survive under
adverse conditions over long periods in the soil or other dry
substances (11).

An infection in ruminants, also termed coxiellosis, is often
asymptomatic and not noticed until human Q fever cases occur
(12). Decrease in fertility and increase of abortion and stillbirth
are common indications of an ongoing Q fever disease in herds
or flocks of ruminants (13, 14).

Qutbreaks of Q fever, as seen in the Netherlands in 2007-
2010, clearly show the huge impact of this infectious disease
not only on agricultural economics but also on human health
(15, 16). Acute human Q fever infection presents mainly flu-like
symptoms with possible complications concerning the lung and
liver. Although 60% of acute cases remain asymptomatic, in 1-
5% of cases, chronic Q fever may develop (17, 18). This often
affects the heart valves as endocarditis. Antibiotic treatment is
mandatory over months and, in some cases, up to several years
(17-19). Besides the long and difficult treatment, the disease can
also be fatal in acute and chronic cases. Although the mortality
of acute Q fever was assessed to be 1% in a study on hospitalized
patients, the mortality in chronic cases has been reported as 13%
and even up to 38% during the Dutch outbreak mentioned earlier
(1, 18, 20).

The bacterium is known as an infectious agent since the
1930s when it caused an outbreak of query fever among
abattoir workers. In the years after its first isolation from a
Dermacentor andersonii tick (21), early experimental studies
showed horizontal transmission of the agent from ticks to
mammalian hosts and suggested that several tick species,
e.g., Haemaphysalis humerosa, Haemaphysalis bispinosa, and
Rhipicephalus sanguineus, may be capable of transmitting
C. burnetii (22-25). Although transstadial transmission was
shown for most of the examined tick species, the transovarial
transmission was reported rarely (25, 26). Later, it was
demonstrated that Hyalomma dromedarii infected by inoculation
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excreted C. burnetii with their saliva (27). Duron et al.
summarized the vector competence data for seven hard tick
species (28). Hence, since its first detection, C. burnetii has been
discussed as a ruminant-associated tick-borne bacterium.

During outbreaks of Q fever, ticks are regularly tested for
C. burnetii. Until today, no C. burnetii-positive ticks associated
with outbreaks have been documented. Human infection after
tick exposure has been reported, but due to the predominant
infection route by inhalation, the source of infection remains
unclear (29, 30).

Besides pathogen transmission, ticks are host to many
endosymbionts and harbor a diverse microbiome (31). Although
C. burnetii was the only known member of the genus Coxiella for
a long time, closely related bacteria were found in recent studies,
referred to as Coxiella-like endosymbionts (CLEs) (32, 33). This
heterogenic group of bacteria with different genome sizes and
gene content shows up to 97% genome identity with C. burnetii
(33-37). Genetically, CLEs are classified into four clades (A-D),
and C. burnetii belongs to clade A, which otherwise contains CLE
associated with soft ticks (38).

Coxiella-like endosymbionts were detected in many different
tick species, and for some species, an obligatory mutualism was
proven (39-41). As obligate hematophagous arthropods, ticks are
dependent on external vitamin B synthesis, likely supplied by
the harbored bacteria (40, 42). Furthermore, a positive effect on
fecundity was shown for R. sanguineus. Treatment with ofloxacin
resulted in a significantly lower egg mass, hatching rate, and
viability of larvae in this tick species (39). Similar results were
shown for Haemaphysalis longicornis, Rhipicephalus microplus,
and Rhipicephalus haemaphysaloides, which were treated with
tetracycline and kanamycin, respectively, indicating the influence
of CLE on reproduction (43-45).

CLEs seem to be apathogenic, but single studies showed
pathogenic potential in particular cases. Fatal infection with
CLE was occasionally observed in different bird species (46-
48). Furthermore, a skin-associated inflammation caused by
the tick-borne bacterium Candidatus Coxiella massiliensis was
described (49).

The polymerase chain reaction was established in the 1980s
and was subsequently used as the predominant detection method.
Until then, ticks were primarily tested for the occurrence of
C. burnetii and related pathogens with staining methods and
animal infection experiments (50-52). Because C. burnetii is
difficult to isolate and cultivate as an obligate intracellular
organism, molecular diagnostic using PCR is the method of
choice for its detection. Various protocols target several plasmids
and chromosomal genes, for example, IS1111, icd, coml, sodB,
and GroEL/htpB (53-55). The target gene IS1111 is a transposase-
like insertion sequence, and the amount of copies from 7
to 110 per genome varies between isolates. Thus, the use
for quantification is limited, but due to the higher number
of targets per bacterium, this signal amplification leads to a
higher sensitivity compared with single-copy targets (53). In
contrast, icd, encoding for the isocitrate dehydrogenase gene,
and com1, encoding for the C. burnetii outer membrane protein
1, are single-copy genes allowing quantification (53, 54). The
commonly used target genes for C. burnetii cross-react with
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CLE and may lead to misidentification (28, 56). In a study by
Duron, roughly one-third of CLE-positive ticks were positive
for the IS1111 element (57). Furthermore, IS1111 was shown
to be the most unspecific marker for detection of C. burnetii
in CLE-positive ticks, followed by GroEL/htpAB (for chaperone
heat shock protein), whereas icd was not amplified in the samples
(56). However, the icd sequence of a novel CLE derived from
Carios capensis soft ticks was >90% similar to C. burnetii (58).
As a consequence, usage of a target gene of low specificity could
lead to an overestimation of the role of ticks as host and vector of
C. burnetii. To distinguish between C. burnetii and CLE, there is
no specific method available, owing to the fact that the group of
CLE is very heterogeneous. Therefore, the most reliable method
is the sequencing of PCR-positive samples using highly conserved
genes such as rrs or groEL (56, 59).

Ticks (Ixodida) are obligate blood-feeding ectoparasites with
a global distribution. A total of 67 tick species are reported
in Europe and Northern Africa (60). Out of these, only a
small number, i.e., 15-17 hard tick species, depending on their
confirmed taxonomic status as a distinct species or subspecies,
have been found to harbor either C. burnetii or CLE (28,
61). When considering a particular tick species to serve as a
vector for a given pathogen, certain aspects of the ticK’s life
cycle should be considered in addition to the sole finding of
molecular traces or even morphological structures within an
examined tick. This information will help to understand further
whether this tick species has vector competence, defined as
the capability to transmit a given pathogen horizontally or
vertically, which is an essential aspect of the vector capacity.
The latter is more relevant for determining the infection risk,
as it includes parameters such as longevity, feeding behavior
(duration, frequency, and preferred blood source), population
density, and frequency of host contact encounters. In this
regard, ticks, which are feeding on different hosts in every
life stage (three-host-ticks) with a large geographical range,
high population densities, and promiscuous feeding behavior
are relevant, when it comes to pathogen transmission. The
most common hard tick of Europe, the castor bean tick Ixodes
ricinus, is fulfilling these criteria, making it the most important
vector tick species for bacterial and viral tick-borne diseases,
e.g., Borrelia burgdorferi s.l. or tick-borne encephalitis virus, in
Europe (62). Such vector-borne agents, some with a wide range
of host species, may have their reservoir in wildlife, leading
to a sylvatic transmission cycle between arthropods and wild
animals. In addition, transmission can also occur in an urban or
domestic cycle, including pets, livestock, or humans. Although
I ricinus is ubiquitous in Europe, other relevant tick species
are not, and only for some geo-referenced distribution maps
are available, e.g., for both Dermacentor species (63). However,
the geographical distribution of a particular tick species is not
static but rather subject to permanent habitat changes due
to increased movement of humans, animals, and goods and,
very importantly, the increasing ambient temperatures as major
drivers. The high frequency of recent introductions of Hyalomma
spp. ticks into temperate Europe is impressive sign of a very
menacing trend of potent vector tick species moving into new
areas (64, 65).
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Recent prevalence studies using molecular methods aim at
determining the percentage of ticks carrying C. burnetii among
other diverse tick-borne pathogens. This allows surveillance of
C. burnetii in ticks and benefits the identification of a potential
risk of acquiring a Q fever infection by a tick-bite for humans or
domestic animals.

Different methods exist for the sampling of ticks. As most
European hard ticks seek hosts by questing on the vegetation
and naturally intend to be wiped up by a passing host, the
mainly used collection method is flagging or dragging. Using
this method, a cotton blanket is dragged or flagged over the
vegetation, considering that both methods favor different tick
species (66). Ticks are stripped off and are hindered in their
motion by the weave. The success of this method depends on the
texture of the blanket and the structure of the vegetation (67).
Activity peaks of most questing ticks are in spring and autumn.
However, other studies observed a trend to a unimodal peak
with the highest activity in the spring months (68, 69). Ticks can
also be removed directly from their host. This method is used to
examine the burden of pathogens associated with these animals
and for the sampling of hunting ticks, such as Hyalomma spp.,
which are less likely to be collected by flagging (70).

This review gives a comprehensive overview of the present
literature on C. burnetii in ticks and discusses the vector
competence of European tick species for the Q fever agent.
To this end, data of prevalence studies conducted in Europe
concerning the occurrence of C. burnetii in ticks were
systematically compiled and analyzed regarding the spatial
occurrence, molecular detection method used, and the frequency
of detection per tick species, as well as the detection of CLE.
Furthermore, experimental approaches to investigate the vector
competence of tick species for C. burnetii were collected. The
determination of the vector competence of ticks is important to
assess the role of ticks as a reservoir in Q fever epidemiology.

MATERIALS AND METHODS

Studies about C. burnetii in ticks were classified into two
different categories. One group investigates the prevalence of
ticks for C. burnetii in Europe. The other group discusses the
vector competence of ticks based on experimental approaches
on ticks infected under laboratory conditions. For identification
of studies, the databases Pubmed and Web of Science were
systematically searched for articles in English, published between
2000 and 2020. Search terms were “coxiella tick,” “coxiella-
like,” “coxiella vector competence.” The search was completed
on October 27, 2020. Additional studies were included using
Google Scholar. References were sorted by the use of Endnote
X7 (Clarivate Analytics, Philadelphia, USA). Only studies using
DNA detection methods for Coxiella spp. on hard ticks obtained
in Europe were included as prevalence studies. The definition of
Europe used in this study refers to a geographical demarcation
as von Strahlenberg’s, including all countries of which the major
part is situated between the Urals and the Bosphorus. Regions
were defined according to the United Nations geoscheme for
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FIGURE 1 | PRISMA flow chart for selection of studies, including the reasons for exclusion from the analysis.

Europe in Southern Europe, Eastern Europe, Northern Europe,
and Western Europe (71).

Further criteria for eligibility as prevalence studies were
stated information of the number of tested ticks, the number of
Coxiella-positive ticks, or amount and description of tick pools
and at a minimum description of the tick genus or species name.
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Data were extracted regarding information about the country
in which the ticks were obtained. Furthermore, the number
of tested and Coxiella-positive ticks and tick pools and the
collection and detection method were included in the analysis.
All publications were read, and data were extracted by two
persons independently.
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The proportion of positive ticks was calculated as the ratio
of positive ticks to the total number of tested ticks. Prevalence
was defined as the proportion of positive ticks multiplied by 100.
When ticks were tested in pools, the proportion was estimated as
minimum infection rate (MIR) using the formula

MIR — number of positive pools

number of tested specimen

Studies were evaluated, and confidence interval was calculated
using Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, USA). For
statistical analysis, the Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney
U test for data lacking normal distribution were performed using
SPSS V.22 (IBM, Armonk, USA), and results were considered
significant in the case of p < 0.05.

RESULTS

A total of 590 studies were found using the mentioned search
terms. Additionally, two studies using the platform Google
Scholar were included. Based on the title and abstract, 502 studies
were excluded. Main reasons for exclusion were non-European
studies (n = 272), no hard ticks tested (n = 120), or reviews
(n = 44); 66 studies were excluded for other reasons (Figure 1:
PRISMA analysis). After full-text analysis, 16 further studies
were removed. Finally, 72 publications in which the prevalence
of C. burnetii in ticks collected in European countries were
examined, compiled, and evaluated. Additionally, two vector
competence studies were included.

Prevalence Studies in Europe—A

Systematic Analysis

Prevalence studies were analyzed by country, the number
of tested ticks, tick species, the method used for tick
collection, and the method used for detection of C. burnetii
(Supplementary Table 1). The ticks tested in these studies were
sampled between 1994 and 2018. In more than half of the studies
(n = 44), ticks were collected between the years 2011 and 2013.
Studies were performed in 23 of 45 different European countries.

Most collection areas were rural, single studies collected ticks
in recreational areas in urban settings (72, 73). Furthermore,
ticks were sampled from vegetation and animals on European
islands (74-77).

In total, 115,265 ticks were tested in all 72 analyzed studies,
of which 62,889 were sampled in a single and thus largest
study performed in Switzerland (78). Excluding this study, on
average, 689 ticks were sampled per study, ranging from 18 to
7,050 samples. The mean prevalence of C. burnetii-DNA over all
evaluated studies was 4.8%. In half of the studies (n = 38), no
C. burnetii-positive tick was identified. The highest prevalence
was determined to be 54.2% in a Spanish study (79). Of the 34
studies with positive results, 10 (29.4%) confirmed the results
with the sequencing of at least one PCR amplicon. Sequencing
could not be performed in some cases because of low DNA
yield (80). Ticks were sampled by flagging or dragging from the
vegetation or removed from animals.

Most studies simultaneously gathered further information,
e.g., about tick infestation of local animal species or other tick-
borne pathogens. In addition, the seroprevalence for C. burnetii
or other tick-borne agents of captive domestic and wild animals
was examined (79-82).

Country
There were major differences in prevalence between
different countries and regions in Europe (Figure 2,
Supplementary Figure 1). The majority of studies were
performed in Southern Europe (n = 30), whereas the number
of prevalence studies per country was highest for Slovakia (n =
12). A high prevalence was found in studies in Southern Europe,
especially in Spain (10.1%) and Portugal (10.6%), but also in
Poland, a high proportion of ticks was positive (8.5%). In ticks
tested in Northern Europe, no C. burnetii was detected (83-86).
The highest prevalence within single studies was determined
in Spain and Italy. Gonzilez et al. detected Coxiella-DNA in
over 50% of the 236 tested ticks (79). In studies from Italy and
France, more than 30% of tested ticks were found to be positive
for C. burnetii-DNA (87-89). The mean prevalence in Southern
Europe (8.3%) was significantly higher than in the rest of Europe
(Mann-Whitney U test; p = 0.031), especially in Western Europe
(2.1%) (Mann-Whitney U test; p = 0.013).

Tick Species

More than 25 tick species were examined in all studies (Table 1).
In Amblyomma spp., Haemaphysalis inermis, Hyalomma
scupense, Hyalomma truncatum, Ixodes festai, and Ixodes
hexagonus, no molecular detection of C. burnetii-specific
DNA was reported. Furthermore, in Haemaphysalis hispanica,
Hyalomma aegyptium, Hyalomma lusitanicum, Ixodes ventalloi,
Rhipicephalus pusillus, and Rhipicephalus thuranicus, Coxiella-
DNA was detected, but the results were not sequenced for
confirmation or discriminated from CLE.

Differences in detecting C. burnetii-positive ticks were
noticed for the tick genera tested (Figure3). The highest
prevalence was observed in Hyalomma spp. ticks (11.3%).
Of the six species tested, Hyalomma rufipes, Hyalomma
marginatum, H. lusitanicum, and H. aegyptium were positive
for C. burnetii. The most abundant and most often infected
species was H. lusitanicum, in which 17.7% of ticks were
PCR positive for C. burnetii. Furthermore, 6.0% of all tested
Rhipicephalus spp. were positive for C. burnetii-DNA, whereas
Dermacentor spp. harbored Coxiella-DNA in 1.4% of samples.
By far, the most tested ticks belonged to the genus of Ixodes
spp. (81.4%). Of these ticks, only 0.4% carried C. burnetii-
DNA. The second least Coxiella-infested tick species was
Haemaphysalis spp. with 1.2% positive samples. Of Amblyomma
spp., only 11 negative ticks were flagged or removed from
birds, which is not surprising, as this genus is not endemic

in Europe (77, 90).
Collection Method
The most common methods for prevalence studies were

sampling from animals (n = 29, 40.3%; 11,283 ticks) or from
the vegetation by dragging or flagging a piece of cotton (n =
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FIGURE 2 | Prevalence (ratio of C. bumetii-positive ticks to total number of tested ticks) depending on European regions. Error bars show average confidence

Eastern Europe Southern Europe

27, 37.5%, 83,476 ticks). Overall, in the evaluated studies, 72.4%
of all tested ticks were derived from vegetation. In 19.4% (n =
14; 19,939) of the examined studies, a combination of sampling
from animals or humans and flagging was performed. Data in
this review were not divided into the different collection methods
used. Two studies examined the occurrence of pathogens in ticks
exclusively collected from humans (123, 124). The highest mean
prevalence for C. burnetii was found in studies in which ticks
were removed from infected animals with 6.6%, whereas the
mean prevalence in ticks collected from vegetation was 2.8%
(Figure 4A). Of all tested ticks removed by flagging, 0.5% were
positive for C. burnetii-DNA (Figure 4B). Tested animals ranged
from pets and livestock to trapped rodents or game. In some
studies, ticks were removed from birds to examine their role as
hosts and vehicle for tick species (81, 88, 125).

C. burnetii was detected in two H. marginatum, feeding on
humans in Sardinia. Contrary, in two studies that tested human-
derived ticks exclusively, all were negative for C. burnetii-specific
DNA (76, 123, 124).

The only study that was directly associated with a Q fever
outbreak was performed in the Netherlands. Almost 3,000 ticks
were sampled from nature, domestic animals, and wildlife. No
C. burnetii-positive questing tick was found, whereas five female
ticks collected from animals were positive for IS1111 and coml
target sequences, suggesting uptake of blood from a bacteremic
host (111). Further investigations revealed that these positive
ticks were collected from recently vaccinated sheep. This might
indicate a low risk of field infection during the outbreak.

Detection Method

Conventional PCR and real-time PCR were applied as a detection
method in most of the studies. The predominant target genes for
PCR detection were fragments of the insertion sequence IS1111
(n = 37, 51.4%, 33,626 ticks) or the genes coml (n = 14, 19.4%,
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10,725 ticks), icd (n = 12, 16.7%, 17,631 ticks), sodB (n = 5, 6.9%,
3,502 ticks), and htpAB (n = 4, 5.6%, 3,192 ticks). Single studies
used more than one target gene for identification (75, 85, 100,
126, 127). Of studies, which used sodB as the target gene for C.
burnetii, an average prevalence of 7.3% was reported (Figure 5A).
Of the studies using PCR targeting the com1 fragment, the mean
prevalence was 0.8%. The most frequently used target 1S1111
resulted in an average prevalence of 5.7%. Of all ticks tested
with IS1111, 3.0% were positive, which is the highest percentage
(Figure 5B). The largest sampling size of 62,889 ticks, exclusively
I ricinus, was collected in a study in Switzerland. No C. burnetii-
positive tick was detected by using ompA as the target gene in
this study (78). Also, 16S ribosomal RNA (rRNA) sequencing was
used for the detection of Coxiella spp. in eight studies; one of
them detected C. burnetii-positive ticks (102).

Before PCR detection, some studies used the hemocyte test
for visual detection of Coxiella spp. and morphologically similar
agents in the hemolymph (91, 104). In these studies, C. burnetii
was detected by PCR in four hemocyte-positive ticks, but also in
two hemocyte-negative ticks.

Furthermore, studies used non-molecular methods in
addition to PCR, such as cultivation in cells or embryonated
eggs, resulting in the isolation of Spiroplasma spp. but not
C. burnetii (126).

Coxiella-Like Endosymbionts

Some authors considered CLE and searched specifically for these
endosymbionts or detected CLE by sequencing positive PCR
products. Furthermore, sequencing of 16S rRNA was used to
evaluate the tick microbiome (99, 103). In seven studies, CLEs
were detected additionally or exclusively using sequencing in a
variety of tick species, or Coxiella was only identified on genus
level (99, 102, 103, 110, 119, 122). Nine tick species were found to
harbor CLE in these studies.
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TABLE 1 | Selected tick species collected in Europe and detection of C. burnetii and CLE (Reference).

Tick species Molecular detection of C. burnetii samples sequenced Vector pet tudi Detection of CLE
Dermacentor marginatus ~ Yes (72, 90-97) Yes (93) Fecal excretion (98) Yes (99)
Dermacentor reticulatus Yes (82, 92, 100, 101) Yes (82, 101, 102) - Yes (102, 103)
Haemaphysalis concinna ~ Yes (91, 101, 104, 105) Yes (101) - -

Haemaphysalis inermis No - Yes (102)
Haemaphysalis punctata Yes (72, 80, 90, 93, 106) Yes (93) - -

Haemaphysalis sulcata Yes (74, 93, 95) Yes (93) - -

Hyalomma aegyptium Yes (107) No Transstadial transmission (108) =

Hyalomma lusitanicum Yes (79, 90, 94) No =

Hyalomma marginatum Yes (76, 87, 88, 97) Yes (76) - -

Hyalomma rufipes Yes (88) - - -

Hyalomma scupense No - - -

Hyalomma truncatum No - - -

Ixodes acuminatus Yes (109) Yes (109) - -

Ixodes festai No = = =

Ixodes hexagonus No - - Yes (99, 110)
Ixodes ricinus Yes (72, 80, 81, 91, 92, 94, 96, 101, 102, Yes (101, 102, 109, 112) fecal excretion and transstadial Yes (99, 102, 110, 118)

Ixodes ventalloi
Rhipicephalus annulatus
Rhipicephalus bursa
Rhipicephalus pusillus
Rhipicephalus sanguineus

Rhipicephalus turanicus

104, 105, 109, 111-117)

Yes (96)

Yes (76, 87)

Yes (76, 87, 93, 97)

Yes (90, 94)

Yes (74, 76, 90, 93, 96, 97, 120, 121)

Yes (72, 74)

No

Yes (76)

Yes (76, 93, 97)

No

Yes (76, 93, 95, 97)

transmission (98)

historic: transstadial transmission
2

Yes (99, 119)

Yes (99, 110, 122)

Yes (122)

Amblyomma spp. (11 ticks)

Ixodes spp. (93,843 ticks)

Dermacentor spp. (7,003 ticks)

Hyalomma spp. (2,967 ticks)

Rhipicephalus spp. (6,343 ticks)

Haemaphysalis spp. (2,865 ticks)

0,0%

No -
0
N
=
[
.

2,0% 4,0%
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FIGURE 3 | Tick species: Proportion of C. burnetii-positive ticks of the ticks tested, depending on tick genera. For 2,233 ticks, only total numbers were described.

12,0%

Experimental Vector Competence Studies
In the decades after the first isolation of C. burnetii from a tick,
experimental transmission studies were conducted on various

tick species. However, only two recent investigations on the
vector competence of ticks under laboratory conditions were
found in the literature.
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FIGURE 4 | Collection methods. (A) Average prevalence of C. bumetii in
studies on ticks depending on the collection method. Error bars show average
confidence intervals. n = number of studies; (B) percentage of positively
tested ticks of the total number of tested ticks in all studies, depending on the
collection methods. Number in parentheses = total number of sampled ticks
with this method.

In one study, the vector competence of the tick H. aegyptium
was proven, including the transstadial transmission over all life
stages (108). Larvae were fed on infected guinea pigs, and 5.6%
tested positive after molting into nymphs. After feeding on an
infected host, 28.9% of nymphs molted into adults remained
positive. In addition, reinfection of uninfected guinea pigs was
shown in this study.

For I ricinus, a transstadial transmission from nymphs to
adults was shown using an in vitro feeding system, enabling better
differentiation between the transmission via saliva or feces (98).
The transstadial transmission rate from nymphs to adults was
determined to be 25%, but horizontal transfer into the blood
was not shown, whereas the ticks excreted infectious feces during
feeding and after molting.

DISCUSSION

Higher Prevalence in the Mediterranean
Region Might Be Associated With Regional
Distribution of Different Tick Species

Duron et al. found an average prevalence of 5% of
C. burnetii in ticks after evaluation of 60 studies conducted
worldwide (28). The data of the present study show a
similar mean prevalence of studies on ticks in Europe.
Here, an update is provided, enhancing the insight into
the prevalence of C. burnetii in various tick species,
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demonstrating that there is a huge variation between the
results of different studies depending on the country, tested
species, method of collection, and C. burnetii detection
method applied.

Evaluating the studies, a gradient from North to South was
noticed, resulting in a higher prevalence in the Mediterranean
region, followed by Eastern Europe. Most positive samples were
obtained in Southern Europe, especially Portugal, Spain, and
Greece. Here, species of the genera Hyalomma, Rhipicephalus,
and Haemaphysalis are the most abundant vector ticks. Due to
climate change associated with global warming, the spread of
arthropods is expected (128), which could possibly lead to an
increased role of pathogen transmission by these tick species in
Western and Northern Europe. The tick species H. marginatum
was detected in the last years more often in Central Europe and
hibernation of this species was recently observed in Germany
(64). Since in most of the studies, no confirmation of positive
results by specific methods for C. burnetii was performed, an
inadvertent detection of CLE cannot be excluded. However, this
differentiation is extremely important because CLEs seem to have
less if at all pathogenic potential than C. burnetii.

Coxiella burnetii is rarely found in ticks in most of the regions
in Europe. It is presumed that ticks play a minor role in Q
fever transmission, also considering that no validated human
cases of C. burnetii infection via ticks have been reported. Foci
in which ticks may play a role as the natural reservoir for Q
fever seem to exist, but these hot spots are hard to detect.
Similar patterns of regional foci were described for tick-borne
encephalitis virus (129, 130). The absence of C. burnetii-infected
ticks in endemic areas is often explained by narrow hot spots
(131). That causes less frequent surveillance of this pathogen in
major prevalence studies, mainly focusing on well-described tick-
borne infectious agents such as Anaplasma phagocytophilum or
B. burgdorferi s.l. Under these circumstances, there is a lack of
data in certain countries and regions. The evaluation of European
studies shows that occurrence of C. burnetii is highly dependent
on the tick species. The most abundant tick species in Europe,
L. ricinus, seems to be infected with C. burnetii very rarely.
Occasional reports of successful isolation of C. burnetii from
field-collected I. ricinus support the theory of less relevance in Q
fever transmission (132). In the past, a correlation was presumed
between the occurrence of Q fever and the abundance of
Dermacentor marginatus (133). Considering the low prevalence
in this species, this theory was not proven by the data collected
here from the analyzed studies. However, there seems to be an
association of C. burnetii with ticks of the genus Hyalomma
spp. and Rhipicephalus spp., naturally present in regions with
ambient temperatures, e.g., the Mediterranean region. This is
also supported by the in vivo experimental study performed
with H. aegyptium (108). As Rhipicephalus spp. is highly infected
with CLE, positive results should be confirmed by sequencing
(41,119).

Prevalence studies targeting C. burnetii in ticks are conducted
worldwide, and positive ticks were found on all continents except
Antarctica (134-138). Comparably with European studies, there
are divergent findings in the different investigations. Recently, a
study conducted in China using 16S rRNA sequencing reported
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FIGURE 5 | Detection methods (A) average prevalence of C. burnetii in PCR detection depending on the target genes. Error bars show average confidence intervals.
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a prevalence of 40-96% depending on tested species (139). High
prevalence was also found in several countries, e.g., Argentina,
Egypt, or Nigeria (140-142). Apart from that, in studies in Japan
or Reunion Island, no Coxiella-positive ticks were determined
(143, 144). Despite the origin of the first isolate, C. burnetii is
reported rarely from ticks in North America (145, 146).

A Combination of Different Collection
Methods Supports a Realistic Depiction of
Reality

Different collection methods were used in the studies, but the
most common is removing from animals or flagging. Simple
detection of the DNA of a pathogen does not prove the
vector competence of a certain tick species (92, 147). Ticks can
also carry a pathogen without the ability to transmit it (93).
These arthropods feed on bacteraemic/viraemic/protozooaemic
animals and are likely to take up any agent circulating in the
blood of the host. The slightly higher prevalence of C. burnetii in
ticks collected from animals compared with ticks from vegetation
argues in favor of such an uptake. The procedure of flagging

Frontiers in Veterinary Science | www.frontiersin.org

of questing ticks, therefore, seems to be more appropriate
for information regarding the prevalence and to discriminate
between the role of ticks as a reservoir or as an accidental host
(148). Additionally, data about the local seroprevalence of C.
burnetii in animal host species could be included. A combination
of both origins, vegetation, and animals, might also be of interest,
especially in the context of outbreak surveillance. Moreover,
only exophilic and questing ticks can be obtained using the
dragging method. That excludes, for example, premature life
stages of Dermacentor spp. or preferably hunting ticks, e.g.,
Hyalomma spp. As it is known that C. burnetii genomes found
in ticks genetically cluster with samples isolated from wildlife,
the inclusion of hunted animals can increase the knowledge
of potentially sylvatic cycles (149). The sampling of ticks from
migratory birds can give insight into the movement of ticks and
the pathogens or microbial communities they carry. Examination
of avian ticks and tick-borne diseases can also help monitor
the spread of these ticks and their pathogenic cargo (150). The
introduced tick species might not be adapted to the climate
and availability of host species in this country; therefore, its
survival is unclear. Sampling on farm animals and game favors
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