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Lyme-Borreliose:
Erregersuche in Zecken aus der Region um Manaus
(Brasilien)

A. Sauter!, H. Eiffert?, W. Bommer!

Die Lyme-Borreliose ist eine multisystemische Infektionskrankheit. Der Erreger dieser Anthropo-
zoonose, Borrelia burgdorferi, wird durch Schildzecken tbertragen. In Europa und Nordamerika,
wo fir die Ubertragung auf den Menschen in erster Linie Zeckenarten der Gattung Ixodes verant-
wortlich gemacht werden, gehort die Krankheit zu den haufigsten vektoriell bedingten Infektions-
krankheiten. Lyme-Borreliose wurde u. a. in Japan, China, der ehemaligen Sowjetunion, Sud-
Ost-Asien sowie Sudafrika beschrieben (3).

Auch in Brasilien gibt es Hinweise auf das Vorkommen der Krankheit: Fallberichte mit den fur
Lyme-Borreliose typischen Symptomen und der Nachweis von Antikdrpern gegen Borrelia burg-
dorferi lassen dort eine Verbreitung von Borrelia burgdorferi vermuten (4). In vorangegangenen
Untersuchungen waren auch in Manaus Antikorper gegen Borrelia burgdorferi in Patientenblut
entdeckt worden (5). Bisher wurde in Brasilien aber noch kein Nachweis humanpathogener
Sstamme von Borrelia burgdorferi erbracht.

Ziel der dem vorliegenden Beitrag zugrundeliegenden Studie war es, ein mogliches Vorkommen
von Borrelia burgdorferi in Manaus (Brasilien) und umliegenden Regionen zu untersuchen. Ver-
schiedene Nachweisverfahren (PCR, IFT, Erregeranzucht) wurden eingesetzt, um das Bakterium in
brasilianischen Zecken und in Gewebeproben nachzuweisen.

Schildzecken (Ixodidae) wurden in Manaus und Umgebung in einem Umkreis von bis zu 300 km
um die Stadt gesammelt. Fir die Auswahl der Gebiete fiir die Zeckensuche wurden Patienten, die
sich in der dermatologischen Abteilung des Instituto de Medicina Tropical de Manaus (IMTM) mit
Erythema migrans-ahnlichen Hauterscheinungen vorgestellt hatten, Uber einen moglichen Kon-
takt mit Zecken befragt. Um Zecken (Larven, Nymphen und adulte Zecken) in ithrem natirlichen
Lebensraum zu sammeln, wurden Flanelltiicher tiber die bodennahe Vegetation gestreift (,Flag-
ging”). Zecken wurden von Wirtstieren entfernt und mit Hilfe der CO?-Sammeltechnik unter
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Verwendung von Trockeneis gesammelt (6). Die Bestimmung der Zecken erfolgte unter dem
Binokular sowie lichtmikroskopisch, fir Riicksprache und Kontrolle tber die durchgefiihrten Klas-
sifikationen stellte sich R. PETNEY am Hygieneinstitut in Heidelberg freundlicherweise zur Verfu-
gung. Die flir diese Studie untersuchten Hautbiopsien stammen von Errythema migrans-ahnlichen
Hauterscheinungen von drei Patienten des IMTM.

Flr einen Nachweis von Borrelieninfektionen wurden Zecken mit PCR und indirekten Immun-
fluoreszenstests (IFT) untersucht. Beim indirekten IFT wurden polyvalente Immunseren K37 und
K17 von Kaninchen eingesetzt (freundlicherweise zur Verflgung gestellt von B. WILSKE, Pettenko-
fer Institut der Universitat Minchen). Diese enthielten monoklonale Antikorper gegen die Ober-
flachenproteine A und C (OspA und OspC) von Borrelia burgdorferi (7). Um Antigen-Antikorper-
Komplexe fluoreszenzmikroskopisch nachzuweisen, wurde FITC (Fluorescein-Isothiocyanat-
konjugiertes) Immunglobulin vom Schwein gegen Kaninchen verwendet. Fir eine Untersuchung
mit der PCR (Polymerasekettenreaktion) mufdte DNA durch Phenolchloroformextraktion aus
Zecken und Hautbiopsien isoliert werden. OspA-spezifische Primer und Primer fur das Flagellin-
Gen (Fla) wurden flir die Amplifizierung der Ziel-DNA eingesetzt. Zur Erhéhung von Sensitivitéat
und Spezifitat wurde Uber eine erste Zyklenfolge hinausgehend eine konsekutive zweite PCR-
Runde durchgefiihrt (,nested PCR"). Teilweise wurden mehrere Zecken fur die DNA-Aufarbeitung
und anschlieRende PCR-Untersuchung ,gepoolt”. Zur Anzucht von Borrelia burgdorferi wurde ein
modifiziertes, mit Cotrimoxazol versetztes Medium nach KeLLy verwendet. Kulturen wurden bei
37°C drei Monate lang inkubiert, regelmafig kontrolliert und gegebenenfalls mittels Sterilfiltration
gereinigt.

Von September 1995 bis Februar 1996 wurden in der Region um Manaus 1070 Zecken aller drei
Entwicklungsstadien fiir die Borrelienuntersuchung gesammelt (Tab. 1). Darunter befanden sich
11 Klassifizierte Ixodidae-Spezies, aukerdem Larven und Nymphen verschiedener Amblyomma-
Spezies, die nicht klassifiziert werden konnten. Zu den gesammelten Spezies gehorten Ambiy-
omma crassum, A. geayl, A. incisum, A. naponense, A. oblongogutiatum, A. ovale, A. parvum, A. peca-
rium, Anocentor nitens, Boophilus microplus und Rhipicephalus sanguineus. Durch Flagging wurden
vor allem Amblyomma-Spezies (sdmtliche Stadien) gesammelt. Mit der CO?-Sammeltechnik konn-
ten zahlreiche Larven einer nicht naher klassifizierten Amblyomma-Spezies gesammelt werden.
Bei der Untersuchung von Vertebraten konnte Rhipicephalus sanguineus an Hunden, Boophilus
microplus vor allem an Rindern, Anocentor nitens an Pferden und Amblyomma crassum an
Geomyda-Spezies (Landschildkroten) gefunden werden.

Bel den mit polyvalenten Kaninchenseren durchgefithrten Immunfluoreszenztests (Tab. 2)
konnten an 253 in Brasilien gesammelten Zecken keine Borrelien nachgewiesen werden. Zum Ver-
gleichim Juli 1995 in Géttingen gesammelte Zecken, Ixodes ricinus, waren zu 33% (8 von 24 Zecken)
[FT-positiv (Nymphen 2/3, weibliche Adulte 3/10, ménnliche Adulte 3/11). Die durchgefthrten
Tests wurden als positiv gewertet, wenn unter fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung minde-
stens drei borreliendhnliche Objekte entdeckt werden konnten.

Borrelien-DNA konnte in den durchgefuhrten Untersuchungen mit der PCR an brasilianischen
Zecken nicht amplifiziert werden. 531 Zecken wurden mit der OspA-PCR untersucht. 265 dieser
Zecken wurden zusatzlich mit der Fla-PCR getestet (Tab. 3). Borrelia burgdorferi-DNA vom Stamm
G062 wurde als Positivkontrolle in die DNA-Aufarbeitung und direkt in die PCR eingesetzt. Beiin Got-
tingen gesammelten Zecken, Ixodes ricinus, die mit OspA- und Fla-PCR untersucht wurden, waren
32% (5/16) in beiden PCR-Untersuchungen positiv (Nymphen 0/2, weibliche Adulte 1/6, ménnliche
Adulte 4/8).

Drei Hautbiopsien aus Erythema-migrans-ahnlichen Hauterscheinungen von Patienten des
IMTM wurden auf eine mogliche Borrelieninfektion mit OspA- und Fla-PCR untersucht. Wahrend
mehrmaliger Wiederholung von DNA-Aufarbeitung und PCR wurde in keiner der untersuchten
Biopsien Borrelien-DNA nachgewiesen.



Tabelle 1: Wahrend der Versuche einer Bakterienan-
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Spezies Larven  Nymphen weiblich mannlich total den insgesamt 8 Zecken, die in Gottingen und
im Pettenkofer Institut in Miunchen zur Borre-
Amblyomma crassum 8 14 22 lienanzucht verwendet wurden, gehorten A.
A. geayi 1 7 pecarium, A. ovale, A. incisum, vier R. sangui-
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A. pecarium 5 3 8
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Rhipicephalus sanguineus 13 58 51 122 Beschreibungen von Borrghose dhnlichen
Symptomen, sowie serologische Untersu-
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chungen lassen eine Verbreitung von Lyme-
i . . oy
Borreliose in Brasilien vermuten. Der Erreger
der Krankheit konnte bisher allerdings dort
Tabelle 2: nicht nachgewiesen werden. Auch in den fur
Mit Indirektem Immunfluoreszenstest untersuchte Zecken. diese Studie untersuchten Zecken, die als
B mogliche Vektoren fiir Borrelia burgdorferi
. - . angesehen wurden, konnte kein Nachweis flr
Spezies Larven Nymphen weiblich  maéannlich total das Bakterium erbracht werden. PCR-Untersu-
Amblyomma crassum 3 3 chungen von drei Hautbiopsien fielen eben-
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A. naponense 2 2 Bei den durchgefiihrten PCR-Untersuchun-
A. oblongogutatum 1 1 2 gen hatten die verwendeten Primer fur das
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A. pecarium 2 2 4 fitat fur B. burgdorferi sensu lato. Der Primer fur
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Rhipicephalus sanguineus 8 25 20 53 ist moglich, dass die eingesetzten Primer fr in
Total 80 45 87 41 253 Brasilien vorkommende Borrelien nicht geeig-
net sind. Auch die fur IIFT eingesetzten poly-
valenten Immunseren K37 und K17 gegen
OspA und OspC sind moglicherweise nicht in
Tabelle 3: der Lage, an Antigenstrukturen brasilianischer
Mit der OspA-PCR und Fla-PCR (in Klammern) untersuchte Zecken. Borrelien zu binden. Die Borrelia-burgdorferi-
spezifischen Proteine mit bekannten hetero-
Spezies Larven  Nymphen weiblich mannlich  total genen Struktgren in Europa L.md Nord Amer?ka
konnten bei stidamerikanischen Borrelien
Amblyomma crassum 2( 1) 6( 5) 8( 6 grundlegende Unterschiede aufweisen.
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Untersuchung umfafét also nur einen begrenzten Teil der brasilianischen Fauna. Fir den ausge-
bliebenen Nachweis von Borrelien kann eine zu geringe Pravalenz der Bakterien in den Zecken
oder entsprechend eine zu geringe Anzahl an untersuchter Zecken verantwortlich sein. Ob mogli-
cherweise auch andere blutsaugende Insekten eine Bedeutung flr die Ubertragung einer Borre-
liose in Brasilien zukommt, muf noch untersucht werden.

Klinische Beschreibungen von Symptomen, die auf eine Infektion mit Borrelia burgdorféri hin-
weisen, mussen Kkritisch gepruft werden. Differentialdiagnostisch mussen beim Erythema
migrans z. B. Erysipel, Phlegmone, Insektenstiche und allergische Reaktionen in Betracht gezogen
werden. Positive serologische Nachweise durch ELISA oder Westernblot miissen hinsichtlich ihrer
Spezifitat und einem Auftreten von falsch positiven Ergebnissen gepruft werden. Kreuzreaktionen
koénnen durch Infektionen mit anderen Spirochéaten und Bakterien hervorgerufen werden. Falsch
positive Reaktionen treten auch bei rheumatischen Krankheiten oder durch unspezifische kreuz-
reaktive Antikorper auf (10).

Vielleicht werden weitere und umfassendere Untersuchungen in Brasilien zu einem Erreger-
nachweis in Zecken oder am Patienten fihren. Bis dahin bleibt ungeklért, ob humanpatogene
Spirochaten fur das Auftreten einer Lyme-Borreliose in Brasilien verantwortlich sind.

In Brasilien gibt es klinische und serologische Hinweise auf das Vorkommen einer Lyme-Borreliose.
Es wurde versucht Borrelia burgdorferi in brasilianischen Zecken nachzuweisen. Von September
1995 bis Februar 1996 wurden in Manaus und umliegenden Regionen 792 Schildzecken (Ixodidae)
gesammelt. Um eine mogliche Borrelieninfektion nachzuweisen wurden PCR und Indirekte
Immunfluoreszenztests eingesetzt sowie Versuche einer Borrelienanzucht unternommen. Aufier-
dem wurden drei Biopsien von Erythema migrans-ahnlichen Hauterscheinungen nach Borrelien
untersucht. Ein durch Zecken Ubertragener Erreger, der fiir das Auftreten einer Lyme-Borreliose in
Brasilien verantwortlich ist, konnte bisher nicht entdeckt werden.

Borrelia burgdorferi, Ixodidae, Brasilien.

Lyme borreliosis: a search for the causative agent in ticks from the region
around Manaus Brasil

There are clinical and serological references to an occurrence of Lyme borreliosis in Brasil
Attempts were made to isolate Borrelia burgdorferi from Brasilian ticks. 792 hard ticks were collec-
ted from September 1995 to February 1996 in Manaus and the surrounding environment. The
detection of possible infections with borreliae was performed by PCR, indirect immuno-fluores-
cence assay and inoculation in culture media. In addition Erythema-migrans-like skin lesions were
tested. The existence of a bacterium transmitted by ticks and causing Lyme disease in Brasil could
not be proved yet.

Borrelia burgdorferi, Ixodidae, Brasil.
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