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Einleitung

Die Frihsommer-Meningoenzephalitis (FSME) ist die am weitesten verbreitete durch
Arthropoden libertragene Viruserkrankung in Mitteleuropa. Das FSME-Virus (FSMEV) gehort
zur Gattung Flavivirus (Fam. Flaviviridae) und hat drei verschiedene Subtypen. Der in
Deutschland vorkommende zentraleuropaische Subtyp wird meist durch die Zecke Ixodes
ricinus (Holzbock), der fernostliche und der sibirische Subtyp am haufigsten von der Zecke

Ixodes persulcatus (Taigazecke) Gibertragen [Siss et al., 2011].

Die Inkubationszeit der FSME betragt wenige Tage bis maximal vier Wochen (in der Regel 7-
14 Tage). Die Erkrankung verlauft in zwei Phasen. In etwa 30 Prozent der Falle kommt es in
der ersten Phase zu grippeartigen Symptomen, wie Fieber, Kopf-, Hals- und
Bauchschmerzen. Nach einem beschwerdefreien Intervall von wenigen Tagen treten in einer
zweiten Krankheitsphase bei etwa 70% der Erkrankten eine Meningitis, Meningoenzephalitis
oder Meningoenzephalomyelitis mit plotzlich einsetzenden heftigen Kopfschmerzen und
Midigkeit auf. Lihmungen bis hin zu Para- oder Tetraplegien und Hirnnervenparesen
konnen folgen. Typisch fiir die FSME sind neben Bewusstseinsstérungen eine Stand- und
Gangataxie, fokale und generalisierte Anfélle, ein Intentionstremor sowie seltener
extrapyramidale Symptome wie Rigor, Hypokinese und Bradydiadochokinese. Nach ein bis
drei Wochen kommt es zur Ausheilung. Bleibende Residualschdden wie Paresen oder Ataxie
werden bei bis zu 30% der schweren Verlaufe beschrieben. Die Tendenz zu schweren
Verlaufen steigt mit zunehmendem Lebensalter [Dumpis et al., 1999; Kaiser 2000, 2005].
Dem Gesundheitsamt muss gemal} dem Infektionsschutzgesetz der direkte oder indirekte
Nachweis des FSME-Virus, soweit er auf eine akute Infektion hinweist, namentlich gemeldet

werden.

Die aktive Immunisierung stellt einen wirksamen Schutz gegen die FSME fiir potenziell
gefahrdete Einwohner und Besucher von Risikogebieten dar. Fiir einen kompletten
Impfschutz sind drei Impfungen erforderlich — eine Grundimmunisierung, bestehend aus
zwei Teilimmunisierungen sowie einer Boosterung. Auffrischimpfungen sind je nach
Empfehlung nach drei bis flinf Jahren erforderlich. Nach der FSME-Impfung oder nach
durchgemachter Infektion besteht eine Kreuzimmunitat gegen alle drei Subtypen [SUss, et al.

2004, Heinz, et al. 2013].



Das Virus zirkuliert in der Natur zwischen den Zecken als Vektoren und ihren Wirten in
geografisch eng begrenzten natiirlichen Herden [Dobler et al., 2011]. Zecken ernahren sich
vom Blut verschiedener Wirte, entsprechend ihrer Lebensphase. Larven saugen
hauptsachlich an kleinen Nagetieren, wahrend Nymphen mittelgroRe Tiere wie Igel, Hasen,
Vogel oder Eichhdrnchen bevorzugen. Adulte Zecken saugen an grof3en Tieren wie
Wildschweinen und Rehen, sowie an Haustieren wie Rindern, Ziegen und Schafen. Diese
grofRen Saugetiere sind wichtige Wirte, um die Zeckenpopulation zu erhalten [Suss et al.,
2011; Klaus et al., 2012; Balling et al., 2014; Kriz et al. 2014; Balling et al., 2015; Mlera et al.
2018]. Wild- und Haustiere entwickeln in der Regel nach Infektion mit dem FSMEV
spezifische Antikdrper ohne zu erkranken. Diese Tiere sind nur fir sehr kurze Zeit viramisch,
da die Antikorper aber lber einen langeren Zeitraum bestehen, sind sie nitzliche
Indikatortiere fiir das Vorkommen des FSMEV [Nosek et al., 1967; Gerth et al., 1995;
Juceviciene et al., 2005; Klaus et al., 2012; Balling et al., 2014; Duscher et al., 2015; Imhoff et
al., 2015, Frimmel et al. 2016, 2019].

Das FSMEV kann neben Zeckenstichen auch alimentar, z.B. durch den Verzehr von
unpasteurisierter Milch oder Milchprodukten infizierter Haustiere wie Ziegen, Schafe oder
Kihe Gbertragen werden. Produkte aus unpasteurisierter Ziegen-, Schaf- und Kuhmilch
wurden in der Vergangenheit regelmaRig als Quelle fir Infektionen und Ausbriiche von FSME
identifiziert. Solche Nahrungsmittel-assoziierte Ausbriiche werden immer noch aus vielen
europaischen Landern gemeldet [Apitzsch 1967, Holzmann et al. 2009; Kriz et al., 2009; Cisak
et al., 2010; Hudopisk et al., 2013; Dorko et al., 2014; Imhoff et al., 2015; Markovinovi¢ et al.,
2016; Brockmann et al., 2018; Kerlik et al., 2018].

Die Inzidenz der FSME hat in Europa in den letzten Jahrzehnten zugenommen, gleichzeitig
wurden Anderungen der rdumlichen Verteilung von FSME-Fillen beobachtet [Skarpaas et al.
2004; Zeman et al. 2004; Jaenson et al., 2012, Siss et al., 2011; Heinz et al. 2015; Graaf et al.,
2016; Inci et al., 2016; Jahfari et al., 2017; Beauté et al., 2018; Daniel et al., 2018; Velay et al.,
2018]. Die Inzidenz der FSME hangt hauptsachlich von der Dichte der infizierten und
suchenden Zecken und der Exposition gegenilber den Zecken ab. Die Folgen der
Klimaerwarmung mit milden Wintern spielen vermutlich ebenfalls eine Rolle bei der
Zunahme der FSME-Verbreitung. Eine erhéhte Impfrate der Bewohner und Reisenden in
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Endemiegebiete kann die Zahl der Fille beim Menschen verringern, wahrend Naturherde
aktiv bleiben. Daher spiegelt die bezirksweite Inzidenz das FSME-Risiko in einem kleineren
MaBstab moglicherweise nicht angemessen wider [Hemmer et al. 2007, 2018; Sumilo et al.

2008; Heinz et al., 2013; Daniel et al., 2018; Robert-Koch-Institut, 2019].

Im Jahr 2018 wurden in Deutschland 583 FSME-Falle an das Robert-Koch-Institut (RKI)
gemeldet. Dies entspricht einer Steigerung von 20% gegeniber dem Vorjahr (486 Falle) und
der hochsten Fallzahl seit Einflihrung der Meldepflicht nach neuer Falldefinition 2001. 161
Kreise wurden als Risikogebiete fiir eine FSME-Infektion nach Definition des RKls
ausgewiesen. Unter den flinf neuen Risikokreisen ist das Emsland der bisher am nérdlichsten

gelegene Landkreis und der erste in Niedersachsen [Robert-Koch-Institut, 2019].

In Mecklenburg-Vorpommern, einer der beliebtesten Urlaubsregion Deutschlands, existiert
gemald der Definition des Robert-Koch-Institutes kein FSME-Risikogebiet. In den 60er und
70er Jahren des 20. Jahrhunderts waren aktive FSME-Herde in Mecklenburg-Vorpommern
bekannt, und es wurde regelmaBig Gber menschliche Falle und Ausbriiche der Erkrankung
berichtet [Apitzsch 1965, 1967; Siiss et al., 1992]. Einige autochthone Falle sowie der
Nachweis von FSME-RNA in Zecken haben in der Vergangenheit eine Aktivitat des Virus in
natlirlichen Herden gezeigt. Im Jahr 2004 wurde der erste autochthone Fall einer humanen
FSME-Infektion seit 19 Jahren gemeldet, gefolgt von zwei weiteren autochthonen Fallen
beim Menschen 2005 und 2006 [Hemmer et al., 2004, Frimmel et al., 2010]. Der letzte
autochthone Fall vor 2004 wurde 1986 berichtet, der letzte Nachweis des FSMEV aus Zecken
stammte aus den Jahren 1992-1993. Zwischen 1993 und 2004 wurden insgesamt 16089
Zecken in Mecklenburg-Vorpommern negativ auf FSME getestet, und es wurden keine
weiteren Falle gemeldet (unveroffentlichte Daten des Landesamtes fiir Gesundheit und

Soziales, MV), sodass Mecklenburg-Vorpommern als frei von FSME galt.

Fir die Abschatzung des FSME-Infektionsrisikos in Regionen mit geringer FSME-Pravalenz
sind Indikatortiere von besonderem Interesse, da die etablierte Methode zur Erkennung von
Naturherden, das Sammeln und Untersuchen von Zecken zeitaufwéandig, teuer und oft nicht
ausreichend effektiv ist [Klaus et al ., 2012; Balling et al., 2014; Imhoff et al., 2015; Frimmel
et al., 2016; Grzybek et al., 2018]. FSMEV-spezifische Antikdrper konnen bei Wild- und



Nutztieren durch ELISA und NT zuverlassig liber mehrere Jahre im Serum nachgewiesen
werden [Cisak et al., 2010; Klaus et al., 2010; 2012; 2014; Imhoff et al., 2015; Frimmel et al.
2016, 2019].

Die Zeckenparalyse stellt eine seltene neurologische Erkrankung dar, die durch Neurotoxine
der Speicheldriisen von Zecken ausgel®st wird. Andererseits ist die Erkrankung das haufigste
durch Toxine von Zecken (Spinnentiere) verursachte veterinar- und humanmedizinische
Krankheitsbild. Die ersten Symptome der Zeckenparalyse sind Reizbarkeit, Midigkeit,
Schmerzen, Pardsthesie oder ataktischer Gang. Ohne Entfernung der Zecke kommt es zu
einer symmetrischen, schlaffen aufsteigenden Parese innerhalb von 12 bis 24 Stunden.
Weiterhin kann es zu einer Bulbarparalyse mit Dysarthrie, Dysphagie sowie Gesichtsmuskel-,
oder Augenmuskelldhmung kommen [Rose, 1954; Grattan-Smith et al., 1997; Dworkin et al.,
1999; Torres und Schlossberg, 2000; Miller, 2002; Vedanarayanan et al., 2002, 2004; Mans et
al., 2003].

Ziel der Arbeit war es, das Vorkommen von FSME und die seltene Differentialdiagnose, die
Zeckenparalyse, in Mecklenburg-Vorpommern naher zu beschreiben. Durch Beschreibung
von humanen autochthonen Féallen, Untersuchungen von suchenden und vollgesogenen
Zecken auf FSMEV-RNA, sowie Untersuchungen der Seren von Wildtieren und Nutztieren aus
Mecklenburg-Vorpommern auf FSMEV-Antikorper, sollten Gebiete mit einem moglichen

Risiko der FSME-Ubertragung identifiziert werden.

Material und Methoden

In jeder Region, in der 2004—2006 ein autochthoner Fall von FSME gemeldet wurde, in Grof3
Quassow am Woblitzsee, Boldekow nahe Anklam, sowie Thiessow auf Riigen (Abb.1.),
wurden niichterne Nymphen gesammelt. Je 50 Nymphen pro Region wurden einzeln bei
minus 80°C eingefroren und danach, wie unten beschrieben, aufgearbeitet. Weitere 50
Nymphen aus jeder Region wurden zur Blutmahlzeit an immunkompetente NMRI (Naval
Medical Research Institute)-Mause angesetzt. Von diesen wurden je zehn Nymphen in einer

Kammer auf dem Riicken einer Maus fixiert. Dieses Vorgehen wurde gewahlt, da gezeigt
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werden konnte, dass FSME-RNA in vollgesogenen Zecken haufiger zu detektieren ist, und da
,cofeeding”, also gleichzeitiges Saugen mehrerer Zecken an einer Stelle, die Ubertragung
von FSME beglinstigt [Labuda et al., 1993; Siss et al., 2006]. Zur Kontrolle wurden je 50
ungesogene Nymphen untersucht. Nach fiinf Tagen wurden die lebenden und vollgesogenen
Zecken mit Pinzetten entfernt, einzeln bei minus 80°C eingefroren und danach wie unten

beschrieben aufgearbeitet.

Jede Zecke wurde mit Micropistills (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) in 200 ul steriler 0,9
%-iger Kochsalz Losung in einem 1,5 ml-Tube homogenisiert (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem DNeasy® blood and tissue kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) entsprechend den Anweisungen des Herstellers, ohne RNAse
zuzufiigen, um gleichzeitig RNA und DNA fiir weitere Studien zu isolieren. Nach Isolation
wurde eine nested RT-PCR mit den Primern Ppl (5'-GCG-TTT-GCT-TCG-GAC-AGC-ATT AGC-3)
und Pm1 (5'-GCG-TCT-TCG-TTG-CGG-TCT-CTT TCG-3) und Pp2 (5'-TCG-GAC-AGC-ATT-AGC-
AGC-GGT TGG-3) und Pm2 (5'-TGC-GGT-CTC-TTT-CGA-CAC-TCG TCG-3) durchgefihrt
[Schrader et al., 1999]. 5 pl jedes positiven PCR-Ergebnisses wurden auf ein 1%-iges Tris-
Acetat-EDTA (TAE)-Gel aufgetragen und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) aufgereinigt. Die Konzentration des DNA Amplifikates wurde mit GeneQuant Il
gemessen (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) und die amplifizierte DNA wurde
sequenziert (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland). Die DNA-Sequenzanalyse wurde
mittels BLAST®-Version 2.2.18 (National Center of Biotechnology and Information, Bethesda,
MD, USA) und MEGA 4.0 (Center for Evolutionary und Functional Genomics, Tempe, AZ,
USA) durchgefiihrt. Die FSMEV-Sequenzen Neudoerfl (U27495.1), Salem (FJ572210.1), Hypr
(U39292.1) und Toro-2003 (DQ401140.2) wurden als Referenz verwendet. Mit dem
Programm CLC Main Workbench Version 5.0 (CLC Bio, Aarhus, Ddnemark) wurde eine
phylogenetische Analyse durchgefiihrt und ein phylogenetischer Baum wurde mittels

Neigbourhood-joining-Methode erstellt.

Fiir die Untersuchungen der Wildtiere wurden insgesamt 359 Seren untersucht — 229 von
Schwarzwild, sowie 51 von Rotwild, 24 Seren von Rehwild und 55 Seren von Damwild. Die
Seren stammen von Tieren, die 2012 in Mecklenburg-Vorpommern geschossen wurden. Im

Rahmen von gesetzlich vorgeschriebenen veterinarmedizinischen Untersuchungen wurden



diese Blutproben im Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei

(LALLF) Mecklenburg-Vorpommern aufgearbeitet und asserviert.

Von Nutztieren wurden 479 Seren untersucht, 375 von Schafen und 104 Seren von Ziegen.
Die Seren stammen aus 18 Betrieben in Mecklenburg-Vorpommern und wurden zwischen
2014 und 2017 gewonnen. Die Proben stammen von Standorten mit rdumlicher Ndhe zu
Orten mit Nachweisen menschlicher Falle von FSME oder FSMEV-positiver Zecken, sowie
seropositiver Wildtiere. Die Blutproben wurden von oértlichen Tierarzten fir

Routineuntersuchungen im Rahmen der Tierseucheniiberwachung an das LALLF versandt.

Enzyme Linked Immuno Assay (ELISA)

Alle Serumproben wurden unter Verwendung des "Immunozym FSME IgG All Species ELISA
Kit®" (Progen, Heidelberg, Deutschland) gemal den Anweisungen des Herstellers getestet.
Die Ergebnisse wurden mit Vienna Units per ml (VIEU/ml) ausgedriickt, wobei <63 VIEU/mI
als negativ, zwischen 63 und 126 VIEU/mI als grenzwertig und Gber 126 VIEU/ml als positiv

gemal den Empfehlungen des Herstellers gewertet wurden.

Virusneutralisationstest (NT)

Als Goldstandard zum Nachweis positiver Seren und zum Ausschluss falsch-positiver
Ergebnisse wurde ein Virus-NT als Kontrolle an den im ELISA grenzwertig (borderline) und
positiv getesteten Seren durchgefiihrt. Zusatzlich wurde der NT an zuféllig ausgewahlten
Seren durchgefiihrt, die im ELISA negativ getestet worden waren. Der Virusneutralisations-
test wurde unter Verwendung von Baby-Hamster-Kidney (BHK) -Zellen und FSMEV (Stamm
Neudoerfl), wie zuvor beschrieben, durchgefihrt [Stiasny et al., 2009]. Hitzeinaktivierte
Serumproben wurden 1 h bei 37 ° C mit FSMEV inkubiert. Zellen wurden zugegeben und die
Inkubation wurde drei Tage fortgesetzt. Das Vorhandensein von Viren im Zellkultur-
Uberstand wurde durch einen Sandwich-ELISA nachgewiesen, wie zuvor beschrieben [Stiasny

et al., 2009]. NT-Titer = 10 wurden als positiv gewertet.



Ergebnisse und Diskussion

FSME in Menschen und Zecken

Alle drei zwischen 2004 und 2006 in Mecklenburg-Vorpommern erkrankten Personen waren
mindestens 4 Monate vor Beginn der Erkrankung nicht verreist, sodass bei einer
Inkubationszeit von maximal 4 Wochen eine importierte FSME ausgeschlossen werden
konnte. Zwei von drei Patienten hatten Fieber bis 40°C, alle Patienten hatten typische

neurologische Symptome, wie quantitative und qualitative Bewusstseinsstérungen.
Fall 1

Der erste Patient erkrankte neun Tage nach einem Zeckenstich, den er an einem
Campingplatz am Woblitzsee (Abb. 1.) bemerkt hatte, mit Fieber und Kopfschmerzen fiir drei
Tage. Nach einem symptomfreien Intervall wurde er drei Wochen nach dem Stich mit Fieber,
Somnolenz, verwaschener Sprache, verlangsamter Feinmotorik und einer ungerichteten
Fallneigung stationar aufgenommen. Die Liquordiagnostik ergab eine diskrete Pleozytose,
eine EiweiRerhéhung und liquorstandige IgM-Produktion. FSME-IgM- und 1gG-Antikdrper
waren im Serum und im Liquor positiv (ELISA). Nach langsamem Riickgang der Symptomatik

war der Patient 44 Tage nach dem Zeckenstich wieder vollstandig genesen.

Fall 2

Im November 2005 wurde eine 69-jahrige Frau aufgrund einer zeitweiligen Desorientiertheit
mit diffuser Schwindelsymptomatik und Bewusstseinsstorungen in das Krankenhaus
eingewiesen. Mehrere Zeckenstiche waren auf einem Zeltplatz in Thiessow auf Rigen
erinnerlich (Abb. 1), wo die Patientin Dauercamperin ist. In der Woche vor der stationaren
Aufnahme klagte die Patientin Gber diffuse, dumpf-driickende Kopfschmerzen, Husten und
ein allgemeines Krankheitsgefiihl. Bei Aufnahme zeigte sich eine Leukozytose im peripheren
Blut und eine geringfligige Eiweilerhdhung des Liquors mit einer leichtgradigen

Schrankenstérung. FSME-IgM und -IgG-Antikorper konnten im Serum nachgewiesen werden.
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Im weiteren Verlauf normalisierte sich der psychische Zustand der Patientin und sie konnte

nach neun Tagen ohne neurologische Defizite nach Hause entlassen werden.

Fall 3

Ein 76-jahriger Patient wurde Ende Juni 2006 wegen rezidivierenden Fiebers bis 40°C,
Kopfschmerzen, Somnolenz, Kreislaufdysregulation und Tetraparese stationar
aufgenommen. Er war Anfang Juni in der Ndhe von Boldekow (Abb. 1.) im Landkreis
Ostvorpommmern von einer Zecke gestochen worden. Der Liquor zeigte eine geringgradige
EiweiBerhdhung, FSME-IgM und -IgG-Antikérper wurden im Serum nachgewiesen. Nach 17
Tagen im Akutkrankenhaus erfolgte die Verlegung in ein neurologisches
Rehabilitationszentrum, von wo der Patient nach zwei Monaten bei voller Mobilitat und

Selbstandigkeit, mit lediglich diskretem feinmotorischem Defizit, entlassen wurde.

FSMEV in Zecken

Sechs von 250 (2,4 %) Nymphen waren in der FSME-PCR positiv. Aus GroR Quassow am
Woblitzsee waren drei von 50 (6 %) der nlichternen und eine von 27 (3,7 %) der gesogenen
Nymphen positiv. Aus Thiessow war eine von 50 (2 %) der niichternen und eine von 39 (2,6
%) der gesogenen Nymphen positiv. Aus der Region Boldekow war keine der Zecken positiv
(Abb. 1.). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Infektionsraten von

gesogenen und niichternen Zecken (p > 0,05).

Die Sequenzen wiesen eine Homologie von 91-98 % flir den Neudoerfl-Stamm des
europaischen FSME-Subtyps auf. Die phylogenetische Analyse ergab weiterhin eine nahe
Verwandtschaft aller sechs positiven Sequenzen zu einer FSME-Virus-Sequenz (1211 / 92) die

1992 aus Mecklenburg-Vorpommern isoliert wurde [SUR et al., 1997].

Da in Mecklenburg-Vorpommern seit 1985 keine FSME Infektionen beim Menschen
aufgetreten waren und von 1992 bis 2004 keine FSME Viren in mehr als 16.000 Zecken
gefunden wurden, galt Mecklenburg-Vorpommern als FSME frei [Landesamt fiir Gesundheit
und Soziales, Mecklenburg-Vorpommern, unveréffentlichte Daten]. Das erneute Auftreten
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von autochthonen FSME-Erkrankungen bei Menschen in Mecklenburg-Vorpommern nach 19
Jahren zeigt, dass FSME-Herde auch nach vielen Jahren nicht erléschen oder erneut von
infizierten Zecken besiedelt werden. Méglicherweise ist in den Jahren zuvor bei
Meningoenzephalitiden die FSME differentialdiagnostisch nicht beriicksichtigt und so
Ubersehen worden. Der Nachweis des FSME Virus in Zecken aus zwei der drei Waldgebiete,
in denen 2004 und 2005 auch humane Félle von FSME aufgetreten waren, lasst ein dhnlich
fokales Vorkommen von FSME in Naturherden vermuten, wie es aus Risikogebieten

beschrieben wird.

Der erste Nachweis des FSME-Virus in Zecken in Mecklenburg-Vorpommern seit 15 Jahren
konnte durch die warmeren Wintertemperaturen erklart werden, die eine hohere Aktivitat
der Zecken und so eine hohere Anzahl von Zeckenstich-Expositionen bedingen [Dautel et al.,
2008, Hemmer et al., 2007; Kahl 1996; Lindgren et al., 2001]. Der Winter 2006/2007 war bis
dahin der warmste Winter in Deutschland seit der Einfihrung der jahrlichen
Temperaturstatistik 1901. In Mecklenburg-Vorpommern wurde eine durchschnittliche
Temperatur von 4,6° C und damit 4,4°C Gber dem langjahrigen Durchschnitt gemessen
[Kirsche et al., 2007]. Mit der Klimaerwdrmung, aus der unter anderem mildere Winter in
unserer Breiten resultieren, verbessern sich die Wachstumsbedingungen fiir Micken und
Zecken. Daruber hinaus verstarkt sich auch deren Fahigkeit, Infektionskrankheiten wie die
FSME zu Ubertragen. Ansteigende Wintertemperaturen konnen die Ausbreitung von Ixodes-
Arten und die Verbreitung von FSME in Mittel- und Nordeuropa beglinstigen. Die
Nagerpopulationen, ein wichtiges Reservoir der FSME-Viren, werden durch Feuchtigkeit
beeinflusst (verstarktes Populationswachstum bei Feuchtigkeit, haufigeres Aufsuchen
menschlicher Siedlungen bei Trockenheit) [Hemmer et al., 2007, 2018]. In Schweden ist
Ixodes ricinus — parallel zum Anstieg der Wintertemperaturen —in den letzten 50 Jahren bis
auf 66° nordlicher Breite vorgedrungen. Gleichzeitig wurde dort ein Anstieg der Fallzahlen
von FSME und Lyme-Borreliose beobachtet [Jaenson et al., 2012]. In Deutschland ist
aufgrund der warmeren und feuchteren Winter ein weiteres Ansteigen der Population von
Ixodes ricinus und der Fallzahlen von FSME und Lyme-Borreliose moglich. 2018 war das Jahr
mit der héchsten Fallzahl an gemeldeten FSME-Erkrankungen seit Beginn der Meldepflicht
[RKI'2019].
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Der fehlende Nachweis von FSME in mehr als 16000 Zecken von 1992 bis 2004 kann
moglicherweise auch dadurch erklart werden, dass das Virus fokal auftritt und die
Sammelgebiete diese streng umschriebenen, z.T. sehr kleinen Herdgebiete, nicht umfassten.
Auch durch die weit verbreitete Praxis der Untersuchung von Pools von 3 bis 10 adulten
Zecken oder von bis zu 200 Nymphen kann sich die RNA-Konzentration unter die
Nachweisgrenze verdiinnen. Besonders in Regionen mit niedriger FSME-Virus-Pravalenz
kdnnen so negative Ergebnisse vorgetauscht werden. Daher wurden alle Nymphen in

unserer Studie einzeln aufgearbeitet.

FSMEV bei Wildtieren

13 von 359 Seren von Wildtieren wurden mittels ELISA positiv oder grenzwertig auf FSME-
IgG getestet (3,6%). Vier von 51 Serumproben von Rotwild, vier von 229 Proben von
Wildschweinen und eine von 55 Proben von Damwild waren im ELISA positiv. Zwei
Wildschweinseren und je ein Rot- und Damwildserum waren im ELISA grenzwertig. Zum
Ausschluss falsch positiver Ergebnisse wurde ein NT an den neun positiven Seren, den vier
grenzwertigen Seren und zusatzlich an funf zufallig ausgewahlten negativen Seren
durchgefiihrt. Vier Proben wurden mittels NT positiv getestet. Jeweils ein Rotwild- und
Damwildserum aus Zingst/Darss im Landkreis Vorpommern/Riigen, sowie ein Rehwild und

ein Rotwildserum aus dem Landkreis Vorpommern-Greifswald waren positivim NT(Abb. 1).

Von 1986 bis 1989 wurden auf der Insel Usedom (im Osten Vorpommerns) 5 von 500
Serumproben von Wildschweinen und Rotwild und 1988 5 von 15 Rothirschen positiv fiir das
FSMEV-Antikorper getestet [Kahl und Radda, 1988; Siss et al., 1992]. Eine
Seropradvalenzstudie an Wildtieren in Sachsen hat gezeigt, dass eine relativ hohe
Seropravalenz zwischen 10% und 23% von FSMEV in Wildtieren in Gebieten mit niedrigem
FSMEV-Ubertragungsrisiko zu finden war. Die deutlich hdhere Seroprivalenz in der
genannten Studie ldsst sich moglicherweise dadurch erkldren, dass Tiere in Kreisen, die an

Riskiogebiete grenzen, untersucht wurden [Robert Koch-Institut 2007; Balling et al., 2014].

Der erneute Nachweis von FSMEV-positiven Wildtieren zeigt, dass durch die serologische

Untersuchung von Wildtieren Gebiete mit einem Risiko flir FSMEV-Infektionen auch
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aullerhalb von Risikokreisen nach der fallbezogenen Definition des RKls detektiert werden
konnen. Insbesondere, da endemische FSME-Herde nur 0,5 km? groR sein kdnnen [Dobler et
al., 2011], wahrend die Kreisgrof3e variieren und sich durch Verwaltungsreformen dandern
kann. Die serologische Untersuchung von Wild, Nutztieren und kleinen Nagetieren ist ein
vielversprechendes Instrument zur Detektion neuer Gebiete, in denen FSME endemisch ist,
insbesondere bei niedriger Pravalenz [Achazi et al., 2011, Balling et al., 2014, Roelandt et al.,

2014; Imhoff et al., 2015, Frimmel et al. 2016, 2019].

FSMEV bei Nutztieren

Neun von 375 Serumproben von Schafen (2,4%) und zwei von 104 Proben von Ziegen (1,9%)
wurden mittels ELISA grenzwertig getestet. Keines der Seren war im ELISA positiv. Zwei der
als grenzwertig getesteten Schafseren wurden im NT positiv getestet. Je eine Serumprobe
aus dem Jahr 2014 von einer Herde im Landkreis Mecklenburgische Seenplatte und eine
Serumprobe aus dem Landkreis Vorpommern-Greifswald aus dem Jahr 2016 waren positiv

(Abb. 1.).

Schafe und Ziegen sind wertvolle Indikatortiere fiir FSME [Klaus et al., 2012]. Die Anzahl
seropositiver Tiere scheint mit der Anzahl positiver Zecken und menschlicher FSME-Falle in
Regionen mit relativ hoher FSME-Pravalenz zu korrelieren [Juceviciene et al., 2005].
Aullerdem sind sie durch den groReren und definierten Aktivitatsbereich im Vergleich zu
Kleinsdugern oder Wild moglicherweise als Indikatoren fir Gebiete mit niedriger Endemizitat
von FSME geeignet [Klaus et al., 2012; Balling et al. 2014; Imhoff et al., 2015]. Die relativ
niedrige Rate positiver Seren in unserer Studie kann durch die Beobachtung erklart werden,
dass die Seropravalenz bei Schafen und Ziegen zwischen einzelnen Herden stark variiert,
wobei die hochsten Raten nahe bei bekannten Naturherden des FSME-Virus gefunden

wurden [Imhoff et al., 2015].

Die Seropravalenz des FSMEV bei Wild- und Haustieren wurde in mehreren Studien in der
Tschechischen Republik, in Belgien, Kroatien, Rumanien und in weiteren europdaischen
Landern untersucht, um mogliche neue Indikatoren fiir das Infektionsrisiko zu ermitteln, die
die aktuelle inzidenzbasierte Risikobewertung erganzen konnten. So kdnnten mogliche

Risikogebiete fiir die Ubertragung von FSME auch auRerhalb bekannter Risikogebiete
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identifiziert werden [Gerth et al., 1995; Charrel et al., 2004; Balling et al., 2014; Kriz et al.,
2014; Duscher et al., 2015; Imhoff et al., 2015; Tonteri et al., 2016; Salat et al. 2017, Frimmel
et al. 2019].

In Mecklenburg-Vorpommern ist das Risiko einer FSMEV-Infektion gering, es treten jedoch
einzelne autochthone Falle auf. Die Existenz aktiver Herde wurde durch den Nachweis von
FSMEV-RNA in suchenden Zecken aus den Gebieten, in denen die Infektionen erworben
wurden, nachgewiesen [Frimmel et al., 2010]. Die Anzahl der in unserer Studie positiv
getesteten Tiere ist im Vergleich zu dhnlichen Untersuchungen relativ gering. Aus Sachsen
liegen Seropravalenzen von 10%-23% bei Wildtieren vor, aus Endemiegebieten in Baden-
Wirttemberg wurde eine Seropravalenz von 17,2% bei Schafen berichtet [Balling et al.,
2014; Klaus et al.,2011]. Die positiven Daten liefern jedoch ein liberzeugendes Argument
dafir, dass weitere Untersuchungen an Wild- und Nutztieren durchgefiihrt werden sollten,
die eine gréRere Stichprobenbasis verwenden und auch die westlichen Regionen

Mecklenburg-Vorpommerns abdecken.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass auch bei fehlenden klinischen Fallen FSME-
Naturherde (iber Jahrzehnte aktiv bleiben kénnen. Auch in Nicht-Risikogebieten ist die FSME
als Differentialdiagnose von Enzephalitiden zu beriicksichtigen. Durch die Untersuchungen
wird erneut deutlich, dass Endemiegebiete einer viralen Zoonose wie der FSME nur durch
Untersuchung aller Teilnehmer an diesem komplexen Geschehen (Erreger, Wirte, Vektoren)
hinreichend beschrieben werden kénnen, um dann auf wissenschaftlicher Grundlage

Abwehrstrategien zu entwickeln [SUss et al., 2010].

Zeckenparalyse

Kasuistik

Ein 47jahriger Mann wurde aufgrund von seit zwei Tagen bestehender Doppelbilder,
Benommenheit und Gangstérungen stationdr aufgenommen. Er habe zwei Tage zuvor eine
vollgesogene Zecke vom rechten Scheinbein entfernt, an der Einstichstelle war noch ein
Eschar zu sehen. Eine aufgrund der neurologischen Symptomatik durchgefiihrte kraniale

Computertomographie und Magnetresonanztomographie waren unauffallig. Serologische
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Untersuchungen hinsichtlich FSME, Borreliose, Ehrlichiose und Babesiose blieben negativ.
Nach weiteren vier Tagen bildete sich die Symptomatik spontan zuriick, und der Patient

konnte ohne Residuen entlassen werden.

AuRer durch Ubertragung von Infektionserkrankungen kénnen Zecken, wie andere
Spinnentiere auch, durch Toxine Erkrankungen hervorrufen. Unter diesen Toxin-vermittelten
Erkrankungen ist die Zeckenparalyse die klinisch bedeutendste. Sie wird durch ein
Neurotoxin der Speicheldriisen von saugenden Zecken verursachte. Insbesondere in
Australien, Stidafrika und Nordamerika ist sie als veterindarmedizinisches Krankheitsbild gut
bekannt. Von den weltweit etwa 900 bekannten Zeckenspezies, wurden 59 Ixodidae
(Schildzecken) und 14 Argasidae (Lederzecken) mit der Zeckenparalyse in Verbindung
gebracht [Pienaar R., et al. 2018]. In Nordamerika wird meist die Schildzecke Dermacentor
andersoni als Verursacher genannt, weitere Spezies, sind unter anderem Dermacentor
variabilis, Amblyomma americanum, Amblyomma maculatum und Ixodes scapularis. In
Australien wird die Mehrzahl der Falle durch den Biss der Schildzecke Ixodes holocyclus
verursacht. Dort sind ungefahr 20.000 Haustiere sind jedes Jahr betroffen, menschliche Falle
sind selten. Zwanzig Todesfalle durch Vergiftung von Zecken-Neurotoxinen wurden in
Australien vor 1945 gemeldet, und flnf Falle schwerer Zeckenlahmungen bei Kindern
wurden in der Metropolregion Sydney 1972-1995 beschrieben [Rose, 1954; Grattan-Smith
et al., 1997; Miller 2002; Dworkin et al., 1999; Torres und Schlossberg, 2000; Vedanarayanan
et al., 2002]. In Europa wurden bisher nur sporadisch Falle der Zeckenparalyse berichtet,
wobei die Gattungen Haemaphysalis, Rhipicephalus, Hyalomma und Boophilus mit der

Zeckenparalyse assoziiert wurden [Torres und Schlossberg, 2000].

Nach Ausschluss von raumfordernden oder entziindlichen Hirnldsionen mittels MRT, sowie
dem serologischem Ausschluss der hdufigsten durch Zecken Gbertragenen Infektionen,
erscheint als Ursache der prompt reversiblen neurologische Stérung bei dem Patienten eine
Zeckentoxin-vermittelte Lihmung wahrscheinlich. In Europa wurde die Zeckenparalyse
bisher selten beschrieben und die Inzidenz moglicherweise unterschatzt. Bei passender
klinischer Prasentation und fehlendem Nachweis anderer Ursachen sollte dieses seltene
Erkrankungsbild in die differentialdiagnostischen Uberlegungen bei entsprechender

neurologischer Symptomatik nach einem Zeckenstich auch in Europa miteinbezogen werden.
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Abbildung 1.

Direkte und indirekte Nachweise des FSMEV in Mecklenburg-Vorpommern seit 2004 [Frimmel et al.,
2009, 2016, 2019] .
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In Deutschland werden vor allem die Erreger
der Lyme-Borreliose und das Virus der Friih-
sommer-Meningoenzephalitis (FSME) durch
Zecken {bertragen. Durch Zecken iibertragene
Ehrlichien, Babesien oder Rickettsien, die zu kli-
nischen Erkrankungen fiihren, wurden in
Deutschland nur in Einzelfdllen beobachtet
[7,15,23,24].

Das FSME-Virus ist das bedeutendste humanpa-
thogene Arbovirus (,arthropode borne virus*)
Zentraleuropas. Auf3er auf der Iberischen Halbin-
sel, in den Beneluxstaaten und im Vereinten Ko-
nigreich kommt die FSME tiberall in Europa und
in einigen Lindern Asiens vor [24, 27].

Das FSME-Virus ist ein RNA-Virus aus der Fami-
lie der Flavi-Viren, wie auch das Dengue-, Gelb-
fieber- oder West-Nil-Virus. Der in Deutschland
vorkommende zentraleuropdische Subtyp wird
meist durch Ixodes ricinus (Holzbock), der fern-
ostliche und der sibirische Subtyp am haufigsten
von Ixodes persulcatus (Taigazecke) {ibertragen
(Tab.1). Nach der FSME-Impfung oder nach
durchgemachter Infektion besteht eine Kreuzim-
munitat gegen alle drei Subtypen [24].

Die FSME-Erkrankung beginnt nach einer Inku-
bationszeit von wenigen Tagen bis maximal 4
Wochen (in der Regel 7-14 Tage). Bei etwa 70 %
der Fille kommt es zu grippeartigen Sympto-
men, wie Fieber, Kopf-, Hals- und Bauch-
schmerzen, sowie gelegentlichem Durchfall.
Nach einem beschwerdefreien Intervall von we-
nigen Tagen treten in der zweiten Krankheits-
phase eine Meningitis, Meningoenzephalitis
oder Meningoenzephalomyelitis mit plétzlich
einsetzenden heftigen Kopfschmerzen und Mii-
digkeit auf. Lihmungen bis hin zu Para- oder
Tetraplegien und Hirnnervenparesen konnen
folgen. Typisch fiir die FSME sind neben Be-
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Tab. 1 FSME-Virus-Subtypen (Auswahl).
FSME-VIRUS
Europdischer  Fernostlicher Sibirischer
Subtyp Subtyp Subtyp
Hanzalova Absettarov Aina Stamm
Stamm Stamm
Hypr Stamm  Sofjin Stamm Vasilchenko Stamm
Kumlinge Latvi-1-96 Stamm
Stamm
Neudorfl
Stamm

wusstseinsstorungen eine Stand- und Gangata-
xie, fokale und generalisierte Anfille, ein Inten-
tionstremor sowie seltener extrapyramidale
Symptome wie Rigor, Hypokinese und Bradydi-
adochokinese. Nach 1-3 Wochen kommt es bei
etwa 35% der Patienten zur Ausheilung. Blei-
bende Residualschdden wie Paresen oder Ata-
xie werden bei bis zu 30% der schweren Verldu-
fe beschrieben. Die Tendenz zu schweren Ver-
ldufen steigt mit zunehmendem Lebensalter
insbesondere bei Meningoenzephalitis und My-
elitis [4,10,11].

Die Zahl der humanen FSME-Infektionen hat sich
in Europa seit 1983 mehr als verdreifacht
[25, 26]. Auch in Hohenlagen wird die FSME ver-
mehrt beobachtet. Im Juli 2008 wurde in den 0s-
terreichischen Alpen, in einer Héhe von 1500 m
iiber dem Meeresspiegel, die FSME durch nicht
pasteurisierte Ziegenmilch auf sechs Menschen
tibertragen [1,8,29].

In Deutschland stieg die Zahl der FSME-Risikoge-
biete (Definition Kasten 1) in den letzten drei
Jahren von 96 auf 136 [16, 17]. Es wird vermutet,
dass neben milden Wintertemperaturen und
Verdanderungen des Wildbestandes auch das
Freizeitverhalten und die Durchimpfungsrate
der Bevolkerung Einfluss auf die Verbreitung von
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Ixodes ricinus und auf das vermehrte Auftreten von FSME haben
[1,2,14,19].

Definition eines FSME-Risikogebietes (Robert-Koch-Institut):
Ein Kreis wird als FSME-Risikogebiet definiert, wenn die
Anzahl der tibermittelten FSME-Erkrankungen in den Zeit-
raumen 2002 bis 2006, 2003 bis 2007 oder 2004 bis 2008
im Kreis oder in der Kreisregion (bestehend aus dem be-
treffenden Kreis plus allen angrenzenden Kreisen) signifi-
kant (p < 0,05) hoher liegt als die bei einer Inzidenz von 1
Erkrankung/100000 Einwohner erwartete Fallzahl.

Das FSME-Virus wurde bei 0,5-2% der niichternen Zecken und
bei 7-20% der vollgesaugten Zecken in den gleichen Gebieten
nachgewiesen. Das ldsst darauf schlieBen, dass die Blutmahlzeit
zu einer Virusvermehrung in der Zecke fiihrt [26].

Zwischen 1960 und 1985 wurden in Mecklenburg-Vorpommern
(MV) bei Neustrelitz vier humane FSME-Faille beobachtet
[5,20,21], 1992 wurden zuletzt natiirliche FSME-Herde in Ze-
cken beschrieben [20,22]. Zwischen 1993 - 2004 wurden insge-
samt 16089 Zecken in MV negativ auf FSME getestet (unverof-
fentlichte Daten des Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales,
MV), daher galt MV als FSME frei.

Wir fassen drei autochthone, humane FSME-Fille zusammen,
die von 2004 bis 2006, also erstmals nach 19 Jahren in MV wie-
der aufgetreten sind [3,5] (© Abb. 1) und beschreiben die ge-
zielte Suche nach natiirlichen FSME-Herden durch den FSME-
Virusnachweis in niichternen und gesogenen Zecken.

Die Zahl der FSME-Infektionen in Europa hat zugenommen,
FSME-Viren wurden in nordlicheren Gebieten sowie in
groBeren Hohenlagen nachgewiesen. Der letzte FSME-
Nachweis in Zecken in Mecklenburg-Vorpommern war
1992. Zwischen 2004 und 2006 traten in Mecklenburg-Vor-
pommern drei autochthone FSME-Félle bei Menschen auf.

Fallbeispiele

v

Fall 1

Ein ungeimpfter 61-jahriger Patient wurde am Woblitzsee, nahe
Neustrelitz (© Abb. 1), Ende Mai 2004 von einer Zecke in die linke
Leiste gestochen. Noch am selben Nachmittag entfernte er die Zecke.
Neun Tage spater hatte er Fieber und Kopfschmerzen fiir drei Tage.
Nach einem symptomfreien Intervall wurde er drei Wochen nach
dem Stich mit Fieber, Somnolenz, verwaschener Sprache, verlang-
samter Feinmotorik und einer ungerichteten Fallneigung stationdr
aufgenommen. Die Liquordiagnostik ergab eine diskrete Pleozytose,
eine EiweiRerh6hung und liquorstdndige IgM-Produktion. FSME-
IgG- und IgM-Antikérper waren im Serum und im Liquor positiv
(ELISA). Nach langsamem Riickgang der Symptomatik war der Pati-
ent 44 Tage nach dem Zeckenstich wieder vollstindig genesen [5].

Fall 2

Eine ungeimpfte 69-jdhrige Frau aus Stralsund wurde im No-
vember 2005 aufgrund einer zeitweiligen Desorientiertheit mit
diffuser Schwindelsymptomatik und Bewusstseinstdrungen in

Thiessow

Abb. 1 Gebiete mit autochthonen FSME-Fallen in Mecklenburg-Vorpom-
mern 2004-2006 und Zecken-Fanggebiete 2007.

das Krankenhaus eingewiesen. Die Patientin berichtete von re-
gelmadRigen Zeckenstichen auf einem Zeltplatz in Thiessow auf
Riigen (© Abb. 1), wo die Patientin Dauercamperin ist. In der
Woche vor der stationdren Aufnahme klagte die Patientin tiber
diffuse, dumpf-driickende Kopfschmerzen, Husten und ein all-
gemeines Krankheitsgefiihl. Bei Aufnahme zeigte sich eine Leu-
kozytose im peripheren Blut und eine geringfiigige EiweiRerho-
hung des Liquors mit einer leichten Schrankenstérung. Anfang
Dezember erfolgte der positive FSME-IgM und -IgG-Antikorper-
Nachweis im Serum. Im weiteren Verlauf normalisierte sich der
psychische Zustand der Patientin und sie konnte nach neun Ta-
gen ohne neurologische Defizite nach Hause entlassen werden.

Fall 3

Ein ungeimpfter 76-jahriger Patient wurde Ende Juni 2006 we-
gen rezidivierendem Fieber bis 40°C, Kopfschmerzen, Somno-
lenz, Kreislaufdysregulation und Tetraparese stationdr aufge-
nommen. Er war Anfang Juni in der Ndhe von Boldekow im
Landkreis Ostvorpommmern von einer Zecke gestochen wor-
den. Der Liquor zeigte eine geringgradige EiweiRerhohung,
FSME-IgM und -IgG-Antikérper wurden im Serum nachgewie-
sen. Nach 17 Tagen im Akutkrankenhaus erfolgte die Verlegung
in ein neurologisches Rehabilitationszentrum, von wo der Pati-
ent nach zwei Monaten bei voller Mobilitdt und Selbstdndigkeit,
mit lediglich diskretem feinmotorischen Defizit, entlassen wur-
de.

FSME-Nachweis in Zecken

v

In jeder Region in der ein Fall von FSME beschrieben wurde,
wurden niichterne Nymphen gesammelt. Je 50 Nymphen pro
Region wurden einzeln bei minus 80°C eingefroren und danach
wie unten beschrieben, aufgearbeitet.

Weitere 50 Nymphen aus jeder Region wurden zur Blutmahl-
zeit an Mduse angesetzt. Je zehn Nymphen wurden in einer
Kammer (ein abgeschnittener 10 ml-Spritzenkolben mit Deckel)
auf dem proximalen Riicken einer 12 Wochen alten immun-
kompetenten NMRI-Maus (Naval Medical Research Institute)
mit Latex-Klebstoff befestigt und mit Gaze an der Maus fixiert.
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Nach fiinf Tagen wurden die lebenden und vollgesogenen Ze-
cken mit Pinzetten entfernt, einzeln bei minus 80°C eingefroren
und danach wie unten beschrieben aufgearbeitet.

Jede Zecke wurde mit Micropistills in 200 ul steriler 0,9%-iger Koch-
salz-Lésung in einem 1,5 ml-Tube homogenisiert. Die RNA-Isolie-
rung erfolgte mit dem ,DNeasy® blood and tissue kit" von Qiagen.
Nach der Isolation wurde eine nested Reverse-Transkriptase-Poly-
merase-Kettenreaktion (nRT-PCR) mit drei Primern durchgefiihrt
[19]. 5 pl jedes positiven PCR-Ergebnisses wurden auf ein 1%-iges
Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Gel aufgetragen und mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt. Die Konzentration des DNA-
Amplifikates wurde mit GeneQuant Il gemessen und die amplifizier-
te DNA wurde sequenziert. Die DNA-Sequenzanalyse wurde mittels
BLAST®-Version 2.2.18 (National Center of Biotechnology and Infor-
mation, Bethesda, MD, USA) und MEGA 4.0 (Center for Evolutionary
und Functional Genomics, Tempe, AZ, USA) durchgefiihrt.

Die Statistik wurde mit SPSS 11.0 berechnet (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Die FSME-Virus Pravalenz in gesogenen und niichternen Nym-
phen jeder Region wurde mittels Fishers-Exact-Test verglichen.

Aus den Gebieten in denen humane FSME-Fille aufgetre-
ten waren, wurden Zecken gesammelt und zum Teil nach
einer Blutmahlzeit auf Labormdusen (NMRI) mittels PCR
auf das Vorliegen von FSME-RNA untersucht.

Ergebnisse

v

Alle drei Patienten waren mindestens vier Monate vor Beginn der
Erkrankung nicht verreist, bei einer Inkubationszeit von maximal
vier Wochen konnte eine importierte FSME ausgeschlossen wer-
den.

Zwischen Februar und Mai 2007 wurden Ixodes-ricinus-Nymphen
durch ,flagging” in den drei Regionen gesammelt, in denen die Fal-
le von FSME beschrieben wurden: am Woblitzsee bei Neustrelitz,
bei Boldekow nahe Anklam und in Thiessow auf Riigen. Beim , flag-
ging" wird ein grof3es weiBes Tuch an einem Stock befestigt und
tiber Graser und Biische gezogen. Die Zecken werden dann mit ei-
ner Pinzette vom Tuch abgesammelt. Insgesamt wurden 250 Ixo-
des-ricinus-Nymphen einzeln aufgearbeitet. RNA wurde aus je 50
ungesogenen Zecken pro Region und aus den an Mdusen gesoge-
nen Zecken vom Woblitzsee (27 Zecken), aus Thiessow (39 Zecken)
und aus Boldekow (34 Zecken) isoliert.

Sechs von 250 (2,4%) Nymphen waren in der FSME-PCR positiv.
Vom Woblitzsee waren drei von 50 (6%) der niichternen und
eine von 27 (3,7%) der gesogenen Nymphen positiv. Aus Thies-
sow war eine von 50 (2%) der niichternen und eine von 39
(2,6%) der gesogenen Nymphen positiv. Aus Boldekow war kei-
ne der Zecken positiv. Es zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Infektionsraten von gesogenen und niich-
ternen Zecken (p > 0,05). Die Sequenzen wiesen eine Homologie
von 91-98% fiir den Neudoerfl-Stamm des europdischen FSME-
Subtyps auf. Alle Proben hatten eine Punktmutation von T zu A
an Position 98, die zwei Sequenzen aus Thiessow auch an den
Positionen 140 und 143 (© Abb. 2).
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Rel TICGGACAGC ATTAGCAGCG GTTGGTTTGA AAGAGATATT CTTTTGTTTC TACCAGTCGT A02210
Wuol .
Wu0s

AGCTTAGGAG A

A02210

61 GAACGTGTTG
T T6. .

AGAGCT GGGGATGGIC RAGRAGGC
.c --G..

& W58

T£16.2 ..

121 TCCTGAAAGG TAAGGGGGGC GGTCCCCCTC GACGAGTGTC GAAAGAGACC GCAA A02210
Wu01 A

Wu09
Wul0
WES.5
Tu30 ..
T£16.2 ..

Abb. 2 RNASequenzen verglichen mit dem FSME-Stamm A02210 (Neudo-
erfl). Re=Referenzstamm A02210 Neudoerfl, Wu=Woblitzsee, niichterne
Zecke, Wf=Woblitzsee, gesogene Zecke, Tu=Thiessow/Rligen niichterne
Zecke, Tf=Thiessow/Riigen gesogene Zecke, ,....“ bedeutet Homologie zum
Referenzstamm, unterstrichen sind die Primer-Bindestellen.

Bei insgesamt 2,4% der Zecken aus zwei von drei Fang-
gebieten gelang der FSME-Nachweis.

Diskussion

v

Nachdem in MV seit 1985 keine FSME-Infektionen beim Menschen
aufgetreten waren und von 1992 bis 2004 keine FSME-Viren in Ze-
cken gefunden wurden, galt MV als FSME-frei. Das erneute Auftre-
ten von FSME-Erkrankungen nach 19 Jahren zeigt, dass FSME-Her-
de auch nach vielen Jahren nicht erldschen oder erneut von infi-
zierten Zecken besiedelt werden. Moglicherweise ist in den letzten
Jahren bei Meningoenzephalitiden die FSME differentialdiagnos-
tisch nicht beriicksichtigt und so tibersehen worden. Der Nachweis
des FSME-Virus in Zecken in zwei der drei Waldgebieten, in denen
2004 und 2005 auch humane Félle von FSME aufgetreten waren,
lasst ein ahnlich fokales Vorkommen von FSME in Naturherden
vermuten, wie es aus Endemiegebieten beschrieben wird.

Der erste Nachweis des FSME-Virus in Zecken in MV seit 15 Jahren
konnte durch die warmeren Wintertemperaturen erklart werden,
die eine hohere Aktivitdt der Zecken und so eine héhere Anzahl von
Zeckenstich-Expositionen bedingen [2,6,9,14]. Der Winter 2006/
2007 war der warmste Winter in Deutschland seit Einfiihrung der
jahrlichen Temperaturstatistik 1901. In MV wurde eine durch-
schnittliche Temperatur von 4,6°C und damit 4,4°C tiber dem lang-
jahrigen Durchschnitt gemessen [12]. Der fehlende Nachweis von
FSME in mehr als 16000 Zecken von 1992 - 2004 kann auch da-
durch erkldart werden, dass das Virus fokal auftritt und die Sammel-
gebiete diese streng umschriebenen, z.T. sehr kleinen Herdgebiete
nicht umfassten. Auch durch die weit verbreitete Praxis der Unter-
suchung von Pools von 3 - 10 adulten Zecken oder von bis zu 200
Nymphen kann sich die RNA-Konzentration unter die Nachweis-
grenze verdiinnen. Besonders in Regionen mit niedriger FSME-Vi-
rus-Pravalenz kénnen so negative Ergebnisse vorgetauscht werden.
Daher wurden alle Nymphen in unserer Studie einzeln aufgearbei-
tet. Dabei waren insgesamt sechs von 250 Zecken in der nRT-PCR
FSME-Virus-positiv. Nahe dem Woblitzsee, wo 2004 ein autochtho-
ner klinischer Fall von FSME gemeldet worden war, waren vier von
77 Zecken FSME-Virus-positiv. In Thiessow, am stiddstlichen Teil
von Riigen waren zwei von 89 Zecken FSME-Virus-positiv.
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Der FSME-Virus-Nachweis war in Zecken, die auf Menschen ge-
sogen hatten, bis zu 21,5-fach haufiger positiv als in niichternen
Zecken [26]. Daher lieSen wir einen Teil der in unserer Studie
gesammelten Zecken auf Mdusen saugen, um durch die postu-
lierte Virusvermehrung wdhrend der Blutmahlzeit eine héhere
Ausbeute von FSME-Viren in gesogenen Zecken zu finden. Wir
fanden tberraschenderweise auch in nicht gesogenen Zecken
FSME-Virus, konnten allerdings zwischen gesogenen und niich-
ternen Nymphen keinen signifikanten Unterschied feststellen.
,Co-feeding", das gleichzeitige Saugen mehrerer Zecken an glei-
cher Stelle eines Wirtes, kann die Virusiibertragung von infizier-
ten adulten Zecken auf nicht-infizierte Nymphen beglinstigen
[13], dies war in unserer Studie jedoch nicht der Fall.

Wir konnten zeigen, dass in ,Nicht-Risikogebieten* natiirliche
FSME-Virus-Herde entweder unerkannt {iber lange Zeit persis-
tieren oder auch nach Jahren wieder aktiv werden kénnen. Wei-
tere Untersuchungen in MV erscheinen notwendig, um weitere
nattirliche FSME-Virus-Herde zu erkennen, und um mogliche
Risikogebiete friihzeitig zu identifizieren. Untersuchungen von
FSME-Virus-Reservoirs, wie z.B. Mdusen, kénnten die bisheri-
gen Daten sinnvoll erganzen. Es wird hier erneut deutlich, dass
Endemiegebiete einer viralen Zoonose wie der FSME nur durch
Untersuchung aller Teilnehmer an diesem komplexen Gesche-
hen (Erreger, Wirte, Vektoren) hinreichend beschrieben werden
kénnen, um dann auf wissenschaftlicher Grundlage Abwehr-
strategien zu entwickeln [28].

Es konnte gezeigt werden, dass FSME-Naturherde tiber
Jahrzehnte nicht erléschen. Auch in Nicht-Risikogebieten
ist die FSME als Differenzialdiagnose von Enzephalitiden zu
beriicksichtigen.

Konsequenz fiir Klinik und Praxis

»Keine generelle FSME-Impfempfehlung fiir Mecklenburg-
Vorpommern bzw. die genannten Gebiete.

»Vermehrte differentialdiagnostische Berticksichtigung der
FSME bei der Abkldrung von Meningoenzephalitiden nach
Zeckenstich auch in Nicht-Risikogebieten.

»Zecken sollen gezielt an Orten gesammelt werden, an denen
klinische FSME-Fille oder andere Hinweise auf ein Virusvor-
kommen (Antikdrper- oder Virusnachweis bei Tieren) vorliegen.

»Untersuchung von Zecken auf das Vorhandensein von FSME-
Viren méglichst nicht in Pools.

Autorenerklarung: Die Autoren erkldren, dass sie keine finanzi-
ellen Verbindungen mit einer Firma haben, deren Produkt in
dem Artikel eine wichtige Rolle spielt (oder mit einer Firma, die
ein Konkurrenzprodukt vertreibt).
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The incidence of tick-borne encephalitis has risen in Europe since 1990 and the tick-borne encephalitis virus (TBEV) has been
documented to be spreading into regions where it was not previously endemic. In Mecklenburg-West Pomerania, a federal state
in Northern Germany, TBEV was not detectable in over 16,000 collected ticks between 1992 and 2004. Until 2004, the last human
case of TBE in the region was reported in 1985. Following the occurrence of three autochthonous human cases of TBE after 2004,
however, we collected ticks from the areas in which the infections were contracted. To increase the chance of detecting TBEV-
RNA, some of the ticks were fed on mice. Using nested RT-PCR, we were able to confirm the presence of TBEV in ticks for the first
time after 15 years. A phylogenetic analysis revealed a close relationship between the sequences we obtained and a TBEV sequence
from Mecklenburg-East Pomerania published in 1992 and pointed to the reemergence of a natural focus of TBEV after years of low
activity. Our results imply that natural foci of TBEV may either persist at low levels of activity for years or reemerge through the

agency of migrating birds.

1. Introduction

Tick-borne encephalitis (TBE) is the most widespread arthro-
pod-borne viral disease in central Europe. The TBE virus
belongs to the genus Flavivirus (Fam. Flaviviridae), which has
three different subtypes: the European subtype, transmitted
by Ixodes ricinus, and the Siberian subtype and the Far
Eastern subtype, both transmitted by Ixodes persulcatus. The
European subtype is found in all European countries except
the Benelux and Great Britain [1, 2].

The incidence of TBE in Europe has risen dramatically
since 1990 [3-5]. Comparing the periods from 1974 to 1983
and 1994 to 2003, the average increase in TBE infections in
humans in ten European countries was 311% [5]. In Germany,
the number of reported TBE cases increased from 254 in 2001
to a maximum of 546 in 2006 and the number of areas at
risk for TBE transmission increased from 96 in 2005 to 137

in 2012 [6]. Epidemiological analyses of the two decades from
1991 to 2000 and 2001 to 2010 in Germany show a significant
(P < 0.001) increase in morbidity to 199.4% [2]. 410 TBE
infections were reported in 2013 [7]. In Bavaria and Baden-
Wurttemberg, 0.5 to 2% of unfed ticks have been shown to be
TBEV-infected. However, in fed ticks removed from humans,
TBEV RNA was detected in 7 to 20% in endemic areas of high
risk, indicating that the infection rate in fed ticks can be up
to 21.5 times higher than in unfed ticks. On this basis it has
been hypothesized that a blood meal leads to an increase in
virus replication [5].

Over the last few years, the TBE virus has been doc-
umented to be spreading into regions where it was not
previously endemic. Not only has it been detected in more
northern areas such as Denmark and Norway, it has also been
found at higher altitudes, including the Krkonose Mountains
in the Czech Republic and the Austrian Alps [2, 4, 8-11].
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[l 1992 collection sites
(a) Ahrenshoop
(b) Miiggenburg (Zingst)
(c) Koserow
(d) Lake Schmollensee
(e) Ahlbeck

* 2007 collection sites
(1) Thiessow
(2) Boldekow
(3) Lake Woblitz

Ficure 1: Tick-collection sites from 2007, where autochthonous
cases of TBE have appeared in Mecklenburg-West Pomerania since
2004 and natural TBEV foci of 1992.

In July 2008, six human TBE virus infections occurred after
consumption of unpasteurized goat’s milk at an altitude of
1,500 meters a.s.l. [8]. The incidence of TBE depends on the
density of infected host-seeking ticks, the level of exposure,
and the vaccination rate of the population [5, 12, 13].

Mecklenburg-West Pomerania had never been declared as
an area of risk according to the definition of the public health
authority, but few autochthonous cases and TBEV-RNA
detection in ticks showed a low activity of the virus in the past:
from 1960 to 1985, four human cases of TBE were reported
east of the town Neustrelitz in Mecklenburg-West Pomerania
[6, 14, 15], and natural foci of TBEV were detected in tick
pools in North East Germany using RT-PCR in 1992 [14, 16]
(Figure 1). Between 1992 and 2003, a total of 16,089 ticks
tested negative for TBEV in Mecklenburg-West Pomerania
and it was thought that TBEV had disappeared from this
area (Health Department of the State of Mecklenburg-West
Pomerania, unpublished data) [17].

Then, in 2004, the first autochthonous case of TBE in
Mecklenburg-West Pomerania for 19 years was reported from
Lake Woblitz (near Neustrelitz), to be followed by one case in
the village of Boldekow near Anklam and one in Thiessow on
the island of Ruegen [18, 19] (Figure 1). This led us to search
for natural foci of TBEV in the regions where these cases
appeared.

The aim of this study was to evaluate the prevalence of
TBE virus in fed and unfed nymphs of Ixodes ricinus in
Mecklenburg-West Pomerania.

BioMed Research International

2. Animals, Material, and Methods

Between February and May 2007, 300 Lxodes ricinus ticks
were collected by flagging in the regions of Lake Woblitz
(Neustrelitz), Boldekow near Anklam, and Thiessow on the
island of Ruegen (Figurel). 50 unfed nymphs from each
region were processed immediately as described below or
frozen separately at —80°C. Another 50 nymphs from each
region were put to feed on mice.

Tick-feeding chambers were prepared as follows: 10 ml
syringes (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) were
cut to a length of 10mm and fixed with gauze to the
proximal back of a 12-week-old immunocompetent NMRI
(Naval Medical Research Institute) mouse from conventional
(open-caged) housing, with health status control. Supplier
of the mice: Harlan Laboratories, Inc. (Rossdorf, Germany).
Ten Ixodes ricinus nymphs were placed together in one
feeding chamber for five days. The engorged ticks were then
removed with pointed tweezers and used for RNA isolation
as described below or frozen separately at —80°C. Only 100 of
150 fed ticks were engorged and alive when we removed the
feeding chambers and were processed as described below.

Each tick (fed and unfed) was processed separately to
avoid possible RNA dilution by pooling. Each tick was
homogenized using a sterile micropistill (Eppendorf, Ham-
burg, Germany) and then mixed in 200yl sterile 0.9%
NaCl solution in a 1.5ml tube. RNA and DNA isolation
was performed using the DNeasy blood and tissue kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions without adding RNase to the procedure. This
method was chosen in order to copurify DNA from ticks
for further studies. After isolation, a nested RT-PCR was
performed as described [20], using the primers Ppl (5'-
GCG TTT GCT TCG GAC AGC ATT AGC-3') and Pml
(5'-GCG TCT TCG TTG CGG TCT CTT TCG-3') for the
first PCR step and Pp2 (5'-TCG GAC AGC ATT AGC AGC
GGT TGG-3') and Pm2 (5-TGC GGT CTC TTT CGA
CAC TCG TCG-3') for the second PCR step. 5ul of each
PCR product was analyzed by electrophoresis on 1% tris
acetate EDTA (TAE) gel. The positive PCR products were
then excised from the gel and transferred separately to 1.5 ml
tubes, where they were purified using the gel extraction kit
(Qiagen, Hilden, Germany). The DNA concentration was
measured using GeneQuant IT (Pharmacia Biotech, Freiburg,
Germany) and the PCR products were sequenced (MWG
Biotech, Ebersberg, Germany).

A DNA sequence analysis was performed using BLAST
version 2.2.18 (National Center of Biotechnology and Infor-
mation; Bethesda, MD, USA) and MEGA 4.0 (Center for
Evolutionary and Functional Genomics, NCBI, Tempe, AZ,
USA) to confirm TBEV subtypes and detect point muta-
tions. As reference strains, the TBEV sequences Neudoerfl
(U27495.1), Salem (FJ572210.1), Hypr (U39292.1), and Toro-
2003 (DQ401140.2) were used.

A phylogenetic analysis was carried out using the pro-
gram CLC main workbench version 5.0 (CLC bio, Aarhus,
Denmark). A phylogenetic tree was created using the neigh-
bour joining method (1000 replicates).
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F1GURE 2: Phylogenetic tree (neighbour joining method) for 25 isolates of Flavivirus. Branch lengths reflect relative genetic distances between
isolates. Figures at branching points represent bootstrap values. Isolate names in grey boxes designate type references for particular genetic

assemblages.

Statistical analysis was performed with SPSS 11.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). TBEV prevalence among fed and
unfed nymphs from each region was compared using Fisher’s
exact test.

3. Results

A total of 250 Ixodes ricinus nymphs were processed. RNA
was isolated from 50 unfed ticks from each region and from
those ticks which were alive and intact after feeding (27 from
Lake Woblitz, 39 from Thiessow, and 34 from Boldekow).

A total of six ticks (2.4%) were tested positive for TBEV:
three of 50 unfed (6%) and one of 27 fed nymphs (3.7%)
from Lake Woblitz, along with one of 50 unfed (2%) and
one of 39 fed nymphs (2.6%) from Thiessow. Neither fed nor
unfed nymphs from Boldekow were TBEV-RNA positive. The
difference between the infection rates in fed and unfed ticks
was not significant (P > 0.05).

The RNA sequences detected were broadly homologous
to described TBEV strains, as the phylogenetic analysis
shows (Figure 2). The sequence Wu 01 (tick from Lake
Woblitz, unfed) was shown to be closely related to the tick-
borne encephalitis virus isolates Neudoerfl (U27495.1), Salem
(FJ572210.1), Hypr (U39292.1), and Toro-2003 (DQ401140.2)
(92% homology in every case).

Wu 09 (Lake Woblitz, unfed) showed 100% homology to
the TBEV isolates Neudoerfl, Salem, Hypr, and Toro-2003.

Wu 10 (Lake Woblitz, unfed) showed 98% homology to
the TBEV isolates Neudoerfl, Salem, Hypr, and Toro-2003.

Wf 5.5 (Lake Woblitz, fed) showed 100% homology to the
TBEYV isolates Neudoerfl, Salem, Hypr, and Toro-2003.

Tu 30 (Thiessow, unfed) was 100% homologous to TBEV
Hypr and TBEV Toro-2003 and 99% homologous to TBEV
Neudoerfl and TBEV Salem.

Tf16.2 (Thiessow, fed) showed 100% homology to the tick-
borne encephalitis virus isolates Neudoerfl, Salem, Hypr, and
Toro-2003.

The phylogenetic analysis revealed a close relationship
of all six positive sequences and a TBEV sequence (1Z11/92)
from Mecklenburg-East Pomerania obtained in 1992 (Siiss
1997). The results of the phylogenetic analysis of the sequence
data are shown in Figure 2.

4, Discussion

Six of 250 ticks (2.4%) were TBE virus-positive in the nested
RT-PCR. This is the first proof of natural TBE foci in
Mecklenburg-West Pomerania since 1992. In 1992, Siiss et
al. analyzed 18,760 unengorged ticks subdivided into 260
pools using n-RT-PCR and southern blot hybridization.
Two tick pools from the Darss peninsula (near the villages
Ahrenshoop and Miiggenburg) and three tick pools from the
island of Usedom (the villages Ahlbeck, Schmollensee, and
Koserow) were found to be TBEV-positive, and one sequence
was published (IZ-11/92) [14, 16, 21] (Figure 1). In the after-
math of this study over 16,000 ticks were collected between
1993 and 2003 but none was found to be TBEV-positive,
leading to the assumption that natural foci were extinct or
only present at an extremely low level of activity (Health
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Department of the State of Mecklenburg-West Pomerania,
unpublished data) [17].

In 2004, a clinically proven case of TBE infection was
reported from a campsite near Grofl Quassow on Lake
Woblitz [15], and in 2007 we collected and analyzed ticks from
this region. Four of 77 (5.2%) ticks were TBEV-positive with
nested RT-PCR. In Thiessow in the south-east of the island
of Ruegen, where another autochthonous case occurred in
2005, two out of 89 (2.2%) ticks were TBEV-positive with
nested RT-PCR. In Boldekow near Anklam where the third
autochthonous case was reported, all 84 ticks we investigated
tested negative for TBEV.

The TBEV sequences obtained displayed a high level of
homology with the European prototype strain Neudoerfl and
distinct western TBEV subtype isolates (Figure 2). The close
relationship between the sequences we found and the single
published sequence from Usedom from the year 1992 (IZ-
11/1992) may indicate that the TBEV-foci in Mecklenburg-
West Pomerania persisted over the years at low levels of
activity. Data for the remaining sequences from 1992 from
Usedom and the Darss peninsula are, unfortunately, not
available (Figures 1and 2) [14, 16].

This first evidence of TBEV in ticks for 15 years might
be explained by warmer winter temperatures leading to an
increase in tick activity [22]. The winter of 2006/2007 was
the warmest in Germany since annual temperature statistics
began to be recorded in 1901. An average temperature of
4.6°C was measured in Mecklenburg-West Pomerania, a
deviation of +4.4°C from the previous longstanding average
temperature [23].

A possible explanation for the relatively high prevalence
of TBEV-RNA in nymphs in our study compared to the
unsuccessful detection of TBEV-RNA in the previous years
in Mecklenburg-West Pomerania may lie in the fact that we
processed the ticks separately without pooling them. The
widespread practice of detecting TBEV-RNA by PCR from
pools of 3 to 10 adult ticks or pools of up to 200 nymphs may
dilute the total RNA concentration of the specimen below
the detection limit. In geographic regions with relatively low
TBEV prevalence in particular, this may lead to a distortion
of results and a bias towards TBEV-negativity.

The TBEV detection rate has been reported to be up to
21.5 times higher in ticks fed on humans than in unfed ticks
[5]. On the basis of these data, we expected the prevalence of
TBEV to be higher in our fed ticks due to the hypothetical
increase in virus replication during the blood meal. However,
we were unable to determine a significant difference in TBEV
infection rates in fed versus unfed nymphs for either Lake
Woblitz (1 versus 3) or Thiessow (1 versus 1) in our study.

PCR-inhibitors from blood may have biased the results,
though according to the DNA and RNA isolation protocol,
inhibitors should have been sufficiently eliminated. Cofeed-
ing (feeding closely together on the same animal) has been
shown to support virus transmission from infected adults to
uninfected nymphs [24, 25] but we did not observe this in our
study (which anyway involved the feeding of nymphs only).

Our results imply that natural TBEV foci can latently
persist at low levels of activity for years. This is exemplified
by the area around Lake Woblitz, near Neustrelitz, which was
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a focus of TBE between 1960 and 1985, during which four
clinical cases were reported, after which the next case did not
occur until 2004 [2, 14, 15]. The close relationship between the
sequences reported in this study and a TBEV strain found
on the island of Usedom in 1992 supports this hypothesis.
Another possible scenario is that TBEV may have reemerged
in extinct natural foci through the agency of migrating birds.
This hypothesis could also apply to the emergence of TBEV in
Thiessow on the island of Ruegen. Together with other coastal
areas of Mecklenburg-West Pomerania, Ruegen is a rest stop
for more than 27 species of water bird and over five million
migratory birds annually along the Atlantic flyway [26]. The
theory that migrating birds act as hosts and transport media
for ticks could also explain TBE in another setting in South
West Germany, where at a monkey park in 2006 a closely
related TBEV strain was isolated from the brain tissue of
an infected, naturally exposed monkey (Macaca sylvanus)
[27, 28].

Further studies using unpooled ticks from Mecklenburg-
West Pomerania are needed if we are to obtain complete
prevalence data for this region and detect possible new risk
areas for TBE infection early. Examining TBEV reservoirs,
such as mice, goats, and sheep, which can function as
sentinels, and returning to explore the natural foci described
in 1992 may generate results that would serve as a useful
addition to the present data [29].
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four samples tested positive using NT.

The four TBEV-positive sera confirmed by NT constitute the first detection of TBEV-antibodies in sera
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Wild game of wild game in Mecklenburg-Western Pomerania since 1986-1989. This underlines that the serological
Wild boar examination of wild game can be a useful tool in defining areas of possible TBEV infection, especially in
Deer areas of low TBEV-endemicity.

© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

Tick-borne encephalitis (TBE) is the most widespread tick-
transmitted viral disease in central Europe. The TBE virus (TBEV)
belongs to the genus Flavivirus (Fam. Flaviviridae), which has three
different subtypes: the European subtype, transmitted mainly by
Ixodes ricinus, the Siberian subtype and the Far Eastern Subtype,
both of which are transmitted mainly by Ixodes persulcatus (Siiss,
2011).

Wild game and domestic animals usually develop an antibody
titer after infection with TBEV without showing specific clinical
signs of illness (Nosek et al., 1967; Duscher et al., 2015). These
animals are only viremic for a very short time, but as their anti-
bodies persist over a longer period, they are useful sentinels for
TBEV (Gerth et al., 1995; Klaus et al., 2012; Jaenson et al., 2012;
Balling et al., 2014; Duscher et al., 2015; Imhoff et al., 2015). Fur-
thermore, it has been shown for the Czech Republic that the size
of the wild boar population correlates positively with the annual

* Corresponding author at: Ernst—Heydemann—Strasse 6, D—18057. Rostock,
Germany.
E-mail address: silvius.frimmel@med.uni-rostock.de (S. Frimmel).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ttbdis.2016.08.004
1877-959X/© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

incidence of TBE. In the Czech Republic, Belgium, Croatia and in
other European countries, surveys of wild animal species have suc-
cessfully been performed to highlight possible risk areas of TBEV
transmission (Balling et al., 2014; Kriz et al., 2014; Duscher et al,,
2015; Imhoff et al., 2015).

Mecklenburg-Western Pomerania, a federal state in the north
east of Germany, has never been declared a risk area according to
the definition used by the German public health authority, but a
few autochthonous cases, along with TBEV-RNA detection in ticks,
have shown a low level of activity in natural foci of the virus in the
past. Between 1992 and 2003, a total of 16,089 ticks tested negative
for TBEV in Mecklenburg-Western Pomerania and it was thought
that TBEV had disappeared from this area (Health Department of
the State of Mecklenburg-Western Pomerania, unpublished data;
Klaus et al., 2010). In 2004 the first autochthonous case of human
TBEV infection for 19 years was reported, to be followed by other
autochthonous human cases. Ticks collected from the areas where
the human infections occurred were shown to harbour TBEV-RNA
for the first time in 15 years (Siiss et al., 1992; Hemmer et al., 2005;
Robert Koch Institute, 2007; Frimmel et al., 2010, 2014).

From 1986-1989 on the Island of Usedom (in the eastern part of
Western Pomerania), 5 of 500 samples of wild boar and deer were
seropositive for TBEV (Siiss et al., 1992). A recent seroprevalence
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Table 1

Results and sampling locations of sera tested positive by ELISA and SNT, sorted by positivity using SNT and district.

District Georeference Location Species ELISA (VIEU) result ELISA interpretation SNT result SNT interpretation
VR 54,4277 Zingst Red deer 166 + 160 +
12,7696
VR 54,4277 Zingst Fallow deer 166 + 10 +
12,7696
VG 53,7089 Meiersberg Red deer 188 + 60 +
13,9274
VG 53,6333 Spechtberg Roe deer <5 - 20 +
14,0333
VR 54,4277 Zingst Wild boar 171 + <10 -
12,7696
VG 53,4869 Pasewalk Wild boar 152 + <10 -
14,0334
VG 53,4869 Pasewalk Wild boar 106 (+) <10 -
14,0334
LUP 53,4514 Granzin Wild boar 215 + <10 -
11,1454
LUP 53,4738 Greven Wild boar 170 + <10 -
10,7915
LUP 53,4738 Greven Wild boar 85 (+) <10 -
10,7915
LRO 54,2389 Torfbriicke Red deer 234 + <10 -
12,2217
MSE 53,2606 Kieve Red deer 144 + <10 -
12,5774
MSE 53,3004 Leussow Fallow deer 70 (+) <10 -
12,8916
MSE 53,5000 Kargow Red deer 121 (+) <10 -
12,7500
Legend.
Vienna Units (VIEU).
+ positive.
(+) borderline.
— negative.

Administrative districts: Vorpommern-Ruegen (VR), Vorpommern-Greifswald (VG), Ludwigslust-Parchim (LUP), Rostock (LRO), Mecklenburgische Seenplatte (MSE).

study of wild game in Saxony, eastern Germany, showed that high
seroprevalence of TBEV in wild game can be found in areas of low
TBEV transmission risk (Balling et al., 2014).

We examined sera from wild game shot in Mecklenburg-
Western Pomerania for the prevalence of TBEV antibodies in order
to update existing data on autochthonous cases and TBEV preva-
lence in ticks (Hemmer et al., 2005; Frimmel et al., 2014).

2. Materials and methods

A total of 359 sera from wild game were investigated—229 sera
from wild boar, 51 from red deer, 24 from roe deer, and 55 from
fallow deer. All animals were shot without context to the study in
Mecklenburg-Western Pomeraniain 2012.The sera were processed
and stored as prescribed by law at the State Institute for Agriculture,
Food Safety and Fisheries Mecklenburg-Western Pomerania. Serum
samples of between 200 and 400 .l in volume were stored at —80°C
in deepwell plates for further examination.

2.1. ELISA

All 359 samples were tested using the “Immunozym FSME IgG
All Species ELISA kit®” (Progen, Heidelberg, Germany) according to
the manufacturer’s instructions. Results were expressed as Vienna
units per ml (VIEU/ml) with <63 VIEU/ml considered negative,
between 63 and 126 VIEU/ml as borderline and over 126 VIEU/ml
as positive, according to the manufacturer’s recommendations.

2.2. Virus neutralization test (NT)

The virus neutralization test (NT) was performed as described
before (Holzmann etal., 1996). NT titers (NT 100) were expressed as

the reciprocal of the serum dilution that was able to suppress virus
infection to such an extent that no viral antigen could be detected by
ELISA in the supernatant (OD at 450 nm <0.1). The test was repeated
twice and the results were averaged. NT100 titers >10 were consid-
ered positive. Each test included titrations of virus as a control in the
absence of antibodies, along with three positive and one negative
serum controls.

3. Results
3.1. ELISA

Thirteen of 359 sera tested positive or borderline for anti-TBEV-
IgG with ELISA (3.6%). Four of 51 serum samples from red deer, four
of 229 samples from wild boar and one of 55 samples from fallow
deer were ELISA positive. Two wild boar sera and one red and fallow
deer serum respectively exhibited borderline reactions in the ELISA
(Table 1, Fig. 1).

3.2. Virus neutralization test

As the gold-standard for minimizing false-positive results, NT
was performed as a control on the nine ELISA-positive sera, the four
ELISA-borderline sera and, additionally, on five randomly chosen
sera which were negative according to ELISA. Four samples tested
positive using NT. These included two red deer sera and one fallow
deer serum, which were all ELISA-positive, and one roe deer serum
which had tested negative using ELISA. Detailed results are referred
in Table 1 and Fig. 1 (Table 1, Fig. 1).
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Rostock:

7 deersera

Nordwest-
Mecklenburg:
9 wild boar sera
4 deer sera

Schwerin:
2 wild boar sera
0 deer sera

Ludwigslust-
Parchim:
° 119 wild boar sera
() 18 deersera

24 wild boar sera

@ NT-positive (ELISApos.)
(O NT-positive (ELISAneg.)

(O ELISA-reactive

Stralsund
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<«
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Seenplatte:

29 wild boar sera
46 deersera

Neubrandenburg

Fig. 1. Map of Mecklenburg-Western Pomerania showing ELISA-reactive and NT-positive serum samples of wild game.

4. Discussion

To the best of our knowledge, the four TBEV-positive sera con-
firmed by NT constitute the first detection of TBEV-antibodies
in sera of wild game in Mecklenburg-Western Pomerania since
1986-1989, when five of 500 samples of deer and wild boar (1%)
from the Island of Usedom tested positive for TBEV (Siiss et al.,
1992). However, as we were only able to obtain one red deer serum
from the Island of Usedom, which tested negative, we cannot pro-
vide representative data for this region.

In Miiggenburg/Zingst on the Darss peninsula the presence of a
pool of TBEV-positive ticks was documented in 1992. This natural
focus seems to have been active for decades, though no human
cases from the peninsula have been yet reported (Siiss et al., 1996).

A natural focus of TBEV near Torgelow, close to the German-
Polish border, was described for the first time in 1965, when
TBEV-antibodies were detected in cow’s milk (Apitzsch 1967;
Siiss et al., 1992; Siiss et al., 1997). We found two reactive sera
from this area each one in Spechtberg/Torgelow and in Meiers-
berg in the district Vorpommern-Greifswald (Table 1, Fig. 1).
Autochthonous human cases of TBEV-infection have also been
documented in the Polish province of Western Pomerania, which
borders Mecklenburg-Western Pomerania. However, with an inci-
dence of 0-0.5 per 100.000 inhabitants per year during the period
between 2000 and 2010 and the last autochthonous case reported
in the year 2012, Western Pomerania is not classified as a risk area
(Czarkowski et al., 2013).

As flavivirus antibodies are known to cross-react within
serogroups and against other members of the Flaviviridae family
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when this particular ELISA is used, all ELISA-positive sera were fur-
ther tested using NT. Samples which tested positive by ELISA and
negative by NT may be explained by cross-reactivity with other
Flaviviridae (Wurm et al., 2000; Dobler et al., 2005; Van der Poel
et al,, 2005; Klaus et al., 2014). Besides cross-reactivity, another
explanation for the low number of positive reactions when the wild
game sera were subject to NT could be that the samples were often
haemolytic as a result of logistical challenges, meaning antibodies
might have denatured or the cells used for NT suffered toxic effects
which influenced the result of the NT. Haemolysis of serum samples
in studies concerning wild game has been reported before (Gerth
et al, 1995; Wurm et al., 2000; Imhoff et al., 2015). The fact that
one single sample was tested positive using NT, but negative using
ELISA may be explained by the sensitivity of the ELISA-kit, which
was 57% for goats and sheep; however data for the sensitivity of
the test for deer and wild boar are lacking (Klaus et al., 2011; Klaus
etal., 2012).

Mecklenburg-Western Pomerania is an area where the risk of
TBEV-infection is insignificant but where singular autochthonous
cases do occur. TBEV prevalence was revealed here by detection of
TBEV-RNA in host-seeking ticks from the areas where the infections
were acquired (Frimmel et al., 2010; Robert Koch Institute, 2014).
The presence of TBEV-positive antibodies in wild game underlines
the notion that the serological examination of game can be a useful
tool in defining areas of possible TBEV infection. Cervids distribute
ticks across their foraging range of areas of 30 km? and larger (Gerth
et al., 1995; Imhoff et al., 2015). The larger area of activity in com-
parison with small mammals may represent an advantage for being
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sentinels in areas of low TBEV-endemicity (Achazi et al., 2011;
Jaenson et al., 2012; Balling et al., 2014; Imhoff et al., 2015)

Returning to explore the natural foci described in 1992 and a
serologic survey of other sentinels as livestock may generate results
that would serve as a useful addition to the present data.
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1. Introduction

Tick-borne encephalitis (TBE) is the most widespread arthropod-
borne viral disease in central Europe. The TBE virus (TBEV) belongs to
the genus Flavivirus (family Flaviviridae), and has three different sub-
types: the European subtype, transmitted mainly by Ixodes ricinus, the
Siberian subtype and the Far Eastern subtype, which are mainly
transmitted by Ixodes persulcatus (Siiss, 2011). In nature, the virus cir-
culates between tick vectors and their vertebrate hosts, within in geo-
graphically defined foci (Dobler et al., 2011). TBEV also can be trans-
mitted by ingestion of unpasteurized milk or milk products from
infected domestic animals, such as goats, sheep or cows. Alimentary
TBEV infections and outbreaks have been linked in the past to un-
pasteurized dairy products, and are still reported today in many Eur-
opean countries (Apitzsch, 1967; Holzmann et al., 2009; Hudopisk
et al., 2013; Markovinovi¢ et al., 2016; Brockmann et al., 2018; Kerlik
et al., 2018).

None of the districts in Mecklenburg-Western Pomerania, one of the
most popular holiday regions in Germany, has ever been declared a risk
area for TBE, according to the definition used by the German public
health authority. However, a handful of autochthonous cases, coupled
with TBEV-RNA detection in ticks, have shown activity in natural foci
of the virus. In the 1960 s and 1970 s, foci of TBE virus were well known
to be active in Mecklenburg-Western Pomerania and human cases were
reported regularly (Apitzsch, 1965,1967; Siiss et al., 1992). In 2004, the
first autochthonous case of human TBEV infection for 19 years was
reported, and was followed by several further autochthonous human
cases (Hemmer et al., 2005; Frimmel et al., 2010). In 2007, TBEV-RNA
in questing ticks in Mecklenburg-Western Pomerania was detected for
the first time since 1992 and four serum samples from wild game shot in
2012 tested positive in a virus neutralization test, thus proving activity
of natural foci of TBEV in Mecklenburg-Western Pomerania (Frimmel
et al., 2014,2016).

In regions of low TBE prevalence, sentinel animals are an excellent
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way of assessing the risk of TBEV infection. In contrast to the estab-
lished method of detecting natural foci by collecting and analyzing
ticks, which is time consuming, expensive and often ineffective (Klaus
et al., 2012; Balling et al., 2014; Imhoff et al., 2015; Frimmel et al.,
2016), serological survey of sheep and goats is easier and may be more
effective. TBE infections result in long-term immunity but are rarely
clinically apparent in Bovidae. However, it has been proven that these
animals carry specific antibodies following a TBEV infection and, using
ELISA and NT, TBEV-specific antibodies can be reliably detected in
serum for many years post-infection (Klaus et al., 2012,2014; Imhoff
et al., 2015). Moreover, because herds of sheep and goat are sedentary
and stay only in their designated fields, they are likely optimal sentinels
for TBE risk areas. In summary, assessing seroprevalence in free-ranging
animals, especially in sheep and goats, is a valuable and informative
technique to identify patterns in TBEV foci, to describe the epidemio-
logical situation and to identify areas of risk, even in regions of low TBE
prevalence, such as Mecklenburg-Western Pomerania (Klaus et al.,
2012,2014).

We examined sera from livestock (goats and sheep) from
Mecklenburg-Western Pomerania for the presence of TBEV-specific
antibodies to complement the data obtained in previous studies re-
garding ticks and wild game, concentrating on regions with former
proof of TBEV activity (Frimmel et al., 2010,2016).

2. Material and methods
2.1. Serum samples

A total of 479 sera from livestock were investigated: 375 from sheep
and 104 sera from goats. All sera were obtained for routine examina-
tion, with no reference to this current study, from 18 farms in
Mecklenburg-Western Pomerania between 2014 and 2017. Samples
were selected from sites with previous evidence of human cases of TBE,
seropositive wild game or known former natural foci. Between two and
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60 serum samples were collected from each farm. Blood specimens
were drawn by local veterinarians and were sent to the State Institute
for Agriculture, Food Safety and Fisheries Mecklenburg-Western
Pomerania for surveillance of epizootic diseases. The sera were pro-
cessed and stored at the State Institute. Serum samples of between 200
and 400 ul in volume were stored at —20 °C in deep well plates and
transferred in 2-ml Eppendorf tubes for further examination in our
study.

2.2. ELISA

All 479 samples were tested using the “Immunozym FSME IgG All
Species ELISA kit®” (Progen, Heidelberg, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. Results were expressed as Vienna units per
ml (VIEU/ml) with < 63 VIEU/ml considered negative, between 63 and
126 VIEU/ml as borderline and above 126 VIEU/ml as positive, as per
the manufacturer’s recommendations.

2.3. Virus Neutralization Test (NT)

As the gold-standard for minimizing false-positive results and to
detect positive sera that tested borderline with ELISA, a virus NT was
performed as a control on the eleven ELISA-borderline sera and, ad-
ditionally, on ten randomly chosen sera which were negative according
to ELISA. The virus neutralization test was performed using baby
hamster kidney (BHK) cells and TBEV (strain Neudoerfl) as described
before (Stiasny et al., 2009). Heat-inactivated serum samples were in-
cubated with TBEV for 1h at 37 °C. Cells were added and incubation
was continued for three days. The presence of virus in the cell culture
supernatant was assessed by a sandwich ELISA as described previously
(Heinz et al., 1986), using guinea pig anti-TBE IgG as capturing anti-
body and rabbit anti-TBE IgG in combination with horseradish perox-
idase-labeled anti-rabbit IgG from donkey (GE healthcare) as the de-
tection system. The virus neutralization titer was defined as the
reciprocal of the sample dilution that showed a 90% reduction in the
absorbance readout compared to the control without antibody. NT ti-
ters =10 were considered positive.

3. Results
3.1. ELISA

In the ELISA tests, eleven of 479 sera tested borderline for anti-
TBEV-IgG (2.3%). Nine of 375 serum samples from sheep (2.4%), and
two of 104 samples from goats (1.9%) were borderline. None of the sera
tested positive (Table 1, Fig. 1).

Ticks and Tick-borne Diseases xxx (XXXX) XXX—-XXX

3.2. Virus Neutralization Test

Two samples of sheep sera tested positive using NT. One sample
from the year 2014 from a flock in the administrative district
Mecklenburgische Seenplatte, and one sample from the district
Vorpommern-Greifswald from the year 2016. Detailed results are
shown in Table 1 and Fig. 1.

4. Discussion

To the best of our knowledge, the two TBEV-positive sera confirmed
by NT constitute the first detection of TBEV-specific antibodies in sera
of livestock in Mecklenburg-Western Pomerania since 1965, when an-
tibodies detected in cow’s milk revealed the possible source of an out-
break of TBE in a natural focus of TBE (Apitzsch, 1965,1967; Siiss et al.,
1992). We found one reactive sheep serum from this area near Tor-
gelow in the Vorpommern-Greifswald district (Table 1, Fig. 1). Inter-
estingly, in our previous study regarding wild game, two reactive sera
were found in this region, illustrating stable activity of TBEV in this
region (Frimmel et al., 2016, Fig. 1).

The other serum that tested positive by NT was obtained from the
community  Blumenholz/Weisdin, near Neustrelitz in the
Mecklenburgische Seenplatte district (Table 1, Fig. 1). Between 1960
and 1985, several human cases have of TBE were reported in this area
(Siiss et al., 1992). The first autochthonous human case in Mecklen-
burg-Western Pomerania for 19 years occurred in 2004, about 20 km
away from Blumenholz (Hemmer et al., 2005). In 2007, TBEV-RNA was
detected in ticks at the where the infection was acquired (Frimmel
et al., 2010).

Sheep and goats are valuable sentinels for TBE(Klaus et al., 2012).
The number of seropositive animals seems to correlate with the number
of positive ticks and human cases of TBE in regions of relatively high
TBE-prevalence (Juceviciene et al., 2005). The larger and defined area
of activity in comparison with small mammals or wild game may re-
present an advantage for being sentinels in areas of low TBEV-en-
demicity (Klaus et al., 2012; Balling, et al., 2014; Imhoff et al., 2015).
The relatively low rate of positive sera in our study can be explained by
the observation, that seroprevalence in sheep and goats varies greatly
between individual flocks, with the highest rates measured in or close
to recognized foci. Small rodents, which are considered to be amplifier
and bridge hosts for TBEV may have higher Seroprevalence rates, even
in non-risk areas (Imhoff et al., 2015; Rieille et al., 2017)

In Mecklenburg-Western Pomerania, the risk of TBEV-infection is
low but singular autochthonous cases do occur. The existence of active
foci was proven by detection of TBEV-RNA in host-seeking ticks from
the areas where the infections were acquired (Frimmel et al., 2010).

Table 1

Results and sampling locations of sera tested positive by ELISA and NT, sorted by positivity using NT and district.
District Location/community Species ELISA (VIEU) ELISA NT NT Year

result interpretation result interpretation

MSE Blumenholz Sheep 82 Borderline 30 + 2014
VG Torgelow Sheep 117 Borderline 10 + 2016
VR Putbus Sheep 69 Borderline <10 - 2014
VR Putbus Sheep 63 Borderline <10 - 2014
VR Putbus Sheep 78 Borderline <10 - 2014
VG Stolpe Sheep 79 Borderline <10 - 2014
VG Stolpe Sheep 71 Borderline <10 - 2014
VG Ueckermiinde Goat 108 Borderline <10 - 2014
VG Ueckermiinde Sheep 76 Borderline <10 - 2016
VG Stolpe Sheep 67 Borderline <10 - 2015
MSE Neustrelitz Goat 96 Borderline <10 - 2016

Vienna Units (VIEU).
+ positive.
— negative.

Administrative districts: Mecklenburgische Seenplatte (MSE), Vorpommern-Greifswald (VG), Vorpommern-Ruegen (VR).
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Fig. 1. Map of Mecklenburg-Western Pomerania showing NT-positive serum samples of sheep from the present study, NT-positive serum samples from wild game

from 2012 and TBEV-RNA-positive ticks from 2007.

The presence of TBEV-specific antibodies in livestock animals under-
lines that the serological examination of domestic animals like sheep
and goats can be a useful tool in defining areas of possible TBEV in-
fection within low-risk regions. A similar conclusion was drawn by
Salat et al. from Romania, where a relatively high number of TBEV-
positive sheep was found, but only a few human cases are reported
annually (Salat et al., 2017). We are aware that the number of animals
tested in our study is relatively small. However, the positive data are
highly encouraging and provide a convincing argument that further
investigations of livestock, using a larger sample base and covering
more western regions of Mecklenburg-Western Pomerania should be
carried out. These data are of significant epidemiological interest, not
least when we consider that Mecklenburg-Western Pomerania is one of
the most popular tourist destinations in Germany, with about 30 million
overnight stays per year (Federal Statistical Office, 2018).

The serological survey of livestock, wild game or smaller animals,
such as rodents, is a promising technique for detecting new areas where
TBEV may be endemic; the animals in question are valuable sentinels
for regions with low prevalence (Achazi et al., 2011; Klaus et al., 2012;
Balling et al., 2014; Imhoff et al., 2015; Zoldi et al., 2015; Frimmel
et al., 2016). Returning to explore the natural foci described in 1992
may generate results that would serve as a useful addition to the present
data, through the selective flagging and examination of ticks nearby the
positive tested herds.
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Abducens nerve palsy following a tick bite: A case report
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Abstract

Neuromuscular paralysis caused by salivary proteins of ticks is a well-known complication after tick bites in
Australia, North America, and South Africa. Symptoms may include general weakness, difficulty walking, ascending
paralysis, and bulbar paralysis with diplopia, culminating in respiratory failure. In Europe, toxin-mediated paralysis has
rarely been noted. We report a case of cranial nerve paralysis with delayed onset after a tick bite in northern Germany.
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Introduction

Besides an anesthetic effect, some tick salivary gland
proteins secreted during feeding have toxic effects on the
host. These toxins may lead to local inflammation and
eschar, febrile illness, or even paralysis. Tick paralysis
initially presents with vague complaints such as irrit-
ability, fatigue, pain, paresthesia or ataxic gait, up to
1 day prior to onset of paralysis. Without removal of the
tick, symmetrical flaccid paralysis ascends to the upper
limbs within 12-24h. This is followed by bulbar
paralysis with dysarthria, dysphagia, and lingual, facial,
or ocular paralysis (Rose, 1954; Grattan-Smith et al.,
1997; Dworkin et al., 1999; Torres and Schlossberg,
2000; Miller, 2002; Vedanarayanan et al., 2002, 2004;
Mans et al., 2003). In cases of isolated peripheral nerve
paralysis, the palsy is usually present at the time of tick
discovery. Respiratory failure due to paralysis may
result in death. Upon removal of the ticks, patients’
recovery is usually spontaneous within hours in North
America (Rose, 1954; Dworkin et al., 1999). However,
retarded recovery lasting days or even weeks after tick

removal were reported from Australia (Grattan-Smith
et al., 1997; Miller, 2002). Delayed onset of cranial nerve
paralysis has been reported with paralysis presenting
1 day after tick removal.

Worldwide, 80 tick species are estimated to carry toxic
salivary gland proteins and 43 tick species are known to
produce a neurotoxin similar to the botulinum toxin.
Most of the reported cases were in Australia or North
America (Mans et al., 2003; Vedanarayanan et al.,
2004). A recent analysis of tick toxins suggests that tick
toxicoses do not have a common origin within the tick
lineage (Mans et al., 2003).

We report the case of a 47-year-old man from
northern Germany who presented with a typical eschar
and sudden onset of diplopia after a tick bite.

Case report

A 47-year-old man from northern Germany was
admitted to hospital with diplopia, blurred vision,
dizziness, and difficulty walking beginning 2 days before

*Corresponding author. Tel.: +493814947511; fax: +49 381494 7509.
E-mail address: emil.reisinger(@medizin.uni-rostock.de (E.C. Reisinger).

1438-4221/$ - see front matter © 2006 Elsevier GmbH. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijmm.2005.12.016



47

S. Frimmel et al. / International Journal of Medical Microbiology 296 (2006) S1, 304-305 305

presentation. He reported having removed a feeding tick
from his right leg 2 days earlier. At presentation, an
inflammatory skin lesion on the right tibia presented as
a typical eschar, surrounded by an erythematous margin
4cm in diameter. Unfortunately, the tick could not be
identified. Ophthalmologic examination revealed an
abducens nerve palsy on the right-hand side. An instable
gait and a positive Romberg test were present, but no
paresthesia was detected. The muscle tone and deep
peripheral tendon reflexes were normal. Clinical exam-
ination was otherwise normal. The patient had no
history of travel during the previous 6 months. His
medical history included abuse of alcohol and nicotine
until 3 years prior to presentation.

Blood laboratory examinations revealed a hemoglo-
bin of 8.3mmol/l (normal: 8.6-12), hematocrit 0.38
(0.4-0.51), MCV 101.11 (83-93), MCH 2.22fmol
(1.55-1.9), LDH 301 U/l (<248) and ASAT 51.4U/1
(<35). All other routine laboratory parameters includ-
ing thyroid gland parameters and urine analysis were
normal.

Abdominal ultrasound, ECG, chest X-ray, cranial CT
scans, and cranial magnetic resonance imaging (MRI)
did not reveal any pathologic findings.

ELISA and immunoblot for Borrelia burgdorferi, tick-
borne encephalitis (TBE) antibodies in the serum and
blood smears for Ehrlichia sp. and Babesia sp. were
negative.

After 4 days, the diplopia and the instable gait
improved spontaneously, the Romberg test became
negative, and the patient was discharged without
sequelae.

Discussion

In Australia, tick paralysis is fairly well known with
the hard tick Ixodes holocyclus being responsible for
most cases. About 20,000 domestic animals are affected
by tick paralysis each year, human cases, however, have
been rare. Twenty human deaths from envenomation
were reported in Australia before 1945, and five cases of
severe tick paralysis in children were reported in the
Sydney metropolitan area 1972-1995 (Grattan-Smith et
al., 1997; Miller, 2002). In the US, nearly 100 human
cases of tick-borne paralysis had been recognized before
1945 and 33 cases from 1946 to 1996, mostly occurring
in long-haired girls, when the tick had attached to the
neck unnoticed. In those US cases where the arthropod
could be identified, the hard tick Dermacentor andersoni
was consistently responsible (Rose, 1954; Dworkin
et al., 1999; Torres and Schlossberg, 2000; Vedanar-
ayanan et al., 2002).

A specific neurotoxin has not yet been described from
European ticks, but the following genera have been

associated with tick paralysis in Europe: Haemaphysalis,
Rhipicephalus, Hyalomma, and Boophilus (Torres and
Schlossberg, 2000). Argas reflexus, a pigeon tick, is
known to produce IgE-mediated anaphylactic reactions
in humans (Rolla et al., 2004).

Lyme borreliosis has recently been described as a
cause of orbital myositis, presenting with headache and
diplopia in a male (Carvounis et al., 2004). However,
serology (ELISA and Western blot) was negative for
Borrelia burgdorferi in our patient, and orbital muscles
were normal in MR-imaging. After exclusion of space
occupying or inflammatory brain lesions and common
tick-borne infections, the probable cause of the
promptly reversible neurological disorder in our patient
is a tick toxin-mediated paralysis.

In Europe, tick bite paralysis has rarely been
described and may be under-reported. However, with
appropriate clinical presentation and lack of evidence
for any other disease, this should be included in the
differential diagnosis of post-tick bite neurological
sequelae also in Europe.
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