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Summary

1 SUMMARY

Tick-borne encephalitis (TBE) is a zoonotic arbovirus infection of the central
nervous system. The disease is caused by the tick-borne encephalitis virus (TBEV),
which is endemic in an area ranging from western Europe to China and Japan. Within
endemic foci, the virus is maintained in cycles involving ixodid ticks and wild
vertebrate animals. During the last 30 years, the incidence of TBE has increased
significantly. In Switzerland, about 110 to 120 annual human disease cases are
presently reported. However, only very limited information on the endemicity of TBEV
has been available so far. This thesis focused on the molecular epidemiology of
TBEV in our country. Using a self-developed PCR-based test we performed a
national tick surveillance study, the results of which significantly contribute to an
improved risk assessment of TBE in Switzerland. Furthermore, the circulating viruses

were characterized with respect to their basic biological and genetic properties.

For the purpose of large-scale surveillance studies, we developed a protocol
involving an automated, high-throughput nucleic acid (NA) extraction method
(QlAsymphony SP system) and a one-step duplex real-time reverse transcription-
PCR (RT-PCR) for the detection of TBEV in ticks, including an internal process
control. Establishment of the automated NA extraction procedure included
optimization of a standard protocol and its evaluation against a modified guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction protocol. High usability, reproducibility, and
equivalent performance for virus concentrations down to 5 x 10% viral genome
equivalents/ul favor the automated protocol compared to the precipitation procedure.
The validated real-time RT-PCR allows fast, sensitive (limit of detection: 10 RNA
copies/ul), and specific (no false-positive test results for other TBEV subtypes, other
flaviviruses, or other tick-transmitted pathogens) detection of European subtype
TBEV. The established analytical system permits an extensive characterization of the
true virus prevalence in natural TBE reservoirs and should be implemented in

national surveillance systems in any European country where TBE is endemic.

We applied the new molecular test procedure in a national tick surveillance
study, in which 62,343 ticks were collected at 165 collection sites throughout
Switzerland by flagging low vegetation. Thirty-eight endemic foci could be identified,
with a mean virus prevalence of 0.46 %. The foci do not fully agree with those
defined by geographic mapping of clinical cases. Therefore, our data are a unique
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complement of human disease case mapping and significantly improve risk

assessment of TBE in Switzerland.

Sixty-four of 72 TBE viruses detected by real-time RT-PCR could successfully
be recovered using porcine kidney stable or Ixodes ricinus tick cell culture systems.
These isolates were characterized in vitro with respect to their plaque phenotype,
since this has been associated with virulence. Two thirds (67 %) of isolates produced
a mixture of plaques of different sizes, reflecting a heterogeneous population of virus
variants. Isolates consistently forming plaques of small size, indicating low virulence,
were associated with recently detected endemic foci with no or only sporadic reports
of clinical cases. All of six virus isolates investigated in an in vivo mouse model were
highly neurovirulent (100% mortality) but exhibited a relatively low level of
neuroinvasiveness, with mouse survival rates ranging from 50 to 100 %. Thus, both
in vitro and in vivo surrogates of virulence suggest a high proportion of isolates with
relatively low neuropathogenic potential, which is in agreement with a hypothesized
high proportion of subclinical or mild TBE cases.

The envelope (E) gene sequences and phylogenetic classification of all 72
TBE viruses were analyzed. Although the E protein is an important determinant of
TBEV virulence, we could not clearly correlate any individual substitutions in this
protein with attenuation of virus virulence, suggesting the presence of additional
determinants of virulence in other genome regions. Phylogenetically, all isolates
belonged to the European subtype and were highly related (mean pairwise sequence
identity of 97.8 % at the nucleotide and 99.6 % at the amino acid level of the E
protein). Isolates from four cantons formed clearly separated lineages, indicating a

high degree of isolation of the respective foci.

Future research focusing on whole genome sequence analyses will permit
more profound phylogenetic classification of Swiss TBEV. Besides, these studies will
allow for the identification of additional mutations possibly affecting the pathogenic
potential of TBE viruses. The biological significance of these substitutions will require
confirmation by cDNA clone studies. Finally, characterization of viruses isolated from
human TBE patients will provide important information on the clinical relevance of the

different viruses circulating among the tick population.
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4 INTRODUCTION

Tick-borne encephalitis virus (TBEV) is the etiological agent of tick-borne
encephalitis (TBE), a zoonotic arbovirus infection and serious cause of central
nervous system (CNS) disease in humans [1]. In endemic areas, the pathogen is
maintained in cycles involving ixodid ticks and wild vertebrate animals [1-2].
Throughout Europe, TBE constitutes an important health issue with an increasing

morbidity and endemicity [2-4].

This introduction describes the main molecular biological properties of TBEV,
its ecology and epidemiology, and the pathogenesis and clinical manifestations of the

disease.

4.1 Virology

Since its first isolation in Europe in 1948 [5-6], several decades of research
yielded considerable knowledge on the characteristics of TBEV. Here the molecular
biological properties of the virus, its replication strategy, and important determinants

of virus virulence are summarized.

4.1.1 Virus classification

According to the latest taxonomic scheme, TBEV is a member of the
mammalian tick-borne flavivirus group, previously named TBEV serocomplex [7],
which belongs to the genus Flavivirus within the Flaviviridae family [8]. The TBEV
species includes three genetic lineages, or subtypes: European (previously central
European encephalitis, CEE), Siberian (previously western Siberian), and Far

Eastern (previously Russian spring summer encephalitis, RSSE) [9].

A recently proposed taxonomic improvement assigns TBEV and the
genetically very closely related Louping ill virus to one species, including four types:

western, eastern, Turkish sheep, and Louping ill [10].

4.1.2 Virus morphology and genome structure

Mature TBEV virions are spherical particles with a diameter of 50 to 60 nm
[11]. They are composed of an icosahedral nucleocapsid consisting of a single

stranded positive sense RNA genome enclosed by multiple copies of viral capsid (C)
9
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protein, which is surrounded by a host cell-derived lipid bilayer containing two viral

proteins, envelope (E) and membrane (M) (Figure 1a, b). The genome has a length

immature mature

Figure 1. Structural organization of TBEV virions. a) In immature TBEV virions, proteins prM and E
form heterodimers, whereas mature virus particles carry protein M and homodimers of protein E
(adapted from [12]). b) Electron micrograph of TBEV particles (kindly provided by Elena Ryabchikova,

Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Novosibirsk, Russia)

of about 11 kilobases and contains a single open reading frame (ORF) flanked by 5'-
and 3’- untranslated regions (UTR). It carries a 5’-cap but lacks a 3’-poly(A) tail [13].
RNA in the UTRs forms conserved secondary stem-loop structures probably serving
as cis-acting elements for genome replication, translation, or packaging [14-17]. The
ORF encodes a polyprotein of 3,414 amino acids which is co- and post-translationally
cleaved into three structural (C, prM, E) and seven non-structural proteins (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5) by viral and cellular proteases [18]
(Figure 2).

Consistent with its role in packaging viral RNA, the C protein is a relatively
small protein rich in basic amino acid residues. Its carboxy-terminal region serves as
an internal signal sequence initiating translocation of protein prM, consecutively
produced during polyprotein synthesis, into the membrane of the endoplasmatic
reticulum (ER) [18-19]. Although this signal sequence is removed from mature protein
C by the viral protease, the protein remains associated with the membrane by virtue
of a central hydrophobic domain. This domain is supposed to mediate the interaction
of the nucleocapsid with the surrounding membrane and to play a central role during

virion assembly [20-21].
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Figure 2. Schematic representation of TBEV genome organization. During replication, the polyprotein
produced from the single ORF is co- and post-translationally cleaved to yield the structural and non-
structural proteins; grey arrows: cleavage by host signal peptidase; white arrows: cleavage by viral

protease (adapted from [22-23]).

prM is a glycosylated precursor of the M protein and shows a chaperone-like
role in the folding of the E protein [24]. During virus maturation, protein prM is
cleaved twice by cellular proteases to yield the small M protein found in mature
virions [25].

The envelope glycoprotein composes the outer surface of TBE viruses and
mediates host-cell receptor binding and membrane fusion [18]. It is the main
antigenic determinant and a major determinant of virus virulence [26] (see chapter
4.1.4). The E protein exists in a homodimeric form in mature virions but is rearranged
to homotrimers during the fusion process. In immature virions, it is found in
heterodimeric association with protein prM (see Figure 1a and chapter 4.1.3). Each

monomceric subunit of the E protein comprises three domains, designated I, 1l, and
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lll, and a C-terminal stem-anchor region anchoring the protein to the membrane.
Domain | contains a glycosylation site where the single N-linked glycosylation of the
protein takes place. Domain Il includes a conserved fusion peptide, and domain 11l is

supposed to serve as a receptor binding area [27] (Figure 3a, b).

CHO CHO
Fusion Fusion

a} pept‘[de = perplkle
0 L L =
< M, 3
= P -
A oL G .
- " v A -i " v
Py - r <
N 2 " y . f
Stem- Stem-
Anchor Anchor
b) [ Domain 1 )

Fusion

\ Domain | )\ Domain IlI } peptide

Figure 3. Ribbon diagram of TBEV E protein in its homodimeric form presented in side (a) and top (b)
view, as determined by X-ray crystallography [27]. Positions of the fusion peptide and the stem-anchor

region are indicated. CHO: N-glycosidically linked carbohydrate side chain (adapted from [28]).

The TBEV replicase complex is formed by the non-structural proteins NS1,
NS2A, NS3, NS4A, and NS5 that together fulfill all of the functions required for
transcription [18, 29]. Protein NS1 is a glycoprotein existing in homodimeric forms
localized freely in the cytoplasm or associated with membranes. In addition, protein
NS1 is also secreted into the extracellular space where it forms multimeric forms
inducing protective immune responses. Therefore, it has previously been called
“soluble antigen” [30-31]. Together with protein NS1, the small, hydrophobic proteins
NS2A and NS4A presumably associate the replicase complex to intracellular
membranes [18]. Within this complex, protein NS5 acts as an RNA-dependent RNA
polymerase [32], whereas protein NS3 serves as helicase and RNA triphosphatase

12
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[18]. Besides, protein NS3 also provides virus-specific serine protease activity for the
cleavage of newly synthesized virus polyprotein, with NS2B acting as a crucial
cofactor [17]. To present, the function of NS4B is not known.

4.1.3 Virus replication cycle

A schematic representation of TBEV replication in mammalian cells is given in

Figure 4.

Infection is initiated by binding of the viral E protein to host cell receptors of not
yet sufficiently identified nature. While heparan sulfate has recently been defined to
be a major host cell receptor [33], the identification of different polypeptides as
putative binding molecules [34-35] suggests that TBEV is able to use multiple
receptors for host cell binding. Receptor-mediated endocytosis through clathrin-
coated pits transports virions into prelysosomal endocytic compartments of the host
cell [36]. The low pH in these vesicles causes a conformational change and
reorganization of the E protein from dimers into trimers [37]. The viral fusion peptide
is exposed, initiating fusion of the viral envelope with the endosomal membrane and
release of the viral nucelocapsid into the cytoplasm [28]. After uncoating and
translation of the viral RNA genome, the polyprotein is processed to yield the
individual proteins. This initiates viral RNA replication, where full-length negative-
strand copies of the genome serve as templates for the production of new positive-
strand RNAs. During polyprotein synthesis, the surface proteins prM and E are
translocated into the ER lumen, and their amino-termini are released through
proteolytic cleavage by host cell signalase. On the cytoplasmic side of the ER
membrane, protein C packages the newly synthesized RNA genomes into
nucleocapsids, and the viral envelope is acquired by budding of the nucleocapsids
into the ER. Immature, non-infectious virions containing proteins prM and E in a
heterodimeric association are transported through the host secretory pathway. In the
acidic vesicles of the late trans-Golgi network, furin-mediated cleavage of protein prM
leads to virus maturation. This final activation cleavage produces protein M and
initiates reorganization of protein E to form fusion-competent homodimers. Mature
virions are finally released from the host cell by fusion of the transport vesicles with

the cytoplasmic membrane [12, 18, 38].
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Cytosol

Figure 4. Schematic representation of the TBEV replication cycle within mammalian cells, involving
nine steps: 1) binding; 2) entry; 3) membrane fusion; 4) uncoating; 5) translation; 6) RNA replication;
7) intracellular assembly; 8) transport and maturation; 9) secretion (adapted from [39]). For a

description of the individual steps, refer to the main text.

The TBEV maturation pathway within tick cells significantly differs from that in
mammalian host cells. Most prominently, nucleocapsids are assembled freely in the
cytoplasm rather than on the ER, and the envelope is acquired by budding on the
cytoplasmic membrane or into cell vacuoles. Also, the virus replication rate is very
slow, wherefore the titers reached in tick cells are approximately three orders of

magnitude lower than those obtained in mammalian cells [40].

4.1.4 Molecular determinants of virulence

Strains of TBEV are known to considerably differ in their neuropathogenic
properties [41-42], and the molecular basis for virus attenuation has received
increased interest in recent years. Genomic changes may impair both the ability of
the virus to enter the CNS, referred to as neuroinvasiveness, as well as its capacity to
replicate within the CNS, referred to as neurovirulence [29]. While virulence studies
frequently rely on the molecular characterization of viruses investigated in in vivo or

in vitro experiments, the generation of infectious cDNA clones constitutes a more
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direct approach for describing the functional consequences of distinct mutations [43-
45].

Early work on TBEV virulence identified amino acid substitutions with potential
biological significance scattered throughout the virus genome [42]. Whereas
mutations in structural proteins may affect virus stability, binding, and entry,
mutations in non-structural proteins possibly cause defects in transcription,
translation, or virion assembly [29]. In general, mutations especially in the E protein

are supposed to influence TBEV virulence.

The process of receptor binding is a crucial event of virus replication.
Accordingly, a number of mutations within the receptor-binding area of the E protein
have been shown to affect TBEV neuroinvasiveness [46-48]. For instance, the
interaction of TBEV with heparan sulfate plays an important role during the early
steps of viral entry into the host cell (see chapter 4.1.3), and mutations enhancing the
affinity for this molecule by increasing the positive net surface charge of the E protein
significantly reduce neuroinvasiveness [12, 47, 49].

TBEV neuroinvasiveness has repeatedly been shown to be impaired by
mutations in the prM/E interface [47, 50-52]. Possibly, these mutations disrupt E
protein trimerization during the fusion process or disturb the stability of the

glycoprotein network on the virion surface.

As opposed to the numerous mutations attenuating neuroinvasiveness, only
limited determinants of TBEV neurovirulence have been identified in the E protein.
However, this characteristic is known to be affected by alterations of the E protein
glycosylation site, resulting in a reduced glycoprotein expression [53].

Although less extensively studied, molecular determinants of virulence have
also been identified in the structural C and prM proteins of TBEV. Mutations within
the prM furin as well as the prM/E host signal peptidase cleavage site attenuate virus
virulence, most likely by interfering with correct protein processing during virion
maturation and therewith reducing the amount of infective particles produced [45,
54]. Furthermore, significant attenuation of TBEV neuroinvasiveness is caused by
deletions within the central hydrophobic domain of the C protein, disturbing the
assembly process and thus decreasing the production and physical stability of
infectious particles [20].
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Virus replication and therewith its virulence is susceptible to mutations in the
non-structural proteins, affecting the formation of a stable replicase complex or
directly disturbing the enzymatic activity of viral proteins. For example, alterations in
NS1 possibly destabilize the replicase complex, resulting in reduced replication
kinetics [53]. Defects in viral replication are also caused by mutations within the
conserved domain of NS2B, eliminating its ability to associate with NS3 to form the
viral protease (shown for Yellow Fever virus, flavivirus) [55]. Likewise, mutations
within the substrate binding pocket of NS3 itself severely inhibit viral protease activity
[56]. Recently, substitutions within the NS2B and NS3 genes have been confirmed to
reduce neuroinvasiveness in natural TBEV isolates [57]. Finally, mutations within the
conserved core region of the 3’-UTR which plays a crucial role in RNA replication [58]

have been implicated in virus attenuation [44, 59].

4.2 Ecology

TBEV is a vector-borne pathogen, with ixodid ticks serving as both the
principal carrier as well as reservoir of the virus [2]. In western Europe, TBEV is
principally transmitted by the tick species Ixodes ricinus, whereas Ixodes persulcatus
is the primary vector of the Far Eastern and Siberian virus subtypes [60].
Sporadically, TBEV has also been isolated from several other tick species as well as

from other parasitic invertebrates [17, 61].

In consequence of its very specific route of transmission, the epidemiology of
TBEV is closely associated with the ecology and biology of vector ticks, the areas of
their dissemination, and periods of tick feeding activity [62]. Therefore, the biology
and life cycle of the European subtype TBEV vector tick I. ricinus are described here,
along with the circulation of the virus in the ecosystem. Also, the issue of rapid virus-

host adaptation is addressed.

4.2.1 Biology and life cycle of the virus vector Ixodes ricinus

. ricinus inhabits specific foci within deciduous forests of central and western
Europe, where particular macro- and microclimatic conditions coincide with the
presence of a proper combination and density of vertebrate hosts. Generally, I.
ricinus can be found in geographic regions ranging from 39 to 65 degrees of latitude
(north), extending to 60 degrees of longitude (east) [63], and reaching 1,500 meters
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above sea level in altitude [64]. Circulation of ticks within these regions is restricted to
definite zones meeting specific climatic conditions, resulting in a discontinuous

distribution. Also, the dissemination of ticks within a habitat is not uniform [17, 60].

. #

1 mm

Figure 5. Developmental stages of I. ricinus: larva, nymph, adult male, adult female (from left to right).

Although 1. ricinus is highly cold-adapted, its rate of development is
temperature-dependent. Ticks undergo diapauses in winter but become biologically
active at temperatures above 7C [63, 65]. The lowe r limit of relative humidity for
survival lies between 70 and 80 %, making I. ricinus very sensitive to moisture stress
[66] and entailing cessation of any activities during prolonged dry spells. On these
climatic conditions, throughout Europe, peak feeding times occur between May and

June and also between September and October [17].

The life cycle of I. ricinus proceeds through three developmental stages
(larvae hatching from eggs, nymphs, and adult males or females) (Figures 5, 6),
where the major requirement for molting and entering the next stage is the uptake of
a blood meal from a vertebrate host. Each stage feeds on a different individual host
for a period between four to six (larva) and five to fourteen days (adult female). The
duration of each stage is typically one year, wherefore the completion of the entire
developmental cycle generally takes three years. However, it may vary from two to
six years, depending on climatic conditions and geographic location [67].

Under natural conditions, I. ricinus may act as a parasite on more than two
hundred different species, including humans. Larval ticks preferentially parasitize

small mammals, whereas nymphal ticks can also be found on larger mammals, birds,
17
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or lizards. While adult female ticks especially infest red or roe deer, adult male ticks
only rarely take up small amounts of blood or tissue fluid on these hosts [68-69].
Adult male and female ticks mate before or during the act of feeding, where after

female tick deposits 2,000 to 3,000 eggs in the loose top layer of the soil [66].

4.2.2 Circulation of TBEV in the ecosystem

In the environment, TBEV is maintained within so-called natural foci in cycles
involving ticks and wild vertebrate hosts, thereby depending on the coincidence of
certain botanical, zoological, climatic, and eco-geological conditions [70]. Generally,
transmission of TBEV infections relies on two routes: vertical (from eggs to larvae
and from larvae to nymphs and adult ticks) and horizontal (from tick to tick, from tick

to vertebrate host, or vice versa) [71] (Figure 6).

Ticks are infected during the process of feeding, where after the virus enters
and replicates in cells of the midgut wall and, in a later stage, also infects the salivary
glands, assuring further virus transmission in the tick saliva during the next feeding
[72]. Besides infecting their vertebrate hosts, infected ticks are likely to pass on the
virus to non-infected ticks during co-feeding on the same host. This transmission
process does not necessarily require a detectable viremia but instead may also be
mediated by migratory cells infiltrating the tick feeding sites [73]. Furthermore, TBEV
is possibly transmitted from infected fertilized females to their progeny [74]. Thus, if
infected with the virus, ticks remain infected throughout their life cycle and support
circulation of TBEV in the tick population by co-feeding, viremic, and transovarial
transmission [17].

Virus endemism within TBE foci importantly depends on sufficient
transmission between ticks and vertebrate reservoir hosts. In contrast to indicator
hosts developing only brief viremia with low virus production, reservoir hosts are
sensitive to TBEV and able to multiply the virus, exhibiting viremia for a long period of
time without becoming clinically ill [75]. Natural reservoir hosts of TBEV include
rodents (Clethrionomys, Apodemus, Mus, Microtus, Micromys, Pitymys, Arvicola,
Glis, Sciurus, Citellus), insectivores (Sorex, Talpa, Erinaceus), and carnivores
(Vulpes, Mustela) [62, 76]. Accidental TBEV hosts such as humans do not participate
in virus circulation in nature but may develop a clinically inapparent or apparent

infection with viremia [62].
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Figure 6. Life cycle of I. ricinus and transmission cycle of TBEV. White arrows indicate the sequential
development of ticks form the fertilized egg to the adult stage. In each developmental stage, ticks feed

on a suitable vertebrate host. Black arrows specify the possible transmission routes of TBEV (adapted

from [38]).

The maintenance of TBEV within a focus is significantly regulated by a
coincident feeding of larvae on rodent hosts alone or alongside with infected nymphs
[77]. Temperature profiles characterized by a rapid fall in ground-level temperatures
form August to October seam to enhance the synchrony in the seasonal activity of
larval and nymphal I. ricinus ticks and therewith constitute a key determinant of the
focal distribution of TBEV [78]. Interestingly, microclimatic conditions have also been
described to directly affect the infection and virus propagation rate in ticks as well as
the rate of pathogen transmission [79-80]. This emphasizes the significance of abiotic

factors in the preservation of TBE foci.
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Although larger animals such as birds, deer, and horses may serve as hosts
for ticks, they are not known to play an important role in virus transmission [17]. In
fact, the density of such hosts may positively or negatively affect the circulation of
TBEV. While facilitating virus transmission by amplifying the tick population, they may
also decrease the tick feeding rate on rodents being the pathogens’ most important
reservoir hosts [71]. The potential of TBEV to persist and spread in endemic foci is
thus restrained by the low probability to infest reservoir hosts [81] and by the
relatively short duration of the infectious period in such hosts [82], with viremia
normally lasting for two to eight days [83]. However, small mammals may maintain a
persistent infection with the virus [84], suggesting an important role of latent TBEV in
natural foci. Also, the virus is possibly transmitted via both the sexual and the
placental route in wild rodents [85]. Infected vertebrate hosts may change their
behavior or specific odor, thereby modifying their risk of repeatedly being attacked by
ticks [86]. Likewise, TBEV presumably stimulates the questing activity of the tick [87],
increasing effectiveness of pathogen transmission. The virus infection rate of ticks
removed from humans has been reported to be about 20 times higher than in
guesting ticks from the same area [88]. On the other hand, the transmission pattern
of TBEV may restrictively be influenced by resistance of vertebrate hosts to both the
tick-borne pathogen and the tick itself [89].

Generally, the prevalence of TBEV-infected I. ricinus ticks within endemic foci
is relatively low, for example reaching mean infection rates of 0.46 % in Switzerland
[90], 0.5 to 2 % in Germany [88], 1.7% in Lithuania [91], 2.4 to 3 % in Latvia [92], or
4.2 % in Poland [93]. However, infection rates up to 14.3 % have been recognized in
an isolated focus in Switzerland [94], and a prevalence as high as 26.6 % was
observed in adult I. ricinus ticks in Latvia [95]. In I. persulcatus ticks, on the other
hand, high virus prevalences are regularly observed, reaching up to 40 % in certain
regions of Russia [2]. Ixodid ticks may maintain double infections and thus transmit
more than one pathogen to their host, with the most common coinfections being

TBEV and Borrelia spp. as well as TBEV and Coxiella burnetti [96].

4.2.3 Microevolution of TBEV

The maintenance of TBEV within a focus significantly depends on both its

ability to persistently infect vector ticks as well as its capacity to quickly replicate in
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vertebrate hosts upon transmission, preferably producing pronounced viremia. The
process of host alternation is therefore likely to select for a virus population being well
adapted to both systems [97]. In fact, TBE viruses isolated from questing ticks are
known to comprise a heterogeneous population of variants differing in their virulence

properties in mammals [98].

TBEV spends most of its life cycle in ticks, infecting them chronically for the
duration of their life. Upon mammal-to-tick transmission, the phenotypic
characteristics of the virus rapidly change, resulting in a noticeable decrease in
vertebrate virulence [51, 97]. However, the virulent phenotype is restored when the
attenuated virus is re-transmitted to and reproduces in mammals [99]. Interestingly,
different TBEV subtypes (European, Siberian, Far Eastern) vectored by different tick
species (l. ricinus, |. persulcatus) are known to vary in both disease morbidity and
mortality rates in humans, suggesting that different pathogenic properties of these

subtypes might be a result of adaptive evolution of viruses to their vector ticks [17].

Since host adaptation results in considerable changes in the pathogenic
properties of TBEV, variations in the molecular determinants of virus virulence are
likely involved. Specifically, substitutions increasing heparan-sulfate binding
properties of the virus and therewith significantly reducing neuroinvasiveness in
mammals (see chapter 4.1.4) appear to be concerned with the adaptation of TBEV to
ticks [51, 97]. An increase in the neuropathogenic potential of TBEV upon replication
in mammals may also result from substitutions within the viral protease (NS2B/NS3)
[100]. However, rapid phenotype conversion ensuring the high level of virus
adaptability unlikely relies on random mutagenesis during the process of host
alternation. Instead, virulent and naturally attenuated viruses most likely co-exist as
variants, or quasispecies, and rapid virulence conversion during host adaptation is
mediated by selection from the quasispecies population. Variants less adapted to the
actual host are not eliminated but rather replicate at background levels, with the

potential to re-emerge upon the next host switch [57, 97].

4.3 Epidemiology

During the last few thousand years, TBE viruses have evolved and dispersed

from east to west across the Eurasian continent [101], thereby emerging as a
pathogen currently causing at least 11,000 human cases of encephalitis in Russia
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and about 3,000 annual cases in the rest of Europe [17]. Predictive risk mapping
comprising the influence of climate change suggests that TBE endemic areas will
contract to increasingly high latitude and high altitude regions, until by the 2080s the
disease no longer occurs in mainland Europe but is confined to parts of Scandinavia
[102]. This chapter, however, considers the present geographical distribution of TBE,
summarizes the factors influencing disease incidence, and provides information on

TBE monitoring and surveillance activities.

4.3.1 Geographical distribution and molecular phylo genetics

TBE occurs in an area ranging from northern China and Japan, across far
eastern Russia, to central and western Europe and Scandinavia [4, 103-104] (Figure
7). Specifically, the disease is endemic in Austria, the Czech Republic, Estonia,
Finland, Germany, Hungary, Latvia, Lithuania, Poland, Russia (particularly western
Siberia and Ural [61]), Slovakia, Slovenia, Sweden, and Switzerland. Sporadic
disease cases have also been reported from France, ltaly, Greece, Norway,
Denmark, Bulgaria, Croatia, Romania, Serbia, China, and Japan [105-106]. A spread
of endemic areas as suggested by predictive risk mapping [102] has recently been
confirmed in Denmark [107]. To date, the northernmost area of circulation of TBEV
has been identified in Simo, Finland, which is situated about 100 km south of the

polar circle [108].

Generally, the dissemination of TBEV correlates with the distribution of ixodid
vector ticks (Figure 7). While 1. ricinus is the predominant tick species in most parts of
Europe, I. persulcatus is principally found from Japan and China to eastern Europe
[109-110]. Accordingly, the European subtype of TBEV is primarily found throughout
Europe, whereas the Siberian lineage is by far the most prevalent in both the western
and central parts of Russia [108]. The Far Eastern subtype prevails in the far eastern
parts of Russia [108], circulates in western and south-western China [103], and is
endemic in the northern regions of China and in Japan [104]. I. ricinus and I.
persulcatus coexist in northeastern Europe, the east of Estonia and Latvia, and in
several European regions of Russia [95, 105, 111-113]. Consequently, all three
lineages of TBEV could be detected in many parts of Russia [108] and are known to
co-circulate in endemic areas in Estonia and Latvia [95, 111]. The Siberian subtype is

even found as far northwest as Finland [113]. Interestingly, European subtype TBE
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viruses have recently been detected in the I. nipponensis population in South Korea
[114]. The involvement of this unusual vector tick and the presence of the European

instead of the Far Eastern subtype underline the emerging character of TBEV.
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Figure 7. Geographical distribution of TBE and its natural reservoirs. Western distribution of I. ricinus
is shown in blue, eastern distribution of I. persulcatus is marked in yellow. Distribution of both vectors
overlaps in the checkered area. The red dotted line indicates the border of TBE endemic areas

occurring in patterns of natural foci. Distribution of ixodid ticks in China is uncertain (adapted from

[105]).

Despite their wide geographic distribution and the clear separation into three
subtypes, TBE viruses show a high level of stability and antigenic homogeneity [9,
60, 115-117]. Major limitations imposing selective pressure and thus supporting
genetic conservation are given by the prolonged tick life cycle and the fragile
transmission cycle of TBEV within endemic foci (see chapter 4.2.2). Whereas the
degree of variation is especially low among European subtype viruses, Far Eastern
and Siberian subtype TBEV are more diverse, with the latter comprising at least two
distinct lineages (Baltic and Siberian) [118]. However, TBEV subtypes clearly
represent variants of a single virus species. The Siberian and Far Eastern subtypes
share a common ancestor and are more closely related to each other than to the
European subtype, which, on the other hand, is more closely related to Louping ill
virus [10].

Many studies on the molecular epidemiology of TBEV have focused on the E

glycoprotein. The degree of amino acid variability within this protein is low, reaching
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maximum difference of 5.6 % between members of the different subtypes or 2.2 %
between different European subtype viruses. Variability is higher at the nucleotide
level, ranging from 1 to 16.9 % between different subtypes [9]. For instance, the
nucleotide sequence identity between different Swiss TBEV ranges from 96.3 to 100
% [119], the identity among different Lithuanian isolates was found to be 97.7 % [91],
Swedish isolates show an identity of 97.7 to 98.0 % [112], comparison of different
European subtype isolates from Estonia revealed an identity of 98.1 to 98.7 % [111],
and a Norwegian and a Danish strain are identical at 98.6 % of the E gene sequence
[120]. Phylogenetic studies have also been based on the viral polymerase, and a
robust analysis similar to that obtained from whole genome sequences can be
derived from studies based on the nucleotide sequence of NS3 [10, 121]. A
substantial variability of 55.5 % within partial 5-UTR and C protein-coding regions
has recently been demonstrated among TBEYV isolated from a single endemic focus
in Switzerland, possibly reflecting a strategy for the selection of the fittest viruses
[94]. All together, comparison of viruses at the molecular level allows for the
understanding of evolutionary patterns and may give insights into population

dynamics within endemic areas.

4.3.2 Disease incidence

The incidence of clinical TBE cases varies from year to year and in different
geographic regions, depending on several risk factors [17]. A key determinant of
disease incidence is the number of human exposures to infected ticks. Accordingly,
the rate of infections coincides with seasonal peaks of tick feeding activity [17]. The
length of time spent by the tick feeding on the host may influence disease incidence,
although even a brief attachment can result in the development of TBE [122]. The
most important risk factor affecting the proportion of humans developing clinically
apparent disease, however, is the infection prevalence and concentration of
infectious virus within ticks. A high abundance of ticks with a high infectivity occurs in
so-called nuclei of natural foci. Within these nuclei the tick density is much higher
than in the surrounding areas, providing a more intensive circulation of TBEV [123].
Generally, about 1 to 2 % of people getting bitten by a tick in an endemic region

develop clinical disease [124].
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During the last two decades, an increase in disease incidence has been
observed in most European countries. The most dramatic changes have been
reported in Lithuania and Poland, where the number of registered cases multiplied by
factors of 69 and 30, respectively. A pronounced increase (3— to 7—fold) was also
observed in the Czech Republic, Estonia, Finland, Germany, Slovakia, and Sweden.
Furthermore, sporadic cases of TBE have been reported in Norway and Denmark
during the last 10 years, where the disease was first described in 1998. On the other
hand, a slight decrease in disease incidence has been observed in Hungary and
Russia from the 1990s to the 2000s [125]. In Switzerland, first human disease cases
have been described in 1969 [126]. Since then, TBE incidence continuously
increased, peaking in a maximum of 245 registered clinical cases in 2006. During the

past three years, about 110 to 120 annual disease cases have been reported [127].

The apparent increase in TBE incidence is attributable to a complex
interaction of ecological, social, political, economic, and demographic factors [62].
Most prominently, climate change aids the spread of tick-borne diseases by affecting
both the tick and the rodent population dynamics [4]. Warmer temperatures may
change the seasonal pattern of tick questing activities, accelerate the tick
developmental rates [128-129], or change the prevalence of TBEV infections in ticks
[78-79] (see chapter 4.2.2). Also, the observed shift of the upper limit of geographical
habitats of ticks is relatable to climate warming [130]. On the other hand, variations in
weather markedly alter human activities. The growing popularity of outdoor pursuits
as well as changes in land usage such as intensified forestation may increase the
contact between people and ticks [4, 38]. Human behavioral responses to weather
favorable for outdoor activities are thought to be responsible for the remarkable peak
in TBE incidence observed in Switzerland, Germany, Poland, Slovenia, and the
Czech Republic in 2006 [129]. However, although climate change may provide a
generally more permissive environment for TBEV transmission, it does not explain
the spatio-temporal inhomogeneity in epidemiological changes. Instead, this
heterogeneous pattern is more likely explained by the variable contribution of several
additional factors [131]. For instance, increased environmental awareness resulting in
reduced industrial pollution and a decrease in the use of pesticides may have a
positive effect on the tick habitat and rodent host population. Changes in hunting
practices may lead to an increase in larger mammal populations, which in turn
amplifies the tick population and therewith facilitates TBEV transmission [132].
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Moreover, the probability of TBE infection depends on socio-economic factors such
as dissimilar vaccination rates among people with high or low incomes [133].
Increased mobility of people travelling to endemic areas additionally adds to the risk
of infection. Furthermore, migrating birds carrying TBEV-infected ticks may aid the
spread of the disease [134]. Alternatively, the reporting of TBE cases may be
influenced by an increased public and medical awareness as well as by improved
diagnostics and disease surveillance systems in many countries [62, 106].

4.3.3 Disease surveillance

Despite the increasing endemcitiy of TBE in Europe, surveillance and
notification schemes are not uniform and thus may affect the prevalence estimates in
different countries [106, 135]. Importantly, the lack of a standardized case definition,
varying diagnostic procedures, and wide differences in the quality of national
surveillance programs complicate comparison of surveillance data throughout Europe
[106]. Since TBE-endemic areas do not cover the entire geographic area of the
European Union (EU), TBE is not included in the list of notifiable diseases at the EU-
level [108]. In Switzerland, however, as in 15 other European countries, TBE is
classified as a notifiable disease, with notification being mandatory since 2001. On
the other hand, the lack of a clearly formulated case definition may involve an under-
ascertainment of disease cases. TBE vaccination is included in an official
governmental vaccination program in Switzerland, with health insurance companies
covering the costs for people who are at risk of exposure to ticks in endemic areas
[106]. To date, the vaccination coverage in Switzerland is about 17 %, as opposed to
88 % in Austria, where a mass vaccination campaign was initiated in 1981 [136].
Vaccination is recommended for people living in or travelling to endemic areas
throughout Switzerland. These recommendations require the availability of risk
profiles based on epidemiological data. As in many other countries, the description of
clinical cases and their geographic location is principally used as an indicator for
predicting endemic foci in Switzerland [106]. By publishing a risk map updated
annually on the basis of reported human disease cases, the Federal Office for Public
Health (FOPH) informs citizens and visitors on the endemic status of the country
[137] (Figure 8).
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Figure 8. Risk map illustrating established endemic foci of TBE in Switzerland, as defined by

geographic mapping of disease cases and published by the Federal Office for Public Health [137].

Due to the introduction of mass vaccination programs, the incidence of TBE
may decrease in future. Therefore, the introduction of tick or animal reservoir surveys
as alternative indicators for risk assessment should be implemented in national
surveillance systems, as initiated in Switzerland, Germany, Latvia, and Slovakia [90,
95, 106, 138-139].

4.4 Description of the disease

When transmitted to humans, TBEV can cause disease of variable severity,
ranging from subclinical infections to severe courses with neurological involvement
and potentially fatal outcome [17]. This chapter reviews the characteristics of TBE,
from the process of infection up to the clinical manifestation of the disease. Important
aspects of disease pathogenesis and host immune response are addressed, along

with disease diagnosis, treatment, and prevention.
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4.4.1 Routes of infection

Under natural conditions, humans are most likely infected with TBEV by the
bite of an infected tick when walking through the dense vegetation in forests [17] (see
Figure 6). Thereby, ticks preferentially attach to the arm and knee bends, to the
gluteal and genital regions, as well as to ears and the hair-covered portion of the
head. The virus is transmitted from tick saliva during the first minutes of feeding. This
process is indirectly promoted by the action of pharmacologically active molecules
secreted in the tick saliva, which modify the microenvironment within the skin site
where ticks attach and feed. The tick pharmacopoeia of anti-haemostatic, anti-
inflammatory, and immunomodulatory molecules includes immunoglobulin (Ig)- and
histamine-binding proteins, interferon regulators, as well as natural killer cells and
complement inhibitors. These substances act together to facilitate tick blood feeding

and pathogen transmission [140].

Another natural route of human TBEV infection is associated with the
consumption of unpasteurized goat, sheep, and cow milk. Whereas cows only
secrete low amounts of virus to the milk for up to 6 days post infection (p.i.), TBEV
can be isolated from goat milk in significantly higher titers and for a considerably
longer period (5 to 25 days p.i.). Also, the virus remains infectious in various milk
products such as yoghurt, cheese, and butter [17, 141-142]. TBE virions are known
to preserve at least residual infectivity over a pH range of 1.42 to 9.19 and are stable
in normal gastric juice (pH 1.49 to 1.80) for up to two hours [141, 143]. Therefore, the

human digestive tract is an efficient route of infection.

In addition to these natural pathways of transmission, TBE may also be
acquired accidentally during laboratory investigations [144]. Specifically, accidental
infections may be associated with needle-stick injuries during experimental infection
of animals. Moreover, broken bottles or ampoules containing high virus concentration

or freeze-dried samples are a potential source of aerosol infections [145-146].

4.4.2 Pathogenesis

Upon introduction into the skin of tick vertebrate hosts, TBEV first replicates in
localized dendritic cells of the skin, and in neutrophils. Epidermal Langerhans cells
are likely to transport the virus to draining lymph nodes and therewith initiate the

spread of infection via the lymphatic system [147]. After further virus replication in
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Figure 9. Schematic representation of the pathogenesis of TBE. Following infection by the bite of an
infected tick (1), TBEV replicates in localized cells of the skin (2). The virus is then transported to the
regional lymph nodes (3) and further replicates in lymphatic tissues, before it induces viremia (4).
Many extraneural tissues are infected (5), and massive virus replication results in secondary viremia
(6) during which the virus may cross the blood brain barrier (7). Within the central nervous system,
infection of neurons causes neuronal cell death (8). The action of CD8" cytotoxic T lymphocytes may

further contribute to neuronal damage (9) (based on [148]). For detailed information on the individual
steps, refer to the main text.
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T-cells, B-cells, and macrophages within the lymphatic organs (lymph nodes, thymus,
and spleen), the virus spreads through the efferent lymphatic system and the thoracic
duct to produce viremia [149]. During the viremic phase, many extraneural tissues
are infected, and the release of virus from these tissues enables viremia to continue
for several days [150]. Consequently, TBE virions invade other susceptible organs,
especially the reticuloendothelial system (spleen, liver, bone marrow), where massive
virus replication takes place. It is during the resulting phase of secondary viremia that
the virus may cross the blood brain barrier (BBB) to invade the CNS, where viral

replication causes inflammation, lysis, and cellular dysfunction [1, 38] (Figure 9).

CNS pathology of TBEV infections involves two distinct properties: whereas
the ability of the virus to replicate in peripheral tissues, induce viremia, and invade
the CNS is referred to as neuroinvasiveness, the ability to initiate cytopathic infection
of CNS cells and to cause encephalitis is referred to as neurovirulence [23, 29, 151].
Although neuroinvasion in humans has been well reported [152], the mechanisms by
which an acute febrile disease develops into a severe CNS infection are not clearly
understood. However, the neuroinvasive potential of TBEV is intimately linked to its
ability to replicate in particular cell types of peripheral tissues. Inefficient viral
replication in dendritic cells, for instance, results in a delayed onset of viremia and
may allow the immune system to clear the infection before the onset of encephalitis
[29]. Thus, any changes within the genome of TBEV which affect virus replication and
spread may significantly alter its pathogenicity (see chapter 4.1.4). On the other
hand, aspects such as the general state of health or the age of the infected person
may influence the course of disease (see chapter 4.4.4).

The mechanisms by which TBEV crosses the BBB are not clearly understood.
However, since the development of encephalitis clearly correlates with the level of
viremia [153] and viral antigen simultaneously appears at several sites within the
CNS [154], direct hematogenous spread, possibly involving infection of endothelial
cells of the BBB [147, 154-155], is a probable route of infection. Alternatively, TBEV
may enter the CNS by retrograde spread along the olfactory nerve. In this pathway,
the olfactory neuroepithelium becomes infected during the viremic phase, allowing
the virus to infect olfactory neurons and subsequently reach the CNS by cell-to-cell
spread [156]. A dissemination from the nasal mucous via olfactory nerves to the brain
likely explains the short incubation period and the often extremely severe course of

laboratory-acquired aerosol infections [157].
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Interestingly, although lymph nodes play an important part in the pathogenesis
of TBE, virus replication is not accompanied by any specific histological changes,
including any destruction of cells, in these organs [158]. On the other hand, TBEV
infections result in characteristic neuropathological changes within the CNS. The
brain is edematous and hyperemic. Typically, diffuse lymphocyte (and sometimes
leukocyte) infiltrations are observed in cerebral and spinal meninges, with the most
extensive area of meningitis being around the cerebellum. Microscopic lesions are
particularly present in the medulla oblongata, pons, cerebellum (principally in
Purkinje’s cells), brainstem, basal ganglia, thalamus, and the spinal cord (mainly in
anterior horn cells), but may be observed in almost all parts of the CNS. These
lesions consist of lymphocytic perivascular infiltrations, accumulation of glial cells,
necrosis of nerve cells, and neuronophagia. Infiltration and rarefaction of cells is also
noted in the mesencephalon and diencephalon. In the cerebral cortex, changes
including degeneration and necrosis of the pyramidal cells, lymphocytic
accumulation, and glial proliferation, are restricted to the motor area [105, 159].

Direct infection of neurons is considered to be the major cause of TBE CNS
pathology, since viral infections induce both apoptotic and necrotic neuronal cell
death in vivo and in vitro [159-163]. While cytopathic effects are primarily observed in
neurons, TBEV may also replicate in glial cells [161, 164]. However, pathologic
changes in cells other than virus-infected neurons are presumably attributable to
bystander injury. In addition to direct viral infection, the host immune response may

significantly contribute to neuronal damage [161, 165] (see chapter 4.4.3).

4.4.3 Host immune response

The viremic phase of TBE commonly involves a significant decrease in the
blood leukocyte count, thrombocytopenia, hyperalbuminorrachia, as well as elevated
liver enzymes [166], and is accompanied by a pronounced lymphocytopenia in
regional lymph nodes [167]. With the onset of CNS infection, cerebrospinal fluid
(CSF) pleocytosis and transient blood leukocytosis are generally observed [105,
168]. Polymorphnuclear cells initially present in the CSF are almost completely
replaced by mononuclear cells which are predominantly composed of CD4" T
lymphocytes, followed by CD8" T lymphocytes, and a limited number of natural killer

cells and B lymphocytes [105, 169]. The humoral immune response is reflected by an
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increase of TBEV-specific antibodies of different isotypes in both serum and CSF.
Whereas serum IgM activity rises between 0 and 6 days and declines 6 weeks after
the beginning of neurological symptoms, CSF IgM levels peak between 9 days and 6
weeks after onset. In comparison, maximum IgG activity in both serum and CSF
occurs after 6 weeks [170]. TBEV infections provide a level of immunity that prevents

re-infection and thus confer life-long protection [171].

The role of cytokines and chemokines in the pathogenesis of TBE is poorly
understood. However, elevated serum levels of tumor necrosis factor (TNF)-q,
interleukin (IL)-1a, and IL-6 are observed at the onset of neurological symptoms, with
IL-1a and TNF-a synergistically initiating the cascade of inflammatory mediators by
targeting the endothelium [172]. IL-6 too acts as a pro-inflammatory mediator and
may have neurotoxic effects in high concentrations. On the other hand, this cytokine
mediates anti-inflammatory functions such as a negative regulation of TNF-a and, in
association with soluble IL-6 receptor, the stimulation of neuronal survival and
regeneration [172-174]. A decrease in serum levels of IL-13, TNF-a, and IL-6 within
the first week or so after the onset of neurological disease is accompanied by an
increased level of IL-10. This anti-inflammatory mediator acts as an inhibitor of
cytokine synthesis. An increase of soluble receptors of IL-1 (IL-1RA), TNF-a
(STNFRI), and IL-6 (sIL-6R) is observed within the same time period, with receptors
presenting in the serum in a magnitude higher levels than the corresponding
cytokines. The ratio of cytokines to their receptors significantly influences disease
outcome, with increasing ratios of IL-1 to IL-1RA and TNF-a to sTNFRI having
negative prognostic character [172]. In CSF, elevated concentrations of CCL2 (CC
chemokine ligand 2), CCL5 (CC chemokine ligand 5), CXCL10 (C-X-C motif
chemokine ligand 10), and sPECAM-1 (soluble platelet cell adhesion molecule-1)
have been reported, suggesting a role of these molecules in the recruitment of
leukocytes into the CSF [175-177]. Finally, in comparison with other viral

meningitides, interferon y is only presents at moderate CSF levels during TBE [178].

Although critical for controlling viral infections within the CNS, the host immune
response may significantly contribute to the neuropathology of TBE. Prominent
inflammatory infiltrates predominantly composed of T lymphocytes and macrophages
topographically correlate with marked neuronal damage [179]. On the other hand,
CD8" cytotoxic T Ilymphocytes may also be found in close contact with

morphologically intact neurons, suggesting a key function of these cells in the
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pathogenesis of encephalitis [159, 179]. In fact, CD8" cytotoxic T lymphocytes
infiltrating the brain parenchyma have recently been confirmed to mediate
immunopathology during TBE [180], most likely by initiating apoptotic cell death via
the perforin and Fas/FasL pathways [181].

4.4 .4 Clinical manifestations

Serological surveys suggest that 70 to 95 % of human TBEV infections in
endemic regions are either sub-clinical or asymptomatic. However, TBEV may cause
a variety of clinical symptoms which can be differentiated into distinct forms of TBE.
While courses and symptoms are quite similar in the early stage of the disease,
human infections with different subtypes of TBEV may, in a later stage, result in the
development of clinical manifestations of variable severity. Regardless of disease
severity, the incubation period is generally 7 to 14 days, with extremes ranging from 4
to 28 days. The onset of disease is characterized by fever, vomiting, headache, and
muscular pains in the neck, shoulders, lower back, and limbs [17, 105].

Human infections with Far Eastern subtype viruses are typically characterized
by a monophasic course of illness, with the initial symptoms directly proceeding to
neurological dysfunctions. Patients frequently develop severe focal meningo-
encephalitis or polyencephalitis accompanied by loss of consciousness and
prolonged feelings of fatigue during recovery. Mild febrile forms are observed less
frequently (14 to 16 %), and the case fatality rate is about 35 % (20 to 60 %). These
high mortality figures may, however, be due to the lack of detection or reporting of
mild cases. Whereas slow progressive forms of TBE are rare (less than 0.05%), long-
term neurological consequences resulting from acute disease persist in about 75 %
of all cases [1, 17, 182].

Siberian subtype TBE viruses induce a less severe acute period with a
tendency for the patients to develop non-paralytic febrile forms of illness (about 80
%). Case fatality rates rarely exceed 6 to 8 %. However, there is an increased
prevalence of chronic illnesses. Such disease forms result from extremely prolonged
infections and may present as long-term sequelae (months or years) of any of the
acute disease symptoms. Alternatively, chronic TBE may begin without typical acute
manifestations, and the development of neurological symptoms can take years

following infection through a tick bite. Clinical symptoms of chronic TBE include
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Kozshevnikov's epilepsy, progressive neuritis of the shoulder plexus, lateral or
dispersed sclerosis, progressive muscle atrophy, and a Parkinson-like disease.
These symptoms are frequently accompanied by mental deterioration resulting in

severe dementia or even death [17, 183].

In contrast to Far Eastern (3 to 8 %) and Siberian (21 %) subtype infections,
the typical course of TBE caused by European subtype viruses is biphasic in 72 to 87
% of all patients [1, 17, 182]. The initial stage corresponds to the viremic phase and
usually presents as an uncharacteristic, flu-like illness with symptoms such as fever
(38 to 39CT), fatigue, headache, and muscular pains lasting for 2 to 4 days
(maximum: 10 days). This phase is followed by a non-febrile and relatively
asymptomatic interval of about one week (1 to 33 days). The beginning of the second
stage is characterized by another significant increase in temperature, with peak
values typically being 1 to 2T higher than those of the first phase. This stage
correlates with the virus invasion into the CNS and occurs in about 20 to 30 % of
symptomatic infections [184]. The second phase clinically presents as meningitis in
about 50 %, meningoencephalitis in about 40 %, and as meningoencephalomyelitis
in about 10 % of the patients [155, 185].

The main symptoms of meningitis are high fever, headache, nausea, vomiting,
and vertigo. Signs of meningeal irritation (spinal and nuchal rigidity, Brudzinski's and
Kernig's signs) usually occur, but may not be pronounced. The fever lasts for 7 to 14

days with gradual but usually complete recovery [17, 105].

Meningoencephalitis is characterized by a disturbance of consciousness
ranging from somnolence to stupor and, in rare cases, coma. In some patients, a
rapid development of delirium and psychosis is observed. Meningoencephalitic
symptoms include fibrillar contractions, bradycardia, bradykinesia, stomach bleeding,
hyperkinesias, hemiparesis, and hemiplegia. Since cranial nerves (mainly of ocular,
facial, and pharyngeal muscles) are frequently affected, nystagmus, asymmetric
facial paresis, as well as swallowing and speech disorders are commonly observed
[17, 186]. Fever associated with meningoencephalitis generally lasts for 4 to 10 days
(maximum: 30 days), and convalescence is very slow. Sequelae such as nervous
exhaustion, malaise, mood disorders, or hearing impairment may persist for several
years [17, 187].
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Meningoencephalomyelitis is the most severe form of the disease. It is
typically characterized by a prodromal period with fatigue, periodic muscle
contractions, and a sense of weakness or numbness in the limbs, which later
develops as a paralytic disorder. Paresis intensifies during the first to the third day of
the second febrile period, sometimes lasting up to 2 weeks, and occasionally for
several months. By the end of the second or third week, muscles begin to atrophy
[17]. Flaccid paresis usually affects the neck and upper extremity muscles. Proximal
segments are more frequently involved than distal ones [186]. If the infection and
neuronal damage spreads to the medulla oblongata and the central portions of the
brainstem, bulbar syndrome may develop. Death usually occurs within 5 to 10 days
after the onset of neurological signs, and is most commonly secondary to respiratory
and circulatory failure or diffuse brain edema [105]. Only about half of the patients
show very slow and partial recovery from the neurological injuries, and progressive
deterioration is common following this form of disease [17]. A more favorable
prognosis is associated with the development of TBE into a polyradiculoneuritic
instead of the myelitic form [105].

In general, the case fatality rate is approximately 1 to 2 % following European
subtype infections [12], and disease severity increases with the age of the patient
[185]. Whereas severe forms (meningoencephalitis, meningoencephalomyelitis)
occur in 46 to 86 % of patients of more than 30 years of age, meningitis is the
predominant disease form in children and adolescents [187]. In contrast, infections
with Far Eastern subtype viruses result in a more severe disease in children than in
adults [17, 188].

4.4.5 Diagnosis, treatment, and prevention

Since clinical symptoms and laboratory findings observed with TBE are similar
to other CNS diseases, differential diagnosis of TBEV infections has to be
established in the laboratory [171]. Diagnostic evidence may rely on serological or

molecular biological methods.

Serology-based techniques are most common today and can be used in the
second phase of infection, when the virus has been cleared from the blood and
neurological symptoms are manifest. Development of the humoral immune response

(see chapter 4.4.3) enables diagnosis of TBE by detecting TBEV-specific IgM and
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IgG antibodies using enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) or neutralization
tests (NT), amongst others [105, 187]. Although ELISA currently is the method of
choice, correct interpretation is often complicated by a number of factors such as
cross reactions with antibodies directed against other flaviviruses, past infections with
TBEV, or recent vaccination [1, 189-190]. Since IgM antibodies induced during
vaccination or natural infection may persist for up to 10 months, early diagnosis by
detecting only IgM is questionable and should be confirmed by detection of IgG [105].
Verification of positive ELISA results using NT requires handling of infectious virus,

wherefore such tests are only available in highly specialized laboratories.

Molecular techniques for TBEV detection are PCR-based and can be used in
the viremic phase of the infection, allowing for an early diagnosis of TBE prior to the
appearance of antibodies in serum and CSF [190]. These methods include reverse
transcription (RT)-PCR, nested RT-PCR, and real-time RT-PCR, which are able to
detect viral RNA in serum [190-191] and CSF samples [189, 191]. Furthermore, such
techniques can be used for post-mortem confirmation of TBE in brain tissue samples
[189-190, 192]. On the other hand, no virus can be detected in blood or CSF during
the second phase of infection [193]. Since most patients come for medical attention
at the beginning of this stage, when neurological symptoms are manifest, molecular

methods are of limited value in routine diagnostics.

The establishment of a definite diagnosis has no influence on the therapy of
TBE, since no specific curative treatment of this disease is known so far. Supportive
treatment includes paracetamol, aspirin, and other non-steroidal anti-inflammatory
drugs. In addition, clinical management of patients comprises strict bed rest until
fever and neurological symptoms have subsided, the maintenance of water and
electrolyte balances, the administration of vitamins, and sufficient caloric intake [38,
187]. The application of tetracyclines may reduce immunpathological effects in the
CNS by inhibiting the synthesis of inflammatory mediators such as IL-1, IL-6, and
TNF-a [172].

TBE can efficiently be prevented by active vaccination. Currently, two licensed
inactivated TBEV vaccines are available in Europe: the Austrian vaccine FMSE-
Immun® (“0.5 ml” and “0.25 ml Junior”, Baxter AG, virus strain “Neudoerfl”) and the
German vaccine Encepur® (“Adult” and “Children”, Novartis AG, virus strain “K23").

Furthermore, two Russian vaccines are manufactured in Tomsk (“EnceVir”,
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MicroGen, virus strain “Sofjin”) and Moscow (Chumakov Institute of Poliomyelitis and
viral Encephalitides, virus strain “205”) [194]. The European vaccines are effective
between 95 to 99 % [195] and may also protect against infections caused by Far
Eastern subtype viruses [194]. Basic immunization comprises three doses, with the
second being administered 1 to 3 months after the first, and the third being
administered 5 to 12 (FMSE-Immun®) or 9 to 12 (Encepur®) months after the
second injection, respectively. In addition, booster inoculations are required every 10
years (as stated by the FOPH and the “Eidgendssische Kommission fur Impffragen”)
in order to maintain long-term immunity [196]. Although post-exposure administration
of specific hyperimmunoglobulin possibly prevents TBE [1], it may as well exacerbate
the disease through antibody-dependent enhancement of infection [185, 197-198].

Post-exposure prophylaxis is therefore highly questionable.

Besides vaccination, general preventive measures may decrease the risk of
infection through tick bites. These include the avoidance of tick habitats if possible,
the wearing of appropriate clothing (long trousers preferentially tucked into socks,
shoes covering the entire foot), the use of tick repellents, and a regular checking of
the skin for ticks [1]. With respect to the alimentary route of infection (see chapter
4.4.1), pasteurization of milk may further help to reduce the risk of exposure.
Probably, risk avoidance through changing human behavior has contributed to a

decreasing incidence of TBE infections in several countries [133].
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5 AIMS OF THE THESIS

Despite the fact that TBEV is a serious cause of central nervous system
disease with increasing morbidity in Switzerland, only very limited information on the
endemicity of this pathogen has been available so far. Until now, disease risk
assessment has been done by describing clinical cases and their geographic
location. This approach, however, provides no information on the actual rate of TBEV
infection of ticks. Likewise, the genetic and biological properties of the viruses
circulating in Switzerland have not been characterized up to now. Therefore, the aims

of this project were as follows:

)  To establish and validate a high-throughput sample preparation and real-
time RT-PCR method for the identification of TBEV in tick samples

II) To assess the virus prevalence in Ixodes ricinus ticks collected in endemic

and non-endemic areas throughout Switzerland

[Il) To recover TBEV field isolates from tick samples using a mammalian cell

culture system

IV) To determine the genetic properties and phylogenetic classification of

Swiss TBEV by analyses of the viral envelope gene sequence

V) To characterize the isolates with respect to their virulence using an in vitro

mammalian cell culture system and an in vivo mouse model of TBE

The knowledge gained from this study essentially contributes to an improved
risk assessment of TBE in Switzerland and provides an important characterization of

the basic properties of Swiss TBEV.
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6 RESULTS

Here the results of this PhD thesis are presented in the form of an accepted

publication and a submitted manuscript.

The publication “High-Throughput Procedure for Tick Surveys of Tick -
Borne Encephalitis Virus and Its Application in a N ational Surveillance Study in
Switzerland” comprises the approaches to aims 1) to Ill) listed in chapter 5, whereas
the manuscript “Phylogenetic and Virulence Analysis of Tick-Borne Encephalitis
Virus Field Isolates from Switzerland” provides the findings with respect to aims

IV) and V), respectively.

All aims specified in chapter 5 were successfully reached.
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Tick-borne encephalitis (TBE), a viral infection of the central nervous system, is endemic in many Eurasian
countries. In Switzerland, TBE risk areas have been characterized by geographic mapping of clinical cases.
Since mass vaccination should significantly decrease the number of TBE cases, alternative methods for
exposure risk assessment are required. We established a new PCR-based test for the detection of TBE virus
(TBEV) in ticks. The protocol involves an automated, high-throughput nucleic acid extraction method
(QIAsymphony SP system) and a one-step duplex real-time reverse transcription-PCR (RT-PCR) assay for the
detection of European subtype TBEYV, including an internal process control. High usability, reproducibility,
and equivalent performance for virus concentrations down to 5 X 10> viral genome equivalents/pl favor the
automated protocol compared to the modified guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction proce-
dure. The real-time RT-PCR allows fast, sensitive (limit of detection, 10 RNA copies/il), and specific (no
false-positive test results for other TBEV subtypes, other flaviviruses, or other tick-transmitted pathogens)
detection of European subtype TBEV. The new detection method was applied in a national surveillance study,
in which 62,343 Ixodes ricinus ticks were screened for the presence of TBE virus. A total of 38 foci of endemicity
could be identified, with a mean virus prevalence of 0.46%. The foci do not fully agree with those defined by
disease mapping. Therefore, the proposed molecular test procedure constitutes a prerequisite for an appro-
priate TBE surveillance. Our data are a unique complement of human TBE disease case mapping in

Switzerland.

Tick-borne encephalitis (TBE) is a zoonotic arbovirus infec-
tion of the central nervous system affecting humans (10). With
approximately 3,000 cases annually in Europe and about
11,000 cases annually in Russia, it is the most important tick-
borne viral disease of humans in Eurasia (17, 19). TBE is
caused by the tick-borne encephalitis virus (TBEV), a member
of the genus Flavivirus within the Flaviviridae family (18).

TBEV was first isolated in 1937 in far-eastern Russia (44).
Based on the sequence of the envelope gene, the virus is
taxonomically classified into European, Siberian, and Far East-
ern subtypes (11). Whereas encephalitis caused by European
subtype viruses is usually mild with a fatal outcome of 1 to 5%
(14), Far Eastern strains cause severe encephalitis with a case
fatality rate of 20 to 60%. Siberian subtype isolates produce a
less severe disease, but with a tendency for development of
chronic infections (16, 17).

TBEYV is typically transmitted by tick bites. Ixodes ricinus, a
three-host tick with larval, nymphal, and adult male or female
stages, is known to be the principal vector of European subtype
TBEV (30). Rarely, alimentary routes of transmission have
been described (15). Ticks are infected chronically throughout
their life cycle (17). In addition to this transstadial transmis-
sion, the virus is spread transovarially (6) or between ticks
feeding on the same host (21). As they are more numerous

* Corresponding author. Mailing address: Spiez Laboratory, Aus-
trasse, 3700 Spiez, Switzerland. Phone: 41 (33) 228 16 64. Fax: 41 (33)
228 14 02. E-mail: christian.beuret@babs.admin.ch.

¥ Published ahead of print on 7 May 2010.
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than adults, nymphs are thought to be the most important
stage in the transmission of the virus (39).

Between 1990 and 2007, an increase of 317.8% in registered
TBE cases in Europe was observed. This disease spread may
have been favored by many factors, including climate change
and social, political, ecological, economic, and demographic
factors (40). As it was the case in many European countries, an
increase in TBE morbidity was also observed in Switzerland
and Germany, where the European subtype TBE virus was
found to circulate within foci of endemicity limited to strict
regions (2, 25, 42). Except for several studies focusing on
restricted geographic areas (2, 43) the actual rate of TBEV
infection of ticks in Switzerland is not known, and current
Swiss distribution maps of TBEV are based on human disease
cases (13). However, since mass vaccination programs have
been introduced in Switzerland, alternative methods for pre-
dicting foci of endemicity are required.

Molecular biological methods are a convenient tool for stud-
ies of the prevalence of tick-borne pathogens. So far, however,
such methods have not been standardized (8). Reverse tran-
scription-PCR (RT-PCR) assays to detect TBEV RNA in ticks
have been described previously (28, 33, 34, 36, 37, 43). Many of
the described protocols exhibit unsatisfactory sensitivity and
specificity (7) and do not include an internal process control
(IPC) which would detect presumed inhibitors.

Likewise, numerous approaches for nucleic acid (NA)
extraction from ticks using conventional precipitation or
commercial purification kits based on silica gel or magnetic
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TABLE 1. Specificity of the one-step duplex real-time RT-PCR assay

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

Taxon Strain (subtype)* Source? BSL¢ PCR result?

Tick-borne encephalitis virus Neudorfl (E), NCPV 364 2 3 +

Absettarov (E), NCPV 344 2 3 +

Hypr (E) 1 3 +

Hanzalova (E) 1 3 +

Soukup (E) 1 3 +

Isolate 43 (E) 1 3 +

Isolate 94 (E) 1 3 +

Isolate 117 (E) 1 3 +

Isolate 465 (E) 1 3 +

Isolate 8641 (E) 1 3 +

Aina (S) 1 4 ns

Vasilchenko (S) 1 4 ns

Sofjin (FE) 1 4 -
Louping ill virus NCPV 212 1 3 -
Powassan virus 1 3 -
Eyach virus 1 2 -
Tribec virus 1 2 -
Tahyna virus 1 2 -
Uukuniemi virus 1 2 -
Dengue virus 1 TC 974, NCPV 670 2 3 -
Dengue virus 2 New Guinea, NCPV 151 2 3 -
Dengue virus 3 H 87, NCPV 153 2 3 -
Dengue virus 4 H 241, NCPV 152 2 3 -
Yellow fever virus 17 D, NCPV 507 2 2 -
Westnile virus NY 99, NCPV 398 2 3 —
Japanese encephalitis virus Nakayama, NCPV 502 2 3 -
St. Louis encephalitis virus 1 NCPV 052 2 3 -
Borrelia burgdorferi sensu stricto 3 2 -
Borrelia afzellii 3 2 -
Borrelia bissettii 3 2 -
Borrelia garinii 3 2 -
Borrelia spielmanii 3 2 -
Borrelia valaisiana 3 2 -
Rickettsia helvetica 4 3 -
Rickettsia slovaca 4 - -
Francisella tularensis subsp. tularensis 8 3 -
Babesia divergens 5 2 -
Babesia microti 5 2 -
Mengovirus vMC, 7 +
Enterovirus 71 6 2 -
Polio virus type 1 NCPV 140 2 2 -

“ E, European; S, Siberian; FE, Far Eastern.

® 1, Daniel Riéizek, University of South Bohemia, Ceské Budg¢jovice, Czech Republic; 2, NCPV, Wiltshire, United Kingdom; 3, Lise Gern, University of Neuchatel,
Switzerland; 4, Olivier Péter, Institut Central des Hopitaux Valaisans ICHV, Sion, Switzerland; 5, Bruno Gottstein, Vetsuisse Faculty, University of Bern, Switzerland;
6, Kathrin Mithlemann, University of Bern, Switzerland; 7, Maria Isabel Costafreda, University of Barcelona, Spain; 8, National Collection of Type Cultures (NCTC),

Colindale, United Kingdom.

¢ BSL, biosafety level (classification according to the Swiss Agency for the Environment, Forests and Landscape).
@ +, positive test result; —, negative test result; ns, nonsignificant (reaction efficiency of <0.18).

particle technology (2, 5, 38, 43) have been described. In
addition, sample preparations using Chelex resin have been
specified, allowing (RT-)PCR detection of pathogens with-
out NA purification (33). However, most of these protocols
describe a single-tube assay not suitable for large-scale sur-
veillance studies.

As the endemicity of TBEV in Switzerland is largely un-
known, we intended to perform a national screening of ticks
for the presence of this virus using a high-throughput method.
Thus, the aims of the present study were as follows: first, to
develop and validate a one-step duplex real-time RT-PCR
system for the specific detection of European subtype TBEV in
ticks, including an internal process control; second, to establish
and evaluate an automated high-throughput nucleic acid ex-
traction method using the magnetic particle-based QIA-

symphony SP system (Qiagen); and third, to assess the TBEV
prevalence in ticks collected in areas of Switzerland of poten-
tial endemicity and in areas where the virus is not endemic.

MATERIALS AND METHODS

Viral strains and cell culture conditions. Tick-borne encephalitis virus
(TBEV) strains used for real-time RT-PCR and sample preparation method
development were kindly provided by Daniel Rtizek (University of South Bohe-
mia, Ceské Budéjovice, Czech Republic) or were acquired from the National
Collection of Pathogenic Viruses (NCPV) (Wiltshire, United Kingdom) (Table
1). Viral strains classified as biosafety level 4 pathogens (as defined by the Swiss
Agency for the Environment, Forests and Landscape) were supplied in an inac-
tivated form. We used the porcine kidney stable (PS) cell line for the propagation
of all TBEV strains and other viruses of the TBEV complex. The cell line was
maintained in L-15 medium (Leibowitz, Biochrom AG, Berlin, Germany) sup-
plemented with 1% glutamine, 5% fetal calf serum, 1% penicillin-streptomycin,

0T0Z ‘¥7Z aunc uo Aq Blo'wse’wae woly papeojumoq


http://aem.asm.org

VoL. 76, 2010

and 0.5% neomycin. Cells were cultured in 25-cm? Corning culture flasks (Sigma-
Aldrich, Basel, Switzerland) at 37°C. Thirty minutes before inoculation, the
culture medium of PS cell monolayers was renewed with 2.5 ml of fresh medium.
Subsequently, cells were inoculated with 100 wl of either virus culture superna-
tant or tick homogenate and incubated for 1 h at room temperature. At 1 h
postinfection, we added 12.5 ml of culture medium to a total volume of 15 ml,
and cultures were incubated for 6 days at 37°C.

We used an avirulent-phenotype mutant strain of the infectious mengovirus
(VMCy; Cardiovirus, Picornaviridae) (9, 23) as an internal process control (IPC);
the plasmid pMC, and the virus derived from it were kindly provided by Maria
Isabel Costafreda (University of Barcelona, Spain). The virus was propagated in
HeLa cell cultures (ATCC CCL-2) as described before (9, 23). Cell cultures
showing a cytopathic effect of 75% were frozen and thawed once and diluted in
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS) without Ca®* and Mg?* (D-PBS)
(Biochrom AG) to yield a concentration of 5 X 10° viral genome equivalents/ml.
Aliquots were stored at —80°C for further use as IPC.

Primer and probe design. The specific primers and hydrolysis probes for the
detection of the European subtype TBEV (envelope gene; 5'-FAM and 3'-
BHQ-1) and mengovirus mutant strain vMC, (5'-noncoding region; 5'-JOE and
3’-BHQ-1) were designed using Primer Express software v3.0 (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) and purchased from Microsynth (Balgach, Switzerland).

RNA standards. Two RNA standards were generated for the validation of
both the TBEV- and the mengovirus vMC-specific real-time RT-PCRs. Restric-
tion enzyme digestion, cloning, subcloning, and DNA electrophoresis were done
using standard techniques (35). Specific cDNA sequences were synthesized and
PCRs were performed using Herculase II Fusion DNA polymerase (Stratagene,
Zurich, Switzerland). The synthetic fragments were digested with 5" EcoRI and
3" Sall and ligated into a pGEM3zfp cloning vector (Promega, Madison, WT)
using T4 DNA ligase (New England Biolabs, Bioconcept, Alschwil, Germany).
TOP10 Escherichia coli (One Shot Top10 Electrocomp E. coli; Invitrogen Life
Technologies, Basel, Switzerland) was transformed by electroporation. Plasmid
DNA was prepared with the Qiagen plasmid maxi kit (Qiagen, Diisseldorf,
Germany) and linearized with the restriction enzymes Sall and Xbal. Two mi-
crograms of the linearized DNA was gel purified with the QIAquick gel extrac-
tion kit (Qiagen) and used for in vitro transcription with a riboprobe in vitro
transcription system with T7 RNA polymerase (Promega). The resulting RNA
was purified using NucAway spin columns (Applied Biosystems/Ambion, Rot-
kreuz, Switzerland). All steps were performed by Solvias (Basel, Switzerland).
The copy numbers of the standard RNAs were calculated using the Mongo Oligo
mass calculator v2.06 (Jef Rozenski, University of Utah).

One-step real-time RT-PCR and cycling conditions. Single and duplex one-
step real-time RT-PCRs were performed using the QuantiFast probe RT-PCR
kit (Qiagen). The real-time RT-PCR conditions were as follows: 12.5 wl of 2X
QuantiFast probe RT-PCR master mix, 0.25 wl of QuantiFast RT mix, 2 ul of
each primer stock (10 wM), 0.5 pl of the probe stock (10 uM), 2 pl of sample,
and RNase-free water to adjust the volume to 25 pl. Pipetting was performed
with the CAS-1200 liquid-handling system (CAS Robotics 4 version 4.7.98 soft-
ware; Corbett Robotics Pty Ltd., Queensland, Australia) into 96-well Twin.tec
real-time PCR plates (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Plates were sealed
with a 230-V heat sealer (Eppendorf), and amplification was performed using a
Mastercycler ep realplex S (Eppendorf). The cycling conditions for the amplifi-
cation were as follows: reverse transcription at 50°C for 10 min, an initial PCR
activation step at 95°C for 5 min, and 45 cycles of two-step cycling for 10 s at 95°C
and 30 s at 60°C.

Real-time RT-PCR specificity. To confirm the specific detection of European
subtype TBEV as well as mengovirus vMCj in the duplex assay, we tested a total
of 40 microorganisms, including other flaviviruses, other tick-transmitted patho-
gens, and two members of the Picornaviridae family (Table 1).

Real-time RT-PCR sensitivity. The limit of detection (LOD) is defined as the
minimal amount of standard RNA that can be detected with a probability of
95%. We prepared 20X 10 and 20 copies/ul of TBEV and vMC, standard RNAs
diluted in Tris-EDTA buffer solution (Sigma-Aldrich) to identify the LOD of the
RT-PCR.

Real-time RT-PCR efficiency, linearity, and effective range. The linearity of the
real-time RT-PCR was determined by assaying 10 replicates of Tris-EDTA
buffer solution spiked with 10-fold dilutions of standard RNA ranging from 10’
to 107 copies/pl. A standard curve (linear regression) was calculated based on the
mean quantification cycle (Cq) values. Amplification efficiency was calculated
from the log-linear portion of the standard curve using the equation efficiency =
10*1/510[)0 — 1.

Real-time RT-PCR accuracy and precision. The accuracy of the duplex real-
time RT-PCR was defined as the percentage of false-positive and false-negative
results. We analyzed Tris-EDTA buffer solution (Sigma Aldrich) spiked with 0
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(known true-negative sample), 10, 20, and 50 copies/pl of the TBEV and mengo-
virus vVMC,, standard RNAs. At the same time, the recovery rates were deter-
mined using samples spiked with 100, 1,000, and 10,000 copies/pl. The assay was
repeated four times, with each concentration in five replicates. The recovery
rates, in percent, were calculated as the assessed copy number divided by the
spiked copy number multiplied by 100. Interassay precision (reproducibility),
which indicates the variability between different runs, was assessed by analyzing
five replicates of 100, 1,000, and 10,000 standard RNA copies/pl in four inde-
pendent experiments. Intra-assay precision (repeatability), defining variability
within the same run, was determined by simultaneously assaying dilution series
of 10 replicates with 100, 1,000, and 10,000 standard RNA copies/pl.

Homogenization of ticks. Tick samples were prepared from frozen tick pools
of 10 nymphs or 5 adult female or male ticks. Six hundred microliters of buffer
solution kept at 4°C (see “Optimization of the automated nucleic acid extrac-
tion” below) was added to each frozen tick pool. Samples were immediately
homogenized using the TissueLyser system (Qiagen). One 3-mm tungsten car-
bide bead (Qiagen) was added to each tube (collection microtubes; Qiagen), and
tick pools were homogenized for 4 min at 30 Hz. After a short centrifugation step
(5 s at 3,220 X g), the supernatants were collected in separate collection micro-
tubes for further use.

Automated nucleic acid extraction using the QIAsymphony SP system. We
performed automated nucleic acid (NA) extraction using the QIAsymphony SP
system (Qiagen). For this purpose, 200 pl of tick homogenate supernatant or cell
culture supernatant was inactivated in 800 wl of AVL viral lysis buffer (Qiagen).
The AVL buffer was supplemented with 3 pg of carrier RNA (Qiagen) and a
defined amount of the TPC mengovirus vMC, (10* viral genome equivalents/
sample). NA extraction was performed using the QIAsymphony Virus/Bacteria
Midi kit (Qiagen) and a specially adapted protocol (CP Complex 920 FIX v1;
Qiagen). RNA was eluted in a final volume of 60 pl and either directly used for
downstream applications or stored at —80°C for further use.

Manual total RNA extraction procedure. The efficiency of the automated NA
purification was compared to that of a modified guanidinium thiocyanate-phe-
nol-chloroform extraction procedure (4) with Trizol reagent (Invitrogen Life
Technologies), which was performed according to the manufacturer’s instruc-
tions.

Comparison of the manual and the automated nucleic acid extraction proce-
dures. To compare the efficiencies of the automated and the manual NA extrac-
tions, various samples were prepared and processed using both methods. In all
experiments, we added 5 X 10° viral genome equivalents of TPC (mengovirus
vMC,) to each sample prior to the NA extraction procedure. Viral genome
equivalents were defined by real time RT-PCR analysis using quantified standard
RNA. Pools of 10 laboratory-bred Ixodes ricinus nymphal ticks (kindly provided
by Daniel Riizek) were homogenized in 600 pl of D-PBS and spiked with serial
dilutions of TBE virus strain Hypr (GenBank accession no. U39292) (27) ranging
from 5 X 10° to 5 X 107 viral genome equivalents/pl. In parallel, we prepared
serial dilutions ranging from 5 X 10* to 50 viral genome equivalents/ul in pure
D-PBS solution in order to exclude any matrix effects. Each virus dilution was
done in four, replicates and the experiment was repeated on three days. Samples
were extracted using both the QIAsymphony SP system and the modified gua-
nidinium thiocyanate-phenol-chloroform protocol, and the RNA recovery rates
were compared.

Optimization of the automated nucleic acid extraction. To optimize the NA
recovery using the QIAsymphony SP system, four different D-PBS solutions were
compared for homogenization of laboratory-bred ticks. We compared the stan-
dard procedure using pure D-PBS to protocols using D-PBS supplemented
either with InhibitEX tablets (one tablet in 20 ml of buffer; Qiagen), with
Complete protease inhibitor cocktail mini tablets (one tablet in 10 ml of buffer;
Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland), or with bovine serum albumin
(BSA) (100 pg/ml; Sigma-Aldrich). Homogenates were spiked with serial dilu-
tions of TBEV (strain Hypr) ranging from 5 X 10° to 5 X 107 viral genome
equivalents/ul, and RNA was extracted using the QIAsymphony SP system. In
parallel, we spiked serial dilutions ranging from 5 x 10* to 50 viral genome
equivalents/pl into pure solutions (not containing any tick cell debris) in order to
exclude any matrix effects. Each sample extraction was performed in duplicate,
and the experiment was repeated three times. We compared the RNA recovery
rates and selected an optimal homogenization buffer.

Comparison of the manual and the optimized automated procedures for the
analysis of naturally infected ticks. Both the optimized automated NA purifica-
tion protocol and the manual total RNA extraction procedure were finally
applied to a total of 162 pooled tick samples (257 adults and 960 nymphs). We
collected these ticks in a known area of TBE endemicity of Switzerland. Ticks
were homogenized in D-PBS supplemented with InhibitEX at a concentration of
one tablet/20 ml as described above. Two hundred microliters of each sample was
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TABLE 2. One-step real-time RT-PCR primers and hydrolysis probes specific to European subtype TBEV and IPC mengovirus vMC,

Target and description Primer name Sequence (5" — 3') POZ;?;, on Sr:zrg(zgg)

TBEV E gene

Forward TBEE-F6 GGCTTGTGAGGCAAAAAAGAA 1329-1349 87

Reverse TBEE-R2 TCCCGTGTGTGGTTCGACTT 1397-1416

Probe TBEE-P4 FAM-AAGCCACAGGACATGTGTACGACGCC-BHQ-1 1349-1374
Mengovirus vMC, 5’

noncoding region

Forward Mengo-F1 GACTACCCACTCCCCCTTTC 64-84 103

Reverse Mengo-R1 GCTTCGGCCAGTAATGTGAT 147-167

Probe Mengo-P1 JOE-TGAAGGCTACGATAGTGCCAGGGC-BHQ-1 88-112

“ For the TBEV E gene, positions of genes are according to accession number U27495.1. For the mengovirus vMC,, 5’ noncoding region, positions are according to

http://virology.wisc.edu/acp/Plasmids/PlasmidFiles/pMCO0.gb.txt.

used for NA purification with the QIAsymphony SP system, and 100 pl was used
for the manual total RNA extraction procedure. We also added 5 X 10? viral
genome equivalents of IPC (mengovirus vMC,) to each sample. After extraction,
viral RNA was quantified using the one-step duplex real-time RT-PCR assay.

Exclusion of inhibitory or toxic effects of InhibitEX on TBEV propagation in
PS cells. Since TBEV-PCR-positive tick homogenates will be applied to cell
culture in order to isolate and propagate viable viruses, any toxic or inhibitory
effect of the D-PBS homogenization buffer solution supplemented with Inhibi-
tEX had to be excluded. Therefore, PS cell monolayers (cultured in 25-cm?
Corning culture flasks [Sigma-Aldrich]) were supplemented with 100, 200, or
1,000 pl of InhibitEX solution (one tablet/20 ml of D-PBS) and inoculated with
TBE virus (strain Hypr) as described above, with each approach performed in
triplicate. The cell cultures were incubated at 37°C for 4 days. To monitor virus
propagation, we extracted RNA using the QIAsymphony SP system and quan-
tified the viral load by one-step real-time RT-PCR every day.

Tick sampling. The required sample size for estimating the TBEV prevalence
in a cross-sectional study was calculated using the formula n = [(1.96 X SD)/L]?,
with SD being the standard deviation of the expected prevalence and L being the
desired precision. With an expected virus prevalence of 0.5% (10, 25, 31), 765
ticks have to be analyzed in order to obtain a prevalence estimate with a 95%
level of confidence (CL) and a precision of =0.50%. On average, about 400 ticks
were collected in one area. This sample size allows for a prevalence estimation
with a 95% CL and a precision of £0.70% (n = 390) if the prevalence turns out
to be the expected value of 0.5%. A total of 62,343 questing ticks were collected
at 165 collection sites throughout Switzerland by flagging low vegetation. Ticks
were randomly identified based on morphological characteristics and immedi-
ately stored at —80°C. Subsequently, ticks were washed once in 75% alcohol and
twice in deionized water, dried on paper towels, and sorted into pools of 10
nymphs or 5 adult male or female ticks. Pooled samples were stored at —80°C
until further processing. The biostatistical rationale of pooling has been de-
scribed elsewhere (1).

Screening for the presence of European subtype TBEYV in ticks. Tick pools
were screened for the presence of European subtype TBEV using the optimized
automated NA extraction protocol and the established one-step duplex real-time
RT-PCR assay (including IPC). The resulting data show an estimate of the
TBEV prevalence in ticks for the 165 collection sites in Switzerland. For all
samples giving a TBEV-positive PCR test result, we performed virus isolation
experiments as described above.

Data analysis. We calculated the one-step duplex real-time RT-PCR efficien-
cies using the LinRegPCR software version 11.5.0.0 (29). Efficiencies and Cq
values of real-time RT-PCRs were compared by two-way analysis of variance
(ANOVA) using the software GraphPad Prism version 4.0. (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA); a P value of <0.05 was regarded as significant. To compare
the virus propagations in cell cultures treated with different concentrations of
InhibitEX solution we performed a one-way ANOVA, and a P value of <0.05
was regarded as significant. Maximum-likelihood estimators of TBEV prevalence
at each collection site were calculated using an online calculation tool of the
Australian Biosecurity Cooperative Research Centre for Emerging Infectious
Diseases (http://www.abcrc.org.au). The tool uses a generalized linear model to
calculate the maximum-likelihood estimate and confidence limits of the esti-
mated prevalence for variable pool sizes, assuming perfect test sensitivity and
specificity (12). Stage-specific prevalences were calculated according to the for-
mular =1 — (1 = X,/n,)"* with r being the estimated prevalence, X, being the

number of test-positive pools, 7, being the number of analyzed pools, and ¢ being
the pool size.

RESULTS

Robustness of the real-time RT-PCR. The one-step duplex
real-time RT-PCR appeared to be highly robust. An elonga-
tion of the reverse transcription step to 20 or 30 min and use
of various primer concentrations (0.4 to 1.0 pM) did not im-
prove the results of the assay (data not shown). Performing the
one-step duplex reaction using the QuantiTect multiplex RT-
PCR kit (Qiagen) instead of the QuantiFast probe RT-PCR kit
yielded slightly inferior reaction efficiencies and somewhat
higher Cq values, mainly for low RNA concentrations (50 and
500 copies/pl) (data not shown).

Analytical specificity of the one-step duplex real-time RT-
PCR assay. The primers and hydrolysis probes used in the
one-step duplex real-time RT-PCR assay are listed in Table 2.
All European subtype TBEV isolates were successfully de-
tected (mean reaction efficiency, 0.815). Minor, nonsignificant
reactions with TBEV Vasilchenko and TBEV Aina (both Si-
berian subtype) were recorded, with reaction efficiencies of
0.053 and 0.178, respectively (data not shown). We did not
observe any nonspecific amplification of all tested flaviviruses,
other tick-transmitted bacteria and parasites, or members of
the genus Picornaviridae (Table 1).

Analytical sensitivity of the real-time RT-PCR assay. The
LOD of the one-step duplex real-time RT-PCR assay is 10
standard RNA copies/ul for the detection of both TBEV and
the IPC.

Real-time RT-PCR efficiency, linearity, and effective range.
The assay was linear over the range of 10" to 107 copies/ul. The
fitted linear model for TBEV quantification had a correlation
coefficient (%) of 0.9997, with a P value of 2.46 X 10~ '°. The
regression analysis for quantification of mengovirus vMC, was
slightly inferior, with a P value of 1.444 X 10~7 and an 7* of
0.9966. The estimated efficiencies were 0.97 for the TBEV-
specific reaction and 0.92 for the mengovirus-specific reaction.

Real-time RT-PCR accuracy and precision. The false-posi-
tive and false-negative rates of the assay are 0%. The recovery
rates for 100, 1,000, and 10,000 standard RNA copies/ul are
given in Table 3. The data on reproducibility and repeatability
of the one-step duplex real-time RT-PCR are summarized in
Table 4.
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TABLE 3. Recovery rates of the one-step duplex
real-time RT-PCR

Recovery

Target and copies/pul” rate (%) CV (%)’
TBEV E gene

100 169.80 19.59

1000 160.45 18.59

10,000 139.04 17.54
Mengovirus vMC, 5’

noncoding region

100 221.06 23.79

1000 177.72 27.39

10,000 180.78 28.45

“ Number of copies of TBEV or IPC mengovirus vMC, standard RNA.
b Calculated on the basis of assessed copy numbers.

Comparison of the manual and automated nucleic acid ex-
traction procedures. Analyzing buffer samples spiked with 5 X
10* to 50 viral genome equivalents/ul, we did not observe any
significant difference between the two NA extraction protocols
(P > 0.05, Bonferroni posttest following two-way ANOVA).
On the other hand, the precipitation method showed a higher
RNA recovery for tick samples spiked with 5 X 10° and 5 X 10?
TBE viral genome equivalents/pl (P < 0.001, comparison of
Cq values using Bonferroni posttest following two-way
ANOVA) (Tables 5 and 6). PCR efficiency was not signifi-
cantly influenced by the RNA purification protocol or by the
amount of spiked TBEV (P > 0.05 for all pairwise compari-
sons, Bonferroni posttest following two-way ANOVA) (data
not shown).

Optimization of the automated nucleic acid extraction. To
optimize the automated NA extraction protocol, we compared
the RNA recovery rates with the precipitation method and the
automated NA extraction protocol (QIAsymphony SP system)
for tick homogenates and pure matrix samples spiked with
serial dilutions of TBE virus (strain Hypr). While Complete
protease inhibitor cocktail mini tablets (Invitrogen Life Tech-
nologies) and BSA did not enhance the automated NA extrac-
tion (data not shown), RNA recovery from tick homogenates
was improved by supplementing D-PBS-buffer with InhibitEX.
Thereby, a level of sensitivity equivalent to that of the precip-
itation method (down to 5 X 10 viral genome equivalents/ul)
could be attained (Tables 5 and 6). For pure InhibitEX-D-PBS
solutions, the performance of the optimized extraction proto-
col was significantly improved compared to that of the precip-
itation method for buffer samples spiked with 5 X 10%, 5 X 107,
and 50 TBE viral genome equivalents/pl. While improving
RNA extraction efficiency, however, InhibitEX did not en-
hance PCR efficiency compared to the precipitation method
and the standard automated protocol (P > 0.05 for all pairwise
comparisons, Bonferroni posttest following two-way ANOVA)
(data not shown). IPC mengovirus vMC, RNA was successfully
extracted using all protocols, excluding inhibition during the
process of NA extraction (data not shown).

Comparison of the manual and optimized automated pro-
cedures for the analysis of naturally infected ticks. One of the
162 investigated pooled samples tested positive for TBEV with
a viral load of 5 X 10° viral genome equivalents/pl and could
clearly be identified using both methods. However, the precip-
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TABLE 4. Precision of the one-step duplex real-time RT-PCR

CV (%)"
Target and copies/ul” Intra-assay Interassay
precision precision
TBEV E gene
100 25.40 35.05
1000 9.16 36.65
10,000 17.11 29.89
Mengovirus vMC, 5’
noncoding region
100 37.99 41.18
1000 24.83 41.47
10,000 26.35 37.61

“ Number of copies of TBEV or IPC mengovirus vMC, standard RNA.
® Calculated on the basis of assessed copy numbers.

itation method yielded a total of 11 questionable results (con-
firmed to be TBEV-negative by gel electrophoresis [data not
shown]). Furthermore, the automated system provided much
more reproducible results than the precipitation procedure
(coefficient of variation [CV] for IPC quantification of 3.7%
for the automated system versus 19% for the precipitation
method [data not shown]).

Exclusion of inhibitory effects of InhibitEX on TBEV prop-
agation in PS cells. One-way ANOVA revealed no significant
difference (P = 0.4175) in virus propagation in cultures treated
with different concentrations of InhibitEX (i.e., 0, 100, 200,
and 1,000 pl of InhibitEX solution) (data not shown).

Screening for the presence of European subtype TBEV in
ticks. A total of 62,343 questing ticks were screened for TBE
virus presence. The IPC was successfully detected in all sam-
ples, excluding false-negative test results due to inhibition.
Among the 165 collection sites, TBEV was found to be en-
demic in 38, with a mean estimated prevalence of 0.46% (Ta-
ble 7; Fig. 1). The overall mean virus prevalence was higher in
female (1.21%) and male (0.74%) adults than in nymphal ticks
(0.20%). Virus isolates from 63 out of the 71 PCR-positive
samples could successfully be amplified on cell culture. Eight
isolates did not proliferate but were detectable by real-time
RT-PCR in the virus culture supernatant at unvarying low
concentrations throughout the incubation period.

DISCUSSION

Despite the necessity for tick surveys in national TBE sur-
veillance systems, no standardized tool for this purpose has
been available so far (8). Here we present a validated PCR-
based, high-throughput analysis system for the detection of
TBE viruses in ticks. Its application in a cross-sectional na-
tional surveillance study proved the validity and efficiency of
the novel procedure.

High specificity of the one-step duplex real-time RT-PCR
assay was achieved by designing primers and hydrolysis probes
hybridizing with subtype-specific positions of the envelope
gene. Interestingly, a primer and probe combination with a
one-base overlap between the forward primer and probe al-
lowed the most sensitive and specific detection of European
subtype TBEV (Table 2). A U.S. patent published in 2008 (22)
also describes an overlapping primer and probe yielding an
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TABLE 5. Cq values and SDs of TBEV RNA quantification following NA extraction using different protocols

Sample type and
amt (viral genome
equivalents/wl) of

Precipitation

QIAsymphony SP system with

QIAsymphony SP system InhibitEX

spiked TBEV Mean Cq“ SD Mean Cq” SD Mean Cq” SD
Buffer samples

5 x 10* 23.47 2.25 22.49 2.25 20.22 0.63

5% 10° 26.77 1.52 26.65 1.31 23.80 0.85

5 % 10? 30.48 1.67 30.11 1.45 27.94 0.82

5 % 10! 34.64 2.59 34.47 —€ 31.41 1.31
Tick homogenates

5% 10° 20.52 0.96 20.90 1.10 20.35 0.64

5 x 10* 24.28 1.28 25.36 1.33 23.75 0.57

5 % 10° 26.51 1.88 29.00 1.33 27.13 0.41

5 % 107 28.63 3.49 31.25 1.15 30.92 1.10

“n = 24 measurements.
?n = 12 measurements.
¢ There was only one valid measurement.

efficient PCR. Although minor and particularly inefficient re-
actions with two Siberian subtype strains of TBEV were re-
corded, the specificity of the assay was confirmed by negative
test results when assaying other flaviviruses as well as other
tick-transmitted bacteria and parasites.

LODs of TBEV-specific RT-PCRs have previously been
evaluated by assaying serial dilutions of mouse brain suspen-
sions (34) or by preparing serial dilutions of in vitro transcripts
of a cloned TBEV fragment (37, 43). We validated the analyt-
ical sensitivity but also other key issues of our one-step duplex
real-time RT-PCR assay, i.e., the efficiency, linearity, effective
range, accuracy, and precision, using self-constructed RNA
standards. These quality criteria are a prerequisite to evaluate
the performance of the real-time RT-PCR assay and thus to
improve the interpretation of test results. Given that the
TBEV concentration per infected tick lies between 10% and 10®
PFU, with a mean virus concentration below 10° PFU (20), an
LOD of 10 RNA copies/ul guarantees reliable detection of
TBEV-positive ticks. However, the overestimated recovery
rates obtained for the quantification of TBEV (between

TABLE 6. P values of Bonferroni posttests comparing Cq values of
TBEV RNA quantification following RNA extraction
using different protocols

P value

Sample type and

amt (viral genome QIAsymphony SP

Precipitation vs

R Precipitation vs system vs
equivalents/pl) of QIAsymphony
TR QU sposmvi - Q1o SF
InhibitEX TnhibitEX
Buffer samples
5% 10* NS¢ <0.01 NS
5% 10° NS <0.05 NS
5 X% 10? NS NS NS
5 % 10! NS <0.01 NS
Tick homogenates
5% 10° NS NS NS
5 x 10* NS NS <0.05
5% 10° <0.001 NS <0.05
5 X 10? <0.001 <0.01 NS

“ NS, nonsignificant.

139.04% and 169.80%) should be addressed by estimating the
effective TBEV concentration in a tick sample.

Inhibitors are known to be present in many environmental
samples and to hamper the interpretation of test results.
Therefore, the addition of an internal process control at the
sample preparation step is mandatory in order to monitor
the presence of inhibitory substances and thus to prevent
false-negative test results. Whereas most of the described
TBEV-specific RT-PCR protocols do not include an IPC
(28, 34, 36), the method described here allows the simulta-
neous quantification of European subtype TBEV and IPC
mengovirus vMC, RNA.

A special emphasis should be placed on the benefit of si-
multaneously extracting both RNA and DNA from tick sam-
ples using the Virus/Bacteria Midi kit (Qiagen), which enables
the monitoring of any tick-borne pathogen of interest (3, 41).
This is a clear advantage over protocols which, though auto-
mated, do not simultaneously extract both DNA and RNA (24)
or procedures which, while purifying both RNA and DNA,
constitute single-tube approaches (5).

We compared the RNA extraction efficiency of a standard
protocol using the QIAsymphony SP system based on mag-
netic particle technology to that of the modified guani-
dinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction proce-
dure (4) using Trizol reagent. Whereas both protocols
showed similar extraction efficiencies for spiked buffer sam-
ples, larger amounts of RNA (as concluded from lower Cq
values) were recovered from tick samples using the precip-
itation method (Tables 5 and 6). The lower RNA recovery
from tick samples could be explained by the presence of tick
residues that could impair binding of NAs to the magnetic
particle in the QIAsymphony protocol. These inhibitory ef-
fects can be reduced by addition of counteracting sub-
stances. Guanidinium thiocyanate, for instance, as a com-
ponent of lysis buffers, inhibits RNA-degrading enzymes by
its chaotropic effect. The performance of experiments in-
volving virus amplification from tick homogenates as a side-
line of the proposed analysis system, however, prohibits the
application of such cell-toxic substances in the homogeniza-
tion step. As an alternative, protocols with nontoxic sub-
stances such as InhibitEX (Qiagen) were considered. Inhibi-
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TABLE 7. Maximum-likelihood estimators of TBEV prevalence in areas of endemicity in Switzerland”

95% CL (%)

Commune (canton)” Altitude (m above S"‘F“E.'e Prevalence (%)

sea level) size Lower Upper
Zofingen (AG) 575 457 0.44 0.07 1.35
Brittnau (AG) 540 455 1.09 0.39 2.34
Gipf-Oberfrick (AG) 410 446 0.22 0.01 0.95
Belp (BE) 520 467 0.21 0.01 0.93
Reichenbach i.K. (BE) 720 384 0.52 0.09 1.6
Erlenbach i.S. (BE) 715 449 0.90 0.28 2.08
Thun (BE) 590 332 0.30 0.02 1.31
Spiez, Rustwald (BE) 660 462 0.43 0.07 1.33
Dagmarsellen (LU) 540 545 0.54 0.13 1.4
Ebikon (LU) 440 441 0.23 0.01 0.99
Alpnach (OW) 455 384 0.26 0.01 1.13
Morschwil (SG) 525 523 0.38 0.06 1.17
Stein am Rhein (SH) 525 526 0.19 0.01 0.82
Oensingen (SO) 525 561 0.53 0.13 1.38
Gersau (SZ) 465 546 0.18 0.01 0.8
Freienbach (SZ) 415 434 0.44 0.07 1.36
Wingi (TG) 530 721 0.85 0.34 1.71
Frauenfeld (TG) 450 451 0.22 0.01 0.96
Lommis (TG) 680 678 0.45 0.11 1.15
Aadorf (TG) 530 533 0.19 0.01 0.82
Thundorf (TG) 620 504 0.19 0.01 0.85
Silenen (UR) 620 358 0.28 0.02 1.21
Sisikon (UR) 530 430 0.47 0.08 1.45
Schattdorf (UR) 410 411 0.49 0.08 1.49
Rances (VD) 610 555 0.36 0.06 1.10
Cudrefin (VD) 430 50 1.89 0.11 8.05
Salgesch (VS) 570 135 0.8 0.05 3.46
Raron (VS) 640 466 0.21 0.01 0.93
Steinhausen (ZG) 485 474 0.85 0.26 1.96
Unterengstringen (ZH) 470 599 0.17 0.01 0.73
Acugst am Albis (ZH) 675 430 0.45 0.08 1.39
Langnau am Albis (ZH) 890 411 0.47 0.08 1.44
Elgg (ZH) 710 712 0.14 0.01 0.62
Bassersdorf (ZH) 470 723 0.28 0.05 0.85
Riimlang (ZH) 490 417 0.23 0.01 1.02
Oberstammheim (ZH) 440 90 1.02 0.06 4.41
Riiti ZH (ZH) 600 535 0.19 0.01 0.82
Zollikon (ZH) 540 461 0.44 0.07 1.35

¢ Confidence interval = 95%.

® AG, Aargau; BE, Bern; LU, Lucerne; OW, Obwalden; SG, St. Gallen; SH, Schaffhausen; SO, Solothurn; SZ, Schwyz; TG, Thurgau; UR, Uri; VD, Vaud; VS, Valais;

ZG, Zug; ZH, Zurich.

¢ Total number of analyzed ticks, i.e., nymphs, adult male, and adult female ticks. Ticks were analyzed in pools of 10 (nymphs) or 5 (adult male or adult female ticks).
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FIG. 1. TBE risk map based on tick surveillance data. Foci of ende-
micity are marked with red triangles, and collection sites where TBEV is
not endemic are marked with circles (black, n = 200; gray, n < 200).

tEX is an adsorption resin provided in tablet form that has
previously been shown to remove inhibitors and thus im-
prove pathogen detection in animal samples (26).

As estimated, homogenizing ticks in a buffer solution sup-
plemented with InhibitEX improved NA extraction using the
QIAsymphony SP system (Tables 5 and 6). This effect, unex-
pectedly, was even more considerable when processing virus
dilution series prepared in pure solutions. Since pure solutions
are expected not to contain any inhibitory substances, we sup-
pose that InhibitEX directly affects the subsequent real-time
RT-PCR. Further experiments quantifying serial dilutions of
viral RNA and standard RNA in pure D-PBS solution or
D-PBS supplemented with InhibitEX (both processed in the
QIAsymphony SP system and used as diluents) (data not
shown) confirmed the positive effect on the amplification step.
Although there was no significant improvement of PCR effi-
ciency, the lowered Cq values let us hypothesize that InhibitEX
improves RNA accessibility, possibly by reducing the forma-
tion of secondary structures. Some components of the absorp-
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tive resin thus seem to remain in the eluate of magnetic par-
ticle-purified samples and affect the real-time RT-PCR.

Despite the improvement attributable to the use of InhibitEX
tablets, the optimized protocol still performed worse than the
precipitation procedure for low virus concentrations (5 X 107
virus genome equivalents/wl). However, this turned out to be
of minor importance when applying the method in our large-
scale survey; all TBEV-positive samples reached Cq values of
between 16.84 and 24.64 (data not shown), corresponding to
concentrations obviously higher than 5 X 107 viral genome
equivalents/pl. In addition, the low CVs for the quantification
of the IPC confirmed the high reproducibility of the automated
method.

The established molecular test procedure proved to be ap-
propriate for tick surveys. We applied the protocol in a na-
tional study on the prevalence of TBEV in ticks. The assessed
mean virus prevalence of 0.46% in areas of endemicity (Table
7; Fig. 1) is in agreement with the average virus prevalence of
0.5 to 5% found in foci of endemicity in Europe (10, 25, 31).
While we could confirm endemicity in several regions, no
TBEV-positive ticks could be detected in some areas with
confirmed human cases of TBE (national surveillance data on
human disease cases from 1984 to 2008 were kindly provided
by H. P. Zimmermann, Federal Office for Public Health, Swit-
zerland). However, since areas of TBE endemicity are limited
to strict regions (foci) (2, 10), the prevalence data derived from
the samples in our cross-sectional study may not be general-
ized. They merely provide an indication of the tick infection
rate in the very discrete area under investigation and are valid
for only the time of the study. Nevertheless, the data are an
important completion of risk assessment and monitoring of
TBE in Switzerland. Interestingly, we could identify two new
TBE foci in a southern region of Switzerland where TBE was
so far not known to be endemic (Canton Valais, communes
Salgesch and Raron). We could also detect TBEV-infected
ticks in communes (Freienbach [Schwyz], Gersau [Schwyz],
and Oensingen [Solothurn]) where only isolated disease cases
have been reported. Furthermore, the virus could be detected
in a commune (Steinhausen, Zug), where the last disease case
was reported 10 years ago. All regions of endemicity were
situated between 410 (Gipf-Oberfrick, Aargau) and 890 (Lang-
nau am Albis, Zurich) meters above sea level. For a total of 33
collection sites, the reduced sample size (n < 200) could lead
to a false interpretation of an area with an effective virus
prevalence of 0.5% or smaller.

Sixty-three of 71 TBE virus isolates detected by PCR could
successfully be propagated on cell culture. Eight isolates, how-
ever, though present at low concentrations throughout the
incubation period, did not proliferate. It has been suggested
that TBE viruses exist as a heterogeneous population that
contains virus variants most adapted to reproduction in either
ticks or mammals (32). Probably the ratio of these variants was
very high in favor of tick-adapted quasispecies in these eight
isolates, whereas virus reproduction in porcine kidney stable
cells was inefficient. Further cultivation of the isolates would
possibly select mammal-adapted quasispecies, shifting the ratio
of the variants and thus enhancing virus propagation in cell
culture. This hypothesis has to be confirmed by indirect immu-
nofluorescence, which allows for the quantification of TBEV-
infected cells. However, the fact that all virus isolates could be
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recovered in cell culture excludes false-positive PCR test re-
sults. This conclusion is also supported by the successful de-
tection of the internal process control in all tested samples.

In summary, we have developed and validated an analytical
system based on PCR which can be applied in tick-borne en-
cephalitis surveillance. The efficiency of the method was con-
firmed in a tick survey, where more than 60,000 ticks were
screened for the presence of TBE virus. For the present, we
focused on sensitive detection of TBEV by PCR and subse-
quent propagation of the virus. Further work will concentrate
on the molecular characterization of all TBEV isolates by
specific gene sequencing reactions and whole-genome se-
quencing for detailed taxonomic identification. In addition, all
tick samples will be analyzed for the presence of other tick-
borne pathogens, including species of Rickettsia, Francisella,
and Ehrlichia/Anaplasma.
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ABSTRACT

Tick-borne encephalitis (TBE) is an endemic disease in Switzerland, with
about 110 — 120 reported human cases each year. Endemic areas are present
throughout the country. However, the viruses circulating in Switzerland have not
been characterized so far. In this study, the complete envelope (E) protein
sequences and phylogenetic classification of 72 TBE viruses found in Ixodes ricinus
ticks sampled at 39 foci throughout Switzerland were analyzed. All isolates belonged
to the European subtype and were highly related (mean pairwise sequence identity
of 97.8 % at the nucleotide and 99.6 % at the amino acid level of the E protein).
Sixty-four isolates were characterized in vitro with respect to their plaque phenotype,
since this has been associated with virulence. Two thirds (67 %) of isolates produced
a mixture of plaques of different sizes, reflecting a heterogeneous population of virus
variants. Isolates consistently forming plaques of small size, indicating low virulence,
were associated with recently detected endemic foci with no or only sporadic reports
of clinical cases. All of six virus isolates investigated in an in vivo mouse model were
highly neurovirulent (100% mortality) but exhibited a relatively low level of
neuroinvasiveness, with mouse survival rates ranging from 50 to 100 %. Therefore,
TBE viruses circulating in Switzerland belong to the European subtype and are
closely related. In vitro and in vivo surrogates of virulence suggest a high proportion
of isolates with relatively low neuropathogenic potential, which is in agreement with a

hypothesized high proportion of subclinical or mild TBE cases.
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INTRODUCTION

Tick-borne encephalitis (TBE) is caused by the tick-borne encephalitis virus
(TBEV), a member of the family Flaviviridae, and is the most important arboviral
neuroinfection in Europe and northern Asia [Gritsun et al., 2003]. TBEV is an
enveloped virus with a positive-stranded RNA genome approximately 11 kilobases in
length. The genome contains a single open reading frame encoding a polyprotein of
about 3400 amino acids that is cleaved into three structural (capsid, membrane,
envelope) and seven non-structural proteins (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
NS5) [Chambers et al., 1990; Lindenbach and Rice, 2001]. The envelope (E) protein
is an especially important determinant of flavivirus virulence. Accordingly, mutations
in E gene sequences are frequently reported in association with changes in
pathogenic properties of the virus [Hurrelbrink and McMinn, 2003]. Also, most
studies on the molecular epidemiology of TBEV have focused on the E protein.
Three genetic lineages, or subtpyes, have been distinguished based on sequence
analysis of this protein: a European, a Siberian, and a Far Eastern subtype [Ecker et
al., 1999].

In TBE-endemic regions, the virus circulates in areas limited to strict
geographic regions, so-called disease foci [Dumpis et al., 1999]. Within these foci,
TBEV is maintained in cycles involving ixodid ticks (Ixodes ricinus in Switzerland)
acting as virus vectors and reservoirs, and vertebrate reservoir hosts (mainly
rodents) [Labuda et al., 1993].

During a TBE surveillance study performed in 2009, 38 foci distributed
throughout Switzerland were identified, with a mean virus prevalence of 0.46 %
[Gaumann et al., 2010]. Endemic areas were mapped by screening 62,343 1. ricinus
ticks for the presence of TBEV using real-time RT-PCR, and virus field isolates could

successfully be recovered from most of the 72 TBEV-RNA-positive tick samples.

This study describes the phylogenetic classification and E gene sequence
analysis of 72 Swiss TBE viruses. For 64 isolates, growth characteristics were
investigated in vitro. Furthermore, six selected isolates were characterized with
respect to their neuroivasiveness and neurovirulence properties in an adult

laboratory mouse model.
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MATERIALS AND METHODS
Virus isolates and cells

The TBEV field isolates characterized in this study were detected in . ricinus
ticks sampled at 38 TBE foci distributed throughout Switzerland in 2009 (n = 71) an
additional focus in 2008 (BE Spiez, Auwald) (Table 1) [Gaumann et al., 2010].
Viruses were propagated through porcine kidney stable (PS) cells as described
before [Gaumann et al., 2010] and stored at -80 °C; in majority, the first PS cell
culture passage was used for the analyses performed in this study. However, 9 real-
time RT-PCR-positive tick homogenate samples only reached extremely low titers in
the first and were negative in the second PS cell culture passage (AG Britthau 3, AG
Zofingenl, BE Erlenbach i.S.3, BE Thun, LU Dagmarsellen3, ZG Steinhausen3, ZH
Aeugst a.A.1, ZH Langnau a.A.2, ZH Oberstammheim). For these samples, tick
homogenate stored at -80 °C was directly used for nucleic acid extraction, E gene
amplification, and sequencing (see below). Also, isolation of TBEV out of these
samples was attempted using I. ricinus cell cultures. For this purpose, IRE/CTMV19
cells [Bell-Sakyi et al., 2007; Ruzek et al., 2008a] were cultured in 24-well plates and
inoculated with 100 pl of the tick homogenate. After 5 days of incubation at 28°C and
0.5% CO,, the cells were disrupted by three cycles of freezing and thawing. The
material was clarified by centrifugation, and 100 ul of supernatant used for the next
passage. After three passages, the culture media were investigated for the presence
of TBEV RNA by real-time RT-PCR as specified below.

Plague assay

Plague morphology and virus titers were assayed on PS cell monolayers as
described before [De Madrid and Porterfield, 1969]. Infectivity was expressed as
plague forming units (pfu) mI* and compared to genome equivalents ml™* of the
respective samples determined by real-time RT-PCR (see below), giving a genome
equivalent/infectious particle ratio for each isolate. Correlation was analyzed using
Pearson’s correlation analysis; a P value of < 0.05 was regarded as significant. To
investigate the correlation between plaqgue morphology and genome
equivalent/infectious particle ratio, the isolates were grouped according to their

plaquing phenotypes (small, mixed, large) and a one-way ANOVA was performed on
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the respective genome equivalent/infectious particle ratios; a P value of < 0.05 was

regarded as significant.

Neurovirulence and neuroinvasiveness analysis

To assess neurovirulence, groups of 5 adult CD1 outbred mice (females, 5-
week-old; Charles River Laboratories, Sulzfeld, Germany) were inoculated
intracerebrally with 10 pfu of virus. Neuroinvasiveness was estimated by
subcutaneous inoculation of groups of 10 adult CD1 outbred mice (females, 6-week-
old; Charles River Laboratoires, Sulzfeld, Germany) with 100 pfu of the virus.
Sterilized pellet diet and water were supplied ad libitum. In all experiments, mice
were scored for mortality for a period of 28 days p.i and survival curves were

established.

Nucleic acid extraction and quantification of TBEV RNA

Nucleic acid extraction out of tick homogenate or cell culture supernatant was
performed using the QIAsymphony® SP system (QIAGEN) as described before
[Gaumann et al., 2010]. Purified RNA was quantified using real-time RT-PCR and
assessed genome equivalents ml™ were calculated according to the formula Cq =

Slope X logio (genome equivalents) + (Y —intercept), with the slope being -3.269 and

the Y-intercept being 37.19, as derived from linear regression analysis of the
standard curve of the used assay [Gaumann et al., 2010]. Additionally, RNA was

subjected to amplification and sequencing reactions as specified below.

TBEV E gene amplification and sequencing

Three specific primer pairs were used for cDNA synthesis and PCR
amplification of fragments covering the complete E protein coding region of
European subtype TBEV (Table 2). Reactions were performed according to the
manufacturer’s instructions using the SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR System
with Platinum® Taq High Fidelity kit (Invitrogen Life Technologies™). Successful
fragment amplification was verified using QlAxcel (QIAGEN) and products were
purified using QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). Sequencing reactions were
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carried out by Microsynth using the 3730xI DNA Analyzer and the BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

Sequence analysis

The obtained sequences were processed with the Geneious Pro 4.8.5
software suite [Drummond et al., 2009] and aligned using ClustalWw2 [Larkin et al.,
2007]. Phylogenetic analysis included 9 reference sequences [Ecker et al., 1999] to
confirm European subtype classification of the Swiss isolates and was performed by
the neighbor-joining method with Jukes-Cantor distances [Jukes and Cantor, 1969].
Louping ill virus (GenBank M94957) was used as an outgroup and the reliability of
internal branches was assessed by bootstrapping with 1,000 pseudoreplicates
[Felsenstein, 1985]. Geographic clustering of phylogenetic clades was analyzed
using the software ArcGIS™ 9.3 (ESRI®).
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RESULTS
Virus isolation

Sixty three TBEV isolates were successfully recovered from the 72 TBEV-
RNA positive tick homogenates using porcine kidney stable (PS) cells (Table 1). For
nine samples negative in the second PS cell culture passage, isolation attempts
using cultures of I. ricinus tick cells [Ruzek et al., 2008a] yielded one additional
isolate after three blind passages (isolate AG Brittnau3). The 64 TBEV isolates were
characterized in more detail. For phylogenetic and sequence analyses the eight

samples negative in PS and tick cell cultures were also included.

Plague phenotype

Plaque phenotypes of the 64 isolates were analyzed on cultures of PS cells,
which are exceptionally useful for assessing basic phenotype characteristics of
flaviviruses as well as many other arboviruses [Kozuch and Mayer, 1975]. Twenty
nine (45.3 %) of the 64 virus isolates showed a homogeneous plaque phenotype: 10
(6.4%) isolates formed mostly or only large (>3mm) plaques, two (3.1%) isolates
formed only medium (3-1 mm) sized plaques, and 17 (26.6%) viruses produced just
small (<1mm) plaques (Table 1). The remaining 35 (67%) isolates showed a mixed
plaque phenotype. Only one isolate, VD Cudrefin, generated very diffuse and barely
discernable plagues, whereas the remaining isolates produced plaques with sharp
contours. Viruses recovered in the cantons Solothurn (SO), Schwyz (SZ), Valais

(VS), and Zug (ZG) consistently formed small or medium plaques.

The genome equivalent/infectious particle ratio for each TBEV isolate was
calculated as an indicator for the amount of viral particles not able to produce
plaques. Infectious titers were clearly correlated to the genome equivalents in a
sample, (P < 0.0001, Pearson’s correlation analysis, r* = 0.4423). However, the
ratios varied from 10%%"® to 10*'"® (mean 10°°*°, + 10%°%). Furthermore, the ratios
were significantly higher for isolates producing only small plaques than for viruses
producing plagues of large or mixed size (P < 0.05 for pairwise comparison of small
to large and small to mixed plaque producers, Bonferroni posttest following one-way
ANOVA) (Figure 1).
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Virulence of six selected TBEV isolates

Using a mouse model, neuroinvasiveness (subcutaneous inoculation) and
neurovirulence (intracranial inoculation) of six Swiss TBEV isolates were compared,
which had been selected on the basis of their position within the phylogenetic tree
(see below), their geographic location, and/or their plaque properties. All except of
one virus showed pathogenic potential with respect to neuroinvasiveness. Within the
observation period of 28 days, however, isolate ZH Langnau a.A.1 did not cause
disease in any of the inoculated mice. Neuroinvasiveness was highest for isolates
SZ Gersau, TG Wangi 6, and VS Raron causing death in 50 % of inoculated animals
and lower (20-30%) for isolates SO Oensingen3 and BE, Spiez, Auwald,
respectively. In contrast, all of the six tested isolates were highly neurovirulent, with
100 % of mice dying within seven to nine days post infection (Figure 2, Table 1).

E gene sequence analysis of the 72 TBE viruses

The E gene sequences of all Swiss TBE viruses (n = 72) were determined
and aligned, revealing an overall nucleotide sequence identity of 84.9 %
(1,264/1,488). In pairwise comparison, the isolates showed a sequence identity of
96.3 to 100 % (mean: 97.8 %). At the deduced amino acid (aa) level, the isolates
differed by one to four aa per isolate from the European prototype strain Neudoerfl
(U27495) (Table 1). In total, 25 of 72 viruses (34.72%) showed one, 24 viruses
(33.33%) two, 15 viruses (20.85%) three, and eight viruses (11.11%) four
substitutions at the protein level. Whereas most substitutions were conservative, a
total of seven substitutions were non-conservative. Altogether, a total of 30 different
aa substitutions located throughout the E protein were observed, whereby the overall
aa sequence identity of Swiss TBEV was appointed to 94 % (466/496) with pairwise
aa sequence identities ranging from 98.8 to 100 % (mean: 99.6 %). With reference to
the three-dimensional structure of the E protein of the strain Neudoerfl [Rey et al.,
1995], six of the substitutions were located in domain |, 12 substitutions were found
in domain Il, four in domain Ill, and eight positions were situated in the stem-anchor

region (Table 1).

Among the six substitutions in domain | (T13S, A47S, Y49C, N52S, A153V,
1167V, and A189T) described for the Swiss TBEV, there was one directly adjacent to
the E protein glycosylation site (A153V). Unfortunately, the only virus exhibiting this
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mutation (ZG Steinhausen3) could not be recovered from the tick sample by cell
culture. However, isolate ZG Steinhausen4 showing an ambiguity at this position (A
or V) produced mostly small plagues. Another variation observed in domain | was the
substitution of the apolar, hydrophobic residue alanine 47 located in the [(-sheet
facing the external surface [Rey et al., 1995] by a polar serine, which could possibly
disrupt the sheet structure. A potential effect on the virulence properties of LU
Dagmarsellen3 showing this mutation, however, could not be investigated, since the
virus could not be isolated by cell culture. With exception of TG Lommis2, isoleucine
at position 167 of strain Neudoerfl was replaced by valine in all isolates, which,
however, is a highly conservative substitution. Within domain Il of the E protein, 12
aa substitutions were found (N52S, K55R, T81l, T128I, H130Y, V198I, V206A,
E230D, N234T, R240S, K266R, and K280R). Ten out of these (i.e. all but T81l,
R240S) were located in the hinge region of the domain. Furthermore, four different
mutations (A317V, A346V, H346R, and V347A) were located within domain Ill of the
E protein. Finally, a total of 15 isolates showing substitutions in the stem-anchor
region of the E protein were identified. Thereof, two isolates held substitutions in an
a-helical region of the stem (V437A, T439M), eight isolates had a substitution within
the first (K457R, L460V, A463V), and five isolates were mutated within the second
transmembrane segment (N473K, L4811, A483T) of the anchor.

Phylogenetic analysis

A phylogenetic tree based on the E gene sequences of all 72 Swiss TBE
viruses was estimated using the neighbor-joining method with Jukes-Cantor
distances (Figure 3a, b). All of the Swiss TBEV belonged to the European TBEV
subtype and clustered into 10 clades, with two isolates (SZ Gersau and VD Cudrefin)
representing isolated branches of the tree. Within the main clades, isolates from four
Swiss cantons (Bern [BE], Solothurn [SO], Uri [UR], Valais [VS]), formed clearly
separated lineages. In a lesser extent, this was also observed for viruses originating
from the canton Aargau (AG). In the other cantons, a mixture of viral lineages was
observed. Moreover, no correlation between genetic lineages and plaque

phenotypes was found.
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DISCUSSION

TBE is endemic in Switzerland, where the first human disease cases have
been described in 1969 [Spiess et al., 1969]. After a significant increase of TBE
incidence observed from 2002 to 2006 with a maximum of 245 registered clinical
infections, about 110 to 120 annual disease cases have been reported during the
past three years [FOPH, 2010]. Endemic foci, as defined by human disease case
mapping, are prominently found in areas of northern Switzerland. However,
infections with TBEV have also been reported from the central and western parts of
the country [FOPH, 2010]. Furthermore, a number of additional foci in central and
southern Switzerland have recently been identified by screening ticks on the
presence of the virus [Gaumann et al.,, 2010]. Despite this sustained endemicity,
however, no characterization of the viruses circulating in Switzerland has been done
so far. In this study, the phylogenetic classification and E gene sequence analysis of
72 Swiss TBE viruses as well as the in vitro virulence characteristics of a total of 64
TBEV isolates and in vivo virulence of six TBEV isolates recovered from questing |I.

ricinus ticks in different parts of Switzerland are described.

It has been generally accepted that TBEV field isolates recovered from
guesting ticks are neuropathogenic and cause lethal infections in mice following both
intracranial and peripheral inoculation [Mandl, 2005]. The in vitro analysis of plague
size phenotypes was used for a first estimate of virus virulence, based on the
observation that small plaque size correlates with low virus virulence, whereas larger
plaque size indicates higher virulence. Interestingly, isolates originating from
communes in four Swiss cantons (Solothurn [SO], Schwyz [SZ], Valais [VS], and Zug
[ZG]) primarily formed small plaques and can therefore be regarded as low virulent.
Most of these communes represent new TBE foci (SO Oensingen, SZ Freienbach,
SZ Gersau, VS Raron, VS Salgesch) with no or only sporadic human disease cases
[FOPH, 2010; Gaumann et al., 2010]. ZG Steinhausen, on the other hand, is known
to be endemic since 1997, but the last clinical disease case in this area has been
registered in the year 2000. The absence of reported TBE cases in these foci could
be explained by the sole presence of attenuated isolates producing only subclinical
or mild disease not diagnosed as TBE. Generally, an estimated percentage of 70 —
95 % of human infections with TBEV strains in Europe is either sub-clinical or

asymptomatic [Ruzek et al., 2010].
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Although small plaque-producing viruses were also recovered from
established TBE foci, a co-circulation of viruses with different plaque phenotypes
was shown for all except of one (ZH Ruti) of these areas. Actually, viral populations
were heterogeneous for plaque phenotypes in about two third of the foci, supporting
the assumed presence of different variants, or quasi-species [Mayer and Kozuch,
1969; Romanova et al., 2007].

During amplification of TBEV field isolates in cell culture, varying recovery
rates of infectious virus could be explained by the production of non-infectious, or
defect TBEV particles. The genome equivalent/infectious particle ratio showed a
pronounced variability (10%%° + 10*%®) meaning that the proportion of defective
viral particles, or variants being avirulent for mammalian cells, was highly variable
among the field isolates investigated in this study. This is in agreement with the
observed heterogeneous plaque population and further substantiates the presence
of quasispecies [Romanova et al., 2007; Ruzek et al., 2008b]. Interestingly, the
genome equivalent/infectious particle ratios were significantly higher for isolates
producing small plaques than for viruses with large or mixed plague phenotypes
(Figure 1). Thus, the small plaque phenotype, indicating low virulence, correlates
with a high amount of non-infectious viral particles produced during the virus

replication cycle.

When characterizing six selected TBEV isolates with respect to their
neuropathogenic potential in an in vivo animal model, consistently high
neurovirulence but only medium or low levels of neuroinvasiveness were observed
(Table 1, Figure 2). Such strains, although neurovirulent, being attenuated in their
peripheral virulence, have previously been described in the Czech Republic
[Kopecky et al., 1991; Ruzek et al.,, 2008b]. Most likely, the attenuation of
neuorinvasiveness in these isolates is caused by a delay in virus replication kinetics,
which may allow the immune system to clear the infection before the virus reaches
the central nervous system [Hurrelbrink and McMinn, 2003]. Interestingly, the in vivo
neuropathogenic properties of the investigated isolates did not necessarily correlate
with the plaque phenotype described in the in vitro experiments. For example, isolate
ZH Langnau a.A.l1 showing an attenuated phenotype in vivo (completely non-
neuroinvasive) was characterized as highly virulent in vitro (large plaques). The

reduction in virus spread in vivo but not in vitro could be explained by mutations
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affecting the ability of the isolate to replicate in particular cell types encountered in
mammals. For instance, the inability to replicate in dendritic cells being the primary
cellular targets of viral infection could cause attenuation of this isolate, as it has been
demonstrated for other flaviviruses [Hurrelbrink and McMinn, 2003; McMinn et al.,
1996]

When comparing the E protein sequences of the Swiss TBE viruses to the
one of European prototype strain Neudoerfl, a total of 30 different aa substitutions
located throughout the protein were observed. Some of these mutations were sited
in or in close proximity to positions previously described to affect neuroinvasiveness
or neurovirulence of flaviviruses [Hurrelbrink and McMinn, 2003]. For example, the
substitution A153V is located directly adjacent to the E protein glycosylation site in
domain | of the E protein. Furthermore, alterations at position 52 in the hinge region
of domain Il (N52S for a total of 17 Swiss isolates) possibly impair the protein’s
ability to mediate membrane fusion during the process of virus internalization
[Chambers and Nickells, 2001; Hasegawa et al., 1992; Rey et al., 1995]. In addition,
the substitutions V437A and T439M are located in the a-helical region of the stem,
which has previously been found to be important for the stability of the prM-E-
heterodimer [Allison et al., 1999]. However, no individual substitutions in the E
protein could be clearly correlated with attenuation of virus virulence in vivo or in
vitro. Thus, although the E protein is an important determinant of virulence, these
observations strongly supports the presence of additional determinants of virulence
in other genome regions, such as those previously described in the 3’- non-coding
region, the capsid protein, as well as the non-structural genes NS2B and NS3 [Kofler
et al., 2002; Mandl et al., 1998; Ruzek et al., 2008b].

Phylogenetically, Swiss TBE viruses clustered into 10 clades. Within the main
branches of the tree, isolates from four Swiss cantons (Bern [BE], Solothurn [SO],
Uri [UR], Valais [VS]) formed clearly separated lineages, indicating a high degree of
isolation of the respective foci (Figure 3a, b). However, most isolates showed no
clustering correlating with their geographic origin. Also, dissimilar plaque properties
of isolates recovered from specific foci were sometimes observed (e.g. Wanigl to
wangi6, Table 1). Thus, such foci are characterized by the presence of a
heterogeneous population of isolates with varying genetic and biological properties.

A high degree of variability of 15.1 % on the nucleotide level of the E protein
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sequence was observed. However, pairwise comparison revealed a mean sequence
identity of 97.8 %, and Swiss TBE viruses were found to be conserved on the amino
acid level of the E protein, differing from the European prototype strain Neudoerfl by
no more than 0.4 %. Likewise, some TBEV isolates from lItaly differed from the
Austrian strain Neudoerfl at only eight nucleotide positions within the E gene, and all
these substitutions were synonymous [Hudson et al., 2001]. On the other hand,
substantial variability of 55.5 % within partial 5°-UTR and C protein-coding regions
has recently been demonstrated among TBEV isolated from a single endemic focus
in central Switzerland [Casati et al., 2006]. Interestingly, in the present study there
was no aa difference between 24 Swiss isolates recovered in 2009 (isolates
exhibiting the substitution 1167V alone) and the Swiss strain Iso 40 (AF091009)
isolated in 1975. These findings agree with the previously described low degree of
variation and antigenic homogeneity within the European TBEV subtype, probably
favored by selection pressure [Ecker et al., 1999; Guirakhoo et al., 1987; Heinz et
al., 1997; Heinz and Kunz, 1981; Heinz and Kunz, 1982].

To summarize, this study describes the basic characterization of TBEV
isolates originating from established as well as emerging disease foci throughout
Switzerland. Whereas many endemic areas are characterized by the presence of a
heterogeneous population of TBEV variants circulating in questing I. ricinus ticks,
some foci appear to be more isolated, maintaining the circulation of phylogenetically
closely related strains. Among all isolates, a total of 30 different aa substitutions
were identified in the E protein, none of which however could clearly be correlated
with an attenuated phenotype. In vivo and in vitro characterizations of virus virulence
indicated a high proportion of isolates with relatively low neuropathogenic potential.
Viruses with low virulence were particularly associated with recently detected
endemic foci with no or only sporadic reports of clinical cases. The low level of
virulence is in agreement with a hypothesized high proportion of subclinical or mild
TBEV infections and could involve an under-ascertainment of disease cases in

Switzerland.
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Table 2. Primers used for cDNA synthesis, amplification and cycle sequencing of 3
fragments covering the complete E protein coding sequence of European subtype
TBEV.

Target and Primer name  Sequence (5—3) Position Product Annealing
description on gene* size (bp) temperature
TBEV E gene,
Fragment A
Forward TBEAF TGTGTGGTTGACCCTGGAGAGTG 894-916 725 60 °C
Reverse TBEAR CCTGTGGACCTGCCAAGCCG 1604-1619
TBEV E gene,
Fragment B
Forward TBEBF2 CACTTTGGCTGAAGAACACC 1212-1231 730 60 °C
Reverse TBEBR2 CATGCCCACTGTCTGTTGGAG 1922-1942
TBEV E gene
Fragment C
Forward TBECF TGGTTGAATTTGGGGCTCCTCACG 1694-1717 797 60 °C
Reverse TBECR TTCGTTCCGTGTCCACAGCGCA 2470-2491

* Positions on gene are given according to the sequence of TBEV Neudoerfl

(GenBank U27495)
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Genome equivalent/infectious particle ratios of TBEV isolates producing

plaques of small, mixed, or large phenotype. The ratios were significantly higher for

0*172 + 10*'"®) than for viruses producing

03.790 03 .673

isolates producing only small plaques (1

03840 4 10 3642 ) size. In pairwise

plaques of mixed (1 ) or large (1
comparison using Bonferroni posttest following one-way ANOVA, the P values were
< 0.05, < 0.01, and > 0.05 when comparing small to large, small to mixed, and large
to mixed plaque producers, respectively. Note that the ratios are shown in a

logarithmic scale.

Figure 2. Virulence of TBEV field isolates for adult CD1 outbred mice.
Neurovirulence (a) was assessed by intracerebrally inoculating groups of 5 animals
with 10 pfu of virus, neuroinvasiveness (b) by subcutaneous infection of groups of 10
animals with 100 pfu of virus. Survival was recorded for a period of 28 days. Virus
isolates: 2 BE Spiez, Auwald; @ SO Oensingen3; [ SZ Gersau; ll TG Waengi6;
/% VS Raron; 4 ZH Langnau a.A.1. p.i. = post infection.

Figure 3. a) Phylogenetic tree (neighbor-joining, Jukes-Cantor distances) of Swiss
TBEV field isolates. The tree is based on complete envelope gene sequences and
includes 9 reference sequences (bold type). Louping ill virus was used as an
outgroup. GenBank accession numbers are given in parentheses, and the bootstrap
supports of clades (in %) are indicated above the branches. The scale bar
corresponds to 0.03 nucleotide substitutions per site. Symbols assigned to each
main clade, additionally marked by vertical lines, serve for differentiation of the
lineages in Figure 2b. Colored symbols represent genetic lineages originating in
distinct cantons. b) Geographic origin of TBEV isolates characterized in this study.

Different symbols correspond to genetic lineages, as defined in Figure 2a.
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Figure 3a.
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7 DISCUSSION AND OUTLOOK

TBE is the most important arboviral neuroinfection in Europe and northern
Asia [17]. Despite the increasing endemicity and morbidity of the disease [2-4], only
limited information on the epidemic activity of TBEV in Switzerland has been
available so far. This thesis focused on the molecular epidemiology of TBEV in our
country. The gained knowledge essentially contributes to an improved risk
assessment of TBE in Switzerland and provides an important characterization of the
molecular and biological properties of Swiss TBEV.

We performed a national screening study to assess the prevalence of TBEV in
ticks. Although such surveys have previously been done in different countries, the
methods used for this purpose have not been standardized [106]. Therefore, we
established and validated a new protocol involving an automated, high-throughput
nucleic acid extraction and a PCR-based detection of TBEV RNA in ticks. The
described molecular test procedure permits an extensive characterization of the true
virus prevalence in natural TBE reservoirs. It is indispensable for investigating the
epidemiological situation and predicting endemic foci, and should be implemented in

national surveillance systems in any European country where TBE is indigenous.

By screening ticks on the presence of TBEV, we identified a total of 38
endemic foci [90] which do not fully agree with those defined by disease mapping
[127]. Evidently, exposure risk assessment based on both disease case mapping and
natural (tick) reservoir examinations is incomplete. Geographic mapping of clinical
cases depends on correct diagnosis and reporting of symptomatic infections and may
further be biased by socio-economic aspects such as variable vaccination rates or
dissimilar human outdoor activities in different regions. In contrast, tick surveys give
an indication of the true virus prevalence in natural habitats, but data derived from
such studies are valid for only the very discrete area and time of investigation.
Nevertheless, both approaches importantly contribute to our knowledge on the
presence and distribution of TBE foci. Surveillance systems could further be
improved by seroprevalence studies of people exposed to ticks. Such examinations
are regularly performed in several European countries [106] but have only rarely
been considered in Switzerland [199]. Alternatively, biological, process-based models
estimating the climatic impact on tick seasonal dynamics may permit predictions on
the emergence of new endemic foci [102].
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In the present study, we confirmed TBEV activity in areas with no or only
sporadic reports of human disease [90, 127]. Whether these regions actually
represent new foci of endemicity, however, remains subject of speculation. Although
climate change may have favored the emergence of TBE foci [4], a continuing virus
circulation in the respective areas cannot be excluded just by the absence of
registered disease cases. Instead, TBEV endemicity may have remained undetected
as a consequence of subclinical infections or insufficient awareness in supposedly
non-endemic regions. This hypothesis is supported by the association of relatively

avirulent TBE viruses with recently detected endemic foci [119].

A high proportion of Swiss TBEV analyzed in this work showed a rather low
neuropathogenic potential [119]. While such viruses may infect humans relatively
harmlessly, the co-circulation of more virulent TBEV variants in established foci
ultimately accounts for a total of 110 to 120 annual disease cases in Switzerland
[127]. Future research focusing on viruses isolated from human TBE patients will
provide important information on the clinical relevance of the different virus variants

circulating among the tick population.

Although the E protein is an important determinant of TBEV virulence [29], we
could not clearly correlate any individual substitution in this protein with attenuation of
virus virulence [119]. This strongly supports the presence of additional determinants
of virulence in other genome regions. Further studies will therefore focus on whole
genome sequence analyses. These studies will allow for the identification of any
mutation possibly affecting the pathogenic potential of Swiss TBEV. Biological
significance of these substitutions, however, will require confirmation by cDNA clone
studies [43-45].

Taxonomic classification based on the E gene revealed limited geographic
clustering, with isolates from four Swiss cantons forming clearly separate lineages
[119]. More profound phylogenetic analyses based on whole genome sequences will
probably identify additional or alternative lineages. Possibly, TBEV has been
transmitted to Switzerland multiple times, involving an independent establishment of
different endemic foci. Intensive geographical comparison of virus populations from
Switzerland and neighboring countries, preferentially based on full-length sequences,
will improve our understanding of the evolutionary dynamics of TBEV.
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Taken together, this thesis essentially contributes to an improved mapping and
characterization of natural TBE foci in Switzerland and provides a basic
characterization of Swiss TBEV. Future work will deepen our understanding of the
molecular epidemiology and clinical relevance of the isolated viruses. Furthermore,
the unique collection of Ixodes ricinus tick samples originating from areas throughout
the country enables investigations on any tick-borne pathogen of interest, including

species of Borrelia, Rickettsia, Francisella, and Ehrlichia/Anaplasma.
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Appendix

9 APPENDIX

During the past several years, an increasing awareness of tick-transmitted
pathogens has been observed amongst the general public. Media such as the
internet, television, radio, and newspapers play a major role in advising the public of
the potential risk of tick bites, in informing about protection and disease prevention,
and in communicating recent findings such as the identification of new risk areas of

tick-borne diseases.

In the national screening study performed in the framework of this PhD project,
new regions at risk of TBE could be identified. Our data importantly add to an
improved risk assessment of TBE in Switzerland, which is generally based on
geographic mapping of clinical cases done by the FOPH. The results of the study, but
also the realization of the tick collection, were therefore revealed to the press.

The official press releases in spring 2009 (tick collection) and spring 2010
(study results), respectively, resulted in the publication of numerous online and
newspaper articles, various radio shows with interviews, and three television reports
with my personal participation (“Tagesschau”, “Schweiz aktuell”, “Tele Top Spezial”).
Furthermore, the findings of the study were published on the SPIEZ LABORATORY
homepage (www.labor-spiez.ch). Although far from being complete, this appendix
exemplarily enlists some of the newspaper articles on both the tick collection
activities and the screening results. Also, the fact sheet including the risk map and
the table with estimated prevalences of all 165 collection sites, available for download
at the SPIEZ LABORATORY homepage, is included.

All articles were downloaded from http://www.argus.ch. “ARGUS der Presse
AG” is Switzerland’s leading supplier of media monitoring services in the field of print

media, radio and television, and the internet.
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Examples of newspaper articles on tick collection

»LArmeeangehdrige jagen Zecken*

.Der Bund sammelt Zecken im Joner Wald“

.Zeckensammler im Sarganserland aktiv*

WK-Soldaten fahnden im Glarnerland nach

.Die Armee auf der Jagd nach neuen

.Zecken machen vor Glarnerland nicht halt*

An 200 Standorten in der ganzen
Schweiz werden vom 22.April
bis 6. Mai Zecken eingesammelt.
Die Behtrden wollen sich damit
eine UUbersicht iiber die Verbrei-
tung der Viren verschaffen, die
im Frithsommer zur Zecken-
Himhautentziindung  fiihren
kénnen.

Durchgefithrt wird die Ze-
ckensammlung von Spezialis-
ten der ABC-Abwehr-Truppen
und von Mitarbeitern des Labors

Die Zecken werden gesam-
melt, indem {iber den Boden
und die tiefe Vegetation grosse
Tiicher gestreift werden, an de-
nen sich die Tiere festhalten.
Erste Resultate zur epidemiolo-
gischen Situation sind im kom-
menden Herbst zu erwarten, wie
das Verteidigungsdepartement
VBS gestern mitteilte.

Die Zecke saugt in jedem Ent-
wicklungsstadium Blut und
kann damit zahlreiche gefihr-

liche Krankheiten ibertragen.

Die bekanntesten dieser Krank-
heiten sind die Frithsommer-
Meningoenzephalitis  (FSME)
und die Borreliose. Ein Viertel
bis die Hilfte der Zecken sind
Triger von Borrelien. Mit dem
FSME-Virus sind hingegen nur
0,5 bis 3 Prozent infiziert. sDA

21.04.2009 Berner Zeitung “Kampf den Zecken”
23.04.2009 Berner Oberlander
23.04.2009 Die Stdostschweiz ,
Issue ,,Gaster und See*
24.04.2009 Allgemeiner Anzeiger .Das Militar spurt Zecken auf*
28.04.2009 Sarganserlander
06.05.2009 Die Slidostschweiz,
Issue ,Glarus” Zecken*
08.05.2009 Tages-Anzeiger Zurich
Feinden: Zecken*
14.05.2009 Glarus Nord Anzeiger
29.06.2009 Der Landbote »+Auf der Jagd nach 400 Zecken*
BERNER ZEITUNG BZ
LABOR SPIEZ
Zecken kdnnen schlimme  Spiez. Am Projekt beteiligt sind
. auch das Institut fiir Infektions-

Krankheiten v_erursac-hen. krankheiten der Universitat

Jetzt wollen die Behérden  Bem und das Zoologische In-

mehr wissen Uber dia stitut der Universitit Neuen-

Verbreitung. burg.
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BERNER ()BERLANDER

LABOR SPIEZ ARBEITET MIT DEN UNIVERSITATEN

BERN UND NEVENBURG ZUSAMMEN

Armeeangehorige jage

)

n Zecken

! I e 5T Tk TN
-2 el a7 e >
= by Ao Aty L

¥

| i - o Ay, - 3 B v
Mit einem weissen Frottestuch straft Soldat Renaud Descrar durchs Unterholz. Kamerad Phdpo Meier s
halkt Pinzette und Reagenzalaser bemit. Zedeen, die sich am Tuch festhalten, werden von ihm abgepfitoks und hinter Glas gebracht
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Das Militéar im Sonderein-
satz: 20 Angehdrige der
Armee Sammeln derzeit an
197 Orten in der Schweiz
Zecken ein. Wir haben

die Mikrobiologin Rahel
Gaumann bei der speziel-
len Aktion in der Ndhe

des Labors Spiez begleitet.
Anfang Juli 2008 griffen Zecken
des Nachts in einem Risikoge-
biet im ziircherischen Ossingen
biwakierende Soldaten an. 48 Ar-

meeangehdrige wurden gesto-
chen - simtliche Medien berich-
teten tiber den «Skandal». Jetzt
dreht die Armee den Spiess um:
Sie schickt 20 ihrer Leute im
Tarnanzug auf Zeckenjagd. Spe-
zialisten der ABC-Abwehr-Trup-
pen sowie Mitarbeiter des La-
bors Spiez fithren in Zusammen-

arbeit mit den Universititen

Bern und Neuenburg eine Ze-
ckensammlung durch. Rund
Boooo Zecken sollen gefangen
werden - zu Untersuchungszwe-
cken.

Gefroren und zermalmt

Die achtbeinigen Blutsauger
werden spiter zu je zehn Stiick
bei minus 8o Grad eingefroren
und zermalmt. Mikrobiologi-
sche Untersuchungen an der so
entstandenen Fliissigkeit sollen
dann zeigen, ob die Zecken Tri-
ger der Frithsommer-Meningoe-
zephalitis (FSME) sind. Das Vi-
rus, welches beim Menschen
Hirnhautentziindung  verur-
sacht, wird iiber genetische In-
formationen eruiert,

Es handelt sich um ein Projekt
des Labors Spiez, in dessen Rah-
men die Mikrobiologin Rahel
Giumann vom Institut fiir In-
fektionskrankhieiten der Uni
Bern ihre Dissertation erarbei-
tet. «Jihrlich werden in der
Schweiz 100 bis 150 FSME-Er-
krankungen gemeldet. Im Jahr

2006 wurde eine Spitze von 256
Fillen registriert. Das zeigt, der
Emeger ist eine potenzielle Be-
drohungs, erklart die 25-Jahrige
Forscherin. Man geht davon aus,
dass o,5 bis 3 Prozent der Zecken
den Hirnhautentziindungserre-
ger in sich tragen. Bei den meis-
ten gestochenen Menschen ver-
liuft die Ansteckung ohne Sym-
ptome. Bei 15 Prozent der Infi-
zierten wird das zentrale Ner-
vensystem befallen. Rund 1 Pro-
zent der Betroffenen stirbt an
den Folgen.

Virusdichte ervieren

Auf Grund dieser Krankheitsda-
ten wurden bisher Gefahrenkar-
ten mit FSME-Risikogebieten er-
stellt. Gaumann will jetzt eine
Zeckenverbreitungskarte erstel-
len. «Dabei steht nicht die Zahl
der vorkommenden Zecken im
Vordergrund, sondem der Pro-

zentsatz der gefihrlichen Virus-
triger», sagt die Frau aus Unter-
langenegg.

Im Gegensatz zu den umlie-
genden Lindem bestehen sol-
che Ethebungen in der Schweiz
bisher nicht flichendeckend. An
197 Standorten werden bis zum
6.Mal Zecken gesammelt. Dar-
unter figurieren sowohl Gebiete,
aus denen Krankheitsfille
meldet wurden, wie auch an
re. Im Kanton Bern wird in Aar-
berg, Aarwangen, Bern, Busswil
bei Biiren, Erlenbach, Fraubrun-
nen, Gampelen, Kéniz, Miinsin-
gen, Moutier, Nidau, Reichen-
bach, Saint-Imier, Spiez, Unter-
seen und Wynigen gesammelt.

Keine Friedensfahne

Obwohl die Soldaten mit einem
weissen, an einer Stange befes-
tigten Frotteetuch unterwegs
sind, handelt es sich dabei nicht
um eine Friedensfahne. Es ist
auch keine neue Art des Fahnen-
marsches. «Die Soldaten streifen
mit dem Tuch durchs Unterholz,
und die von den Pflanzen im

Mischwald abgestreiften Zecken
halten sich daran fest. Mit Pin-
zetten werden sie dann heraus-
geklaubt und in Reagenzglisem
versorgt», schildert Gaumann
das Vorgehen. Im Glas ist etwas
Gras, damit die Tierchen nicht
vertrocknen. Diese sind dusserst
robust und kénnen von Hand
kaum zerdriickt werden.

Die Armeeangehérigen haben
ihre Hosenbeine an den Stiefeln
festgeklebt, damit die Zecken
dort keinen Einschlupf finden.
Nach erfolgter Jagd duschen sich
die Sammler und suchen den
Korper griindlich nach allfilli-
gen Blutsaugern ab.

Gegen FSME geimpft

Gegen das FSME-Virus besteht
eine Impfung, welche in drei Tei-
len per Spritze in den Oberarm
verabreicht wird. Simtliche
Sammler sind denn auch
geimpft. Zecken verbreiten aber
auch noch andere Krankheitser-
reger. Am hiufigsten ein Bakte-
rium, welches die Lyme-Borreli-
ose verursacht. Schweizweit er-
kranken an dieser jahrlich zwi-
schen 3000 und sooo Leute. Die-
se Zahl ist geschitzt, da im
Gegensatz zur Hirnhautentziin-
dung keine Meldepflicht be-

steht. Gegen die Borreliose gibt
es keinen Impfschutz. Frith er-
kannt, kann die Krankheit aber
mittels Antibiotika geheilt wer-
den. Unerkannt oder zu spit be-
handelt, fithrt sie zu schweren
Behinderungen und Invaliditat.

Haben die Soldaten, welche
ihren Wiederholungskurs heuer
den winzigen Blutsaugem wid-
men, keine Angst? «{Uberhaupt
nicht. Ich stamme aus St. Gallen.
Obschon es dort auch Zecken
gibt, gehe ich regelmissig Jog-
gen und wurde noch nie gesto-
chens, sagt Johannes Haugstet-
ter. «Hier gehen wir zudem einer
sinnvolleren Tatigkeit nach als
auch schon.»

Resultate im Herbst
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Eahel Giumann hofft, im
Herbst erste Resultate der Stu-
die prasentieren zu konnen: «Es
wird eine Momentaufnahme
sein, da sich die Situation lau-
fend verdindert. Nicht zuletzt we-
gen der sich verindernden Um-
weltbedingungen breiten sich
die Fecken immer weiter aus.»

Webst dem Wissen um die Ge-
fahrlichkeit der Winzlinge sei
das Reagieren nach einem ver-
dightigen Stich wichtig: «Der
FSME-Erreger wird beim Stich
iiber den Speichel sofert {iber-
tragen. Borreliose-Exreger sitzen
im Mitteldarm der Zecken - eine
Ubertragung auf den Menschen

dauert hier 12 bis 24 Stunden.»
Bei auffilligen Reaktionen und
Symptomen ist die Konsultati-
on eines Arztes angebracht,
PETER ROTHACHER

= www.zecken.ch

- — LAy

Die Mikrobiclogin Rahel Gauman zeigt hier nicht die

Grosse ainer Zacke, sondem erklart gestenreich ihr Tun.

DIE SUDOSTSCHWEIZ

AUSGABE GASTER UND SEE

MesRbae i Jecke auf

Rahel Gaumanns Fingernagel

Der Bund sammelt
Lecken im Joner Wald

Zwei rund 100 Quadrat-
meter grosse Gebiete in
Oberbollingen und Wagen
werden untersucht.

Von Matthias Hobi

Rapperswil-Jona. - Schweizweit wer-
den vom 22. April bis 6. Mai an rund
200 Standorten Zecken gesammelt.
«Ziel der Studie ist, die Infektionsra-
te der Zecken zu untersuchen», sagt
Rahel Gaumann, Virologin und Koor-

dinatorin der Studie. Konkret will die
Expertin untersuchen, wieviele Pro-
zent der gesammelten Exemplare die
Frithsommer-Meningo-Enzephalitis
(FSME) oder die Lyme-Borreliose in
sich tragen. Uber die Anzahl der Ze-
cken in einer bestimmten Region wird
die Studie laut Géumann keine
Schliisse erlauben.

Resultate gibts im Herbst

Der genaue Sammeltermin steht noch
nicht fest, da die Zeckensammler auf
trockene Witterung angewiesen sind.

Laut derVirologin wurden Wagen und
Oberbollingen ausgesucht, weil aus
diesen Gebieten eine hohe Zecken-
verbreitung sowie eine grosse Anzahl
von Krankheitsfdllen gemeldet wur-
den. Gesammelt werden die Zecken
von Spezialisten der ABC Abwehr
Truppen der Armee und Mitarbeitern
des Labor Spiez. Die gesammelten [n-
sekten werden in Reagenzgldser ver-
packt, eingefroren und von Giumann
untersucht. Erste Resultate der Studie
sollen im Herbst bekanntgegeben
werden. BERICHT SEITE 3

Wtk Hebacher
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Das Militar
spurt Zecken auf

SCHWEIZ | Wenn man in den kom-
menden zwei Wochen Spezialisten der
Armee in Schutzkleidern beim Aus-
breiten und Einrollen von grossen
weissen Tiichemn sieht, so iiben sie
nicht etwa die Kapitulation mit der
sprichwdrtlichen «weissen Fahnen.
Sie sind den Zecken auf der Spur.

An 200 Standorten in der ganzen
" Schweiz werden vom 22. April bis
6. Mai Zecken eingesammelt, Die
Behoérden wollen sich damit eine
Ubersicht tiber die Verbreitung der
Viren verschaffen, die im Frithsom-
mer zur Zecken-Hirnhautentziin-
dung fahren konnen. Durchgefiihrt
wird die Zeckensammlung von Spe-
zialisten der ABC (Atom-Biologisch-
Chemisch)-Abwehr-Truppen und
von Mitarbeitern des VBS-eigenen
«Labor Spiez». Geht man von der
biologischen Komponente der Akti-
on aus, so handelt es sich durchaus
um einen Ernstfall-Einsatz. Am

Projekt beteiligt sind auch das Insti-
tut far Infektionskrankheiten der
Uni Bern und das Zoologische Insti-
tut der Universitit Neuenburg.

Trager von Krankheiten

Die Zecken werden gesammelt, in-
dem tiber den Boden und die tiefe
Vegetation grosse Tilicher gestreift
werden, an denen sich die Tiere
festhalten. Erste Resultate zur epi-
demiologischen Situation sind im
kommenden Herbst zu erwarten,
wie das Verteidigungsdepartement
VBS mitteilte. Die Zecke saugt in je-
dem Entwicklungsstadium Blut und
kann damit zahlreiche gefihrliche
Krankheiten (bertragen. Die be-
kanntesten dieser Krankheiten sind
die Fruhsommer-Meningoenzepha-
litis FSME und die Borreliose. Ein
Viertel bis die Halfte der Zecken
sind Trager von Borrelien. Mit dem
gefahrlicheren FSME-Virus sind
hingegen nur 0,5 bis 3 Prozent infi-
ziert. pd/wie.
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Sargan/erldnder

Leckensammler im
Sarganserland aktiv

Mels/Walenstadt. — Im Rahmen ei-
ner Studie zur epidemiologischen
Situation der Zecken-Hirnhautent-
ziindung in der Schweiz (Frithsom-
mer-Meningoenzephalitis FSME)
wird derzeit eine Verbreitungskar-
te der Viren basierend auf der tat-
sachlichen Infektionsrate von Ze-
cken erstellt. Die Basis fiir die Un-
tersuchungen bildet eine Zecken-
sammlung an 200 Standorten in
der ganzen Schweiz. Die Samm-
lung findet in diesen Tagen statt
und wird von Spezialisten der
ABC-Abwehr-Truppen sowie Mit-
arbeitern des Labor Spiez durchge-
fithrt. Wie Rahel Gdumann, Virolo-
gin und Koordinatorin der Studie
auf Anfrage des ¢Sarganserldn-
ders» bestatigte, werden auch in
Mels und Walenstadt Zecken ge-
sammelt. Diese Orte habe man
ausgewdhlt, weil aus ihnen in den
letzten 20 Jahren fiinf FSME-Fille
gemeldet worden seien. (rv/pd)
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Auf Zeckenjagd: Mit cines Ar: Fahne aus Leintuc

DiE SUDOSTSCHWEIZ
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Auf keiner Zeckenkarte ist das
Glarnerland als Risikogebiet
markiert. Zeckenexperte
Norbert Satz klirt aul: Auch im
Zigerschlitz ist ein Risiko
vorhanden. Aufgrund einer
Studie waren gestern funf

Zeckensammler zu Besuch.
Von Noemi Mathis

Glarus. — Gestern waren fiinf WK-
Soldaten in Linthal, Hitzingen, En-
nenda und Mollis auf ihrer Mission
«Zeckensammlung» unterwegs.

Schweizweil wurden zwischen dem
22. April und dem 6. Mai an rund 200
Standorlen Zecken gesammell. «Ziel
der Studic ist, dic Infektionsrate der
Zecken zu untersuchens», erklirt Ra-
hel Gdnmann, Virologin und Koordi-
natorin der Studie.

Dic Expertin will so [eststellen,
wieviel Prozent der gesammelten
Exemplare die Friilhsommer-Menin-
go-Enzephalitis (FSME) oder die Ly-
me-Borreliose in sich tragen. Die An-
zahl Zecken in einer Region wird mit
der Studie laut Gaumann nicht erho-
ben.

WK-Soldaten fahnden im
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Zeckensammler nun im Glarnerland
Gesammelt werden die Zecken von
Spezialisten der ABC-Abwehr-Trup-
pen der Armee und Mitarbeitern des
Labors des Bundesamtes fiir Bevlke-
rungsschutz in Spiez. «Die Tierchen
sammeln wir in Reagenzglisern und
schicken sie zur Untersuchung», er-
kldrt Matthias Truttmann, Leiter der
Sammel-Truppe im Glarnerland.
Zuerst waren die WK-Soldaten in
Linthal im Einsatz: Mit fahneniihnli-
chen Leintiichern durchkimmten sie
niedrige Graswiesen und ausgewihl-
te Waldteile. «Die Zecken klammern
sich automatisch am Stoff fest», schil-
dert Truttmann. In jedem Standort
miissten mindestens 400 Zecken ge-
sammelt werden, um die Angaben sta-
tistisch verwenden zu kéinnen.

Kein Erfolg in Hatzingen und Mollis
In Linthal sei das Ergebnis nicht be-
sonders ergicbig gewesen: « Wir haben
nur 173 Zecken gesammelt.» Dies
kionne jedoch auf die schlechten Wet-
terverhiiltnisse zuriickzufiihren sein.
«ldeal wiire, wenn es 24 Stunden vor
dem Sammeln trocken bleibt», sagt
Truttmann. So kimen die Zecken aus
ihren Verstecken. Trockene Wiesen
wiirden auch das Leintuch nicht so
schnell durchnéssen.

Auch in Hétzingen und Mollis ist
das Ergebnis erfolglos ausgefallen: In
Hatzingen hat man lediglich 8, in Mol-
lis 24 Zecken gefunden. «Es muss nun
entschieden werden, ob der zweite
WK im August noch einmal ins Glar-
nerland kommt», sagt Truttmann. Das
Ganze werde jedoch vom Labor Spiez
koordiniert. Es kiinne sein, dass zu ei-
nem anderen Zeitpunkt Spezialisten
aus dem Labor selber weitere Zecken
holen.

Glarnerland doch Risikogebiet
Anders zu und her ging es in Ennen-

da: Schnell hatten die fiinf Sammler
495 Zecken von den Tiichern ge-
pfliickt. Wieviele dieser Tierchen den
Virus in sich tragen, wird erst im
Herbst bekannt gegeben.

Laut dem Ziircher Zeckenexperten
Norbert Satz kann man das Glarner-
land durchaus als Risikogebiet be-
zeichnen. «Das Vorkommen des
FSME-Virus ist miglich», so der Arzt.
Die Gefdhrdung sei jedoch nicht ver-
gleichbar mit der Region Gaster und

See, welche als Hochrisikogebiet gel-
te.

Obwohl das Risiko nicht besorgnis-
erregend sei, sei eine Ansteckungsge-
fahr vorhanden. «Rund ein Drittel al-
ler FSME-Fille ereignen sich ausser-
halb der bestehenden Hochrisikoge-
biete», erklirt der Arzt.

BAG empfiehlt eine
Impfung gegen FSME

Um einer Hirnhautentziindung
(FSME) wvorzubeugen, empfichlt
das Bundesamt fiir Gesundheit
(BAG) die dafiir geeignete [mp-
fung. «Diese ist fiir alle Personen
empfohlen, speziell fiir dicjenigen,
die in Hochrisikogebieten wohnen
oder sich zeitweise dort aufhal-
ten», s0 das BAG.

Fiir die ebenfalls von Zecken
libertragene Lyme-Borreliose gibt
es noch keinen Impfstoff. Laut dem
BAG sind in der Schweiz rund 5 bis
30 Prozent — stellenweise bis 50
Prozent - der Zecken mit «Borre-
lia burgdorferi» infiziert. Das Risi-
ko einer Ansteckung mit der Lyme-
Borreliose im Glarnerland sei etwa
gleich gross wie in der restlichen
Schweiz, so Zeckenexperte Nor-
bert Satz auf Anfrage. (nm)
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Die Armee auf der Jagd nach neuen Feinden: Zecken

Spezialisten des Militars haben
diese Woche auf dem Horgen-
berg eine besondere Mission
gestartet: Sie sammeln Zecken.
Der Bund will mit den Funden
eine Gefahrenkarte erstellen.

Von Res Hinterberger

Horgen/Thalwil. - Im Tarnanzug haben
WEK-Soldaten aus Spiez am Dienstag den
Horgenberg durchstreift. Gegen Zecken-
stiche geimpft und die Hosenstdsse mit
Klebeband verschlossen, hielten sie Stan-
gen in den Hiinden, an denen weisse Frot-
teetiicher befestigt waren. Damit strichen
sie iiber das hohe Gras und ilber die Bii-
sche. Die Zecken glaubten jeweils an einen
Wirt im Vorbeimarsch - und klammerten
sich am weissen Tuch fest.

Die Soldaten I8sten die Spinnentiere
und sammelten sie in kleinen Glasrohr-
chen. So verpackt landen die Zecken in ei-
nem Labor des ABC-Kompetenzzentrums
in Spiez. Ziel der Aktion ist es, eine Risiko-
karte zu erstellen, welche die Gebiete flir
die gefihrliche Zecken-Hirnhautentziin-
dung aufzeigt. Rahel Giumann ist Virolo-
gin und Leiterin dieses Projektes des Bun-
desamtes flir Bevilkerungsschutz und der
Universitit Bern. Die Gefahrenkarte soll
die vorhandenen Karten des Bundes er-
ginzen, sagt sie. «Bis jetzt hat man gesto-
chene und erkrankte Personen statistisch
erfasst und aufgrund dieser Daten die Kar-

ten erstellt.» Mit dem Projekt werden erst-
mals die Zecken untersucht: Giumann will
herausfinden, wo sich Zecken befinden,
die das gefiihrliche Virus in sich tragen.
Dafiir sammeln WK-Soldaten an rund
200 Orten in der Schweiz jeweils etwa 400
Zecken ein, total also rund 80 coo Tiere.
Damit sollte die Stichprobe laut Giumann
gross genug sein, um eine verlissliche
Aussage {iber die Gefiihrdung der einzel-
nen Gebiete abzugeben. Giumann rechnet
damit, dass die Arbeiten Anfang Herbst
hlossen sind. Sollten die Resultate
neue Herde mit gefihrlichen Zecken auf-
zeigen, werden die Messungen in den fol-
genden Jahren regelmissig wiederholt.

Hosen tragen und
nicht ins Gebiisch

Die Zecke ist ein Spinnentier, das
verschiedene Krankheitserreger ver-
breitet. Unter anderem kann sie das
Virus auf den Menschen iibertragen,
das Hirnhautentziindungen ver-
ursacht. Allerdings tragen lediglich
etwa 0,5 bis 3 Prozem aller Zecken
dieses Virus in sich. Experten emp-
fehlen, bei Waldspaziergiangen lange
Hosen und geschlossene Schuhe zu
tragen. Idealerweise sollte man vor
allem Berflhrungen mit Gras und
Gebiisch vermeiden. Nach einem
Aufenthalt im Wald sollte man zu-
dem den ganzen Korper nach Zecken
absuchen. (reh)
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Urs Suter, Leiter Forst- und Bauamt Oberurnen, bei derjungholrpﬂege Im Jungholz, wo sich auch geme Tiere wie Rehe oder

Fichse aufhalten, gibt es viele Zecken,

Bild Bettina Sticher

Zecken machen vor Glarnerland nicht Halt

Obwohl wenig risikoreiches Gebiet, wird Impfung gegen Zeckenenzephalitis empfohlen

Zeckenalarm in niirdlichen
Gebieten der Schweiz. Der
Kanton Glarus gehiirt zwar
nicht zu den Risikogebieten fiir
Zeckenenzephalitis. Trotzdem
wird auch in der Region eine
Impfung empfohlen.

Von Bettina Sticher

«Das Glarnerland ist noch nicht
so stark betroffen. Trotzdem
emplehlen wir den Leuten, sich
impfen zu lassen», sagt René Och-
senbein, Arzt und Rheumatologe

IFMH aus Nifels sowie Priisident
der Rheumaliga Glarus.

Auch Glarner sollten sich impfen

Impfen kann man sich nur gegen
eine der beiden von den Zecken
iibertragenen Krankheiten: nim-
lich gegen die Friihsommer-
Meningoenzephalitis (FSME, auch
Zeckenenzephalitis genannt).

«Das von der Zecke auf den Men-
schen iibertragene Virus kann
eine Hirnhaut- oder sogar eine
schwere Hirnentziindung verur-
sachen, die im schlimmsten Falle

tiidlich endet.» Gemiss Ochsen-
bein ist dieses Risiko im Glarner-
land zwar noch sehr klein. Trotz-
dem ist er der Meinung, dass
auch die Bewohner der Region
sich impfen lassen sollten, denn
erstens verdndere sich die Dichte
der infizierten Zecken alljiihrlich
und zweitens hielten sich die Leu-
te durch die Mobilitit ja auch oft
in risikoreicheren Gebieten auf:
«Der moderne Mensch kommt
einfach in Kontakt mit Zecken.»
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Fiir Leute, die im Wald arbeiten
oder sich aus anderen Griinden
dfters im Wald aufhalten, gerade
auch fiir Kinder, hilt er daher die
Impfung fiir dringend angeraten.
Diese erfolgt in drei Etappen:
Zwei Impfungen im Abstand von
einem Monat sowie eine Auflri-
schung ein Jahr spéter. Die Risi-
ken fir Nebenwirkungen sind
gemiiss Ochsenbein sehr gering.

Fiir Kinder wird die Impfung erst
ab sechs Jahren empfohlen, weil
&5 bei jilngeren Kindern praktisch

nie zu einem schwereren Verlauf Aber auch dies stimme nur noch |

der Krankheit kommt, wie Och-
senbein erklirt.

Sich gegen Zeckenstiche schiitzen
Die Impfung ersetzt allerdings die
Vorsicht nicht. Denn gegen die
zweite von Zecken iibertragene
Krankheit, die Lyme-Borreliose,
ausgelost durch das Bakterium
Borrelia, kann man sich nicht
impfen. Dieser Lrreger kommt
laut René Ochsenbein auch im
Glarnerland gehduft vor. «Die
Verteilung ist inzwischen prak-
tisch ausgeglichen. Mittlerweile
gibt es tberall Borreliose-Erre-
ger, wo es Zecken gibt.»

Neben einem guten Schutz
(Schuhe, Kleidung, Sprays,
schnelles Entfernen mit Pinzette)
emfpiehlt Ochsenbein, sich beim
Arzt zu informieren und falls
niitig behandeln zu lassen. «Dann
dauert die Einnahme der Antibio-
tika nur etwa eine Woche und
man gelangt nicht in ein spiteres
Stadium der Erkrankung.» Eine
der Spitfolgen, die eine unbehan-
delte Borreliose haben kann, ist
zum Beispiel Arthritis.

Flir Waldarbeiter emfpohlen

Besonders empfohlen wird die
Impfung gegen FSME fir Men-
schen, die beruflich regelmissig
im Wald zu tun haben. «Meine
Leute und ich impfen uns seit 10
bis 20 Jahren. Seit rund fiinf Jah-
ren wird vom Kanton aus offiziell
empfohlen, sich impfen zu las-
sen», sagt Urs Suter, Leiter des
Bau- und Forstamtes und Firster
aus Oberurnen. Zuvor habe es

immer geheissen, der Kanton

Glarus sei kein Risikogebiet.

bedingt, ist Suter iiberzeugt. «In
gewissen Regionen beobachte ich
eine Zunahme der Zecken, zum
Beispiel im <Bruch> Oberurnens.
Zudem milsse nur ein Hund, der
eine infizierte Zecke im Risikoge-
biet aufgelesen habe, hier durch
den Wald sireifen. «Die Zecke
kann sich dann das nidchste Opfer
suchen. Mir ist das Risiko zu
gross», sagt Suter, obwohl er und
seine Arbeiter noch nie eine
Krankheit aufgelesen haben -
auch keine Borreliose.

Auf der Forsterschule aber kann-
te er vor 20 Jahren einen Kame-
raden, der an der FSME erkrank-
te. Jeden Abend sucht sich Urs
Suter unter der Dusche nach Ze-
cken ab und er entdeckt auch re-
gelmiissig welche, wie er erziihit.
Der Forster emfpielt die Impfung
auch allen, die sich sonst regel-
missig im Wald aufhalten, zum
Beispiel «beim Walking, beim
Spazieren oder beim Pilzesu-
chen».

Keine infizierten Zecken gefunden
Aller Zeckeniingste zum Trotz:
Vom Kantonsoberftrster Fritz

Urs Suter hat in den paar Minuten, in
denen er fir das Zeitungsbild im Jung-
holz posierte, bereils einen ungebete-
nen Gast auf der Hose erwischt.

Bild Bettina Sticher

Marti erhielt Urs Suter dieser
Tage erfreuliche Post: von 961
untersuchten Zecken im Kanton
(davon 298 Chelenwald, Mollis,
und 492 Bitzi, Ennenda, acht
Chatzenritt, Luchsingen, und
Ober Ennetlinth, Linthal, ist kei-
ne einzige Zecke infiziert. Doch
auch dies ist keine wirtkliche Ent-
warnung. In der Nachbarschaft
des Kantons wurden im Raum
Ziirichsee und im Kanton Uri ver-
schiedene infizierte Zecken ge-
funden.

Schweizweil hatten letztes Jahr
Angehirige der Armee und Mit-
arbeiter des Labor Spiez unter
Leitung von Rahel Giumann
wiihrend 930 Arbeitsstunuden
62 343 Zecken gesammelt und
untersucht.
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Ein Biologenteam sammelt an 200 Orten in der Schweiz - so
auch in Dorf - je 400 Zecken. Aus den Laboranalysen wird
cine Karte entstehen. Ziel ist die Reduktion von Krankheiren

DORF - Von Weitem hort man dic
Kirchenglocken lauten. Es 51 Mittap.
Der Himmel ist bewdlk1, Das Wetter
ist, wie seil Tagen schon, durchzogen.
«Kein optimalen Bedingungen, um
Zecken zu findens, snet Rahel Ghu-
mann, Zecken bevorzugen ‘Irocken-
heit, Windstille und vine Temperalur
swischen 14 und 21 Grad. Jetzt ist der
Boden feuchl. Die 25-jihrige Studien-
koordinatorin und ihre sechs Team-
kollegen entsteigen trotzdem ihrem
blaven Kastenwugen am Wuldrund
in Dorl {Flaachtal) und bereilen ihre
Ausrisiung vor, Diese mulel sparia-
nisch an. Zum eingn ein Stock, an wel-
chem ein weisses Froltétuch befestigt
ist. Zum anderen ein Reagenzglas und
cine Pinzelle.
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Kurz darauf schwirmen dic sichen
Angestellten des Labors Spicz aus.
Rahel Gaumann bleibt am Strassen-
rand, der an den Wald grenzt. Sie zieht
das weisse Frottéluch (ber die Bo
schung. Nach nicht einmal 2ehn Me.
1ern hillt sic bereits un wad dreht ibr
Sammeltuch um. Volltreffer! Gleich
ewei Zecken sitzen daraul. Cin ausge-
wachsenes Minnchen und eine Nym-
phe. Fur uns Menschen seien vor allem
die Jungtiere gefihrlich, also die Lar-
ven und Nymphen, erkliirl Gliumann,
Diese kiinne man im Gegensatz zam
gusgewachsenen Ier kaem aul Hau
oder Klcidung crkennen. Sic scicn
aber gleich gefihrlich wie ihre dlteren
Artgenossen. In jeder Wachstumspha-
se braucht die Zecke einmal Blut, Da-

Auf der Jagd nach 400 Zecken
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bei sind die Zeckenstiche an sich nicht
schlimm. Die eigentliche Gefahr geht
von Erregern aus, welche eine infi-
zierte Zecke in ithrem Darm mit sich
herumtriigt. Am bekanntesten ist hier
wohl die Borreliose. Gdumann schitzt,
dass bis zu 50 Prozent aller Zecken
mit dem Borreliosevirus verseucht
sein kénnten. Weniger bekannt, aber
nicht weniger gefihrlich ist die Friith-
sommer-Meningoenzephalitis (FSME,
siche Kasten). «In der Schweiz tragen
zwischen 0.5 und 3 Prozent aller Ze-
cken den FSME-Erreger in sich», er-
klirt Giaumann, wihrend sie die Ze-
cken in ihr Reagenzglas steckl. Wie
gross der Anteil der FSME-Triiger ge-
nau ist, will sie im Auftrag des Labors
Spiez herausfinden.

Die schweizerische FSME-Karte
basiert im Moment auf den Fillen., bei
denen Menschen durch Zecken infi-
zert wurden. Glaubt man dieser Kar-
te, gibt es die FSME-Erreger beispiels-
weise in Graubiinden oder im Wallis
nicht. Es kinne aber sein, dass sich
dort einfach niemand angesteckt habe,
gibt Giumann zu bedenken.

Von Zecken triumen

Die Hosenaufschlige in die Socken ge-
steckt, wagt sich Rahel Giumann nun
ins Dickicht. Man miisse den Standort
fiir die Suche hiufig indern. Eine aus-
gewachsene Zecke bewege sich hichs-
tens in einem Radius von einem Me-
ter, erkliirt Giiumann. «lrgendwann ist
eine Stelle abgegrast.»

Das weisse Frottétuch hat sich durch
das wiederholte Ziehen durch das
Unterholz leicht briunlich verfiirbt.
Neben Kifern und anderem Klein-
getier krabbeln immer wieder Zecken

darauf herum. Mit geschultem Auge
findet Gaumann die kleinen Spin-
nentiere blilzschnell. 400 Exemplare
will die siebenkOplige Gruppe in
Dorf sammeln. Dabei ist dies nur eine
von 200 Stationen in der ganzen
Schweiz.

Am Ende soll auf ciner Basis von
RO000 Zecken eine FSME-Karte ent-
stehen. Rahel Giumann, die sich mil
dieser dreijihrigen Arbeit den Dok-
tortitel an der Universitdl Bern erar-
beiten will. gibt zu. dass es auf Dauver
nicht wirklich spassig ist, Zecken zu
suchen: «<Es gibl Tage, an denen man
innert zehn Minuten nur zwel Zecken
findet. Mittlerweile triume ich in der
Nacht bereits davon, wie ich die Ze-
cken mit der Pinzette von weissen Tii-
chern entferne.» Entsprechend froh
ist sie, dass nach etwas mehr als ei-
ner Stunde bereits mehr als 400 Exem-
plare in den Reagenzglisern krabbeln.
Sie selber hat 150 davon beigesteuert.
Durch Gliick hatte sie einen Platz ge-
funden, an dem es geradezu von Ze-
cken wimmelte.

Dank einem Grashalm im Rea-
genzglas haben die Zecken genilgend
Feuchtigkeit. um bis zur Ankunft im
Labor zu iiberleben. Dort werden sie
dann schockgefroren, sortiert und ana-
lysiert, Zuvor kommen die gesammel-
ten Dorfemer Zecken zu jenen, die das
Team am Morgen in lllnau gesammelt
hat. «Das Wichtigste am ganzen Pro-
jekt ist, dass wir Krankheiten verhin-
dern konnen», sagt Rahel Gaumann
und steigl wieder in den blauen Kas-
tenwagen. Feierabend ist noch lange
nicht. Die Stationen am Nachmittag
sind Marthalen und Oberstammheim.

MICHAEL WEBER
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12.05.2010
12.05.2010
12.05.2010

12.05.2010
12.05.2010
12.05.2010

14.05.2010

14.05.2010

15.05.2010

19.05.2010
19.05.2010

20.05.2010
28.05.2010

28.05.2010
04.06.2010

Examples of newspaper articles on study results

Berner Zeitung
Berner Oberlander
Bote der Urschweiz

Der Bund

Luzerner Zeitung

Obwalden und
Nidwalden Zeitung

Berner Zeitung
Tages-Anzeiger Zirich

Neue Zircher Zeitung

Corriere del Ticino
Walliser Bote

Zirichsee Zeitung,
Issue ,Meilen*

Sarganserlander

Obwalden und
Nidwalden Zeitung

Die Sudostschweiz,
Issue ,Graubinden”

Bieler Tagblatt

Engadiner Post

Rontaler

Basellandschaftliche
Zeitung

Beobachter

Die Sudostschweiz,
Issue ,Gaster und See”

.von Zeckenstichen droht Gefahr*
.FSME-positive Zecken eruiert*
.Zeckengefahr in Gersau*

»Aufwendige Zeckenstudie mit beschrankter
Aussagekraft®

.Zeckengebiet grosser als gedacht”

~Wenn es unter die Haut geht*

~Wo gefahrliche Zecken lauern”
Jnfizierte Zecken weit verbreitet"

FSME-Virus-infizierte Zecken auch im
Wallis®

,Zecche, nuove focolai d‘infezione »
,Die gefahrlichsten Zecken*

»Infizierte Zecken gibt’s fast tberall

.Melser und Stadtner Zecken tragen den
FSME-Virus nicht*

,Unter die Haut gegangen”

LJAuch im Graubinden stechen wieder infi-
zierte Zecken*

»Eine gute Nachricht ist auch eine Nachricht*

.Im Wald auf Shorts und Sandalen verzich-
ten*

LAuch das Rontal hat seine Zecken*

»Zecken im Fricktal: Blutsauger sind aktiv*

.Neue Gefahr firs Hirn“

~Blutsauger auf dem Vormarsch*
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BERNER ZEITUNG BZ

LABOR SPIEZ

Die dreitellige Impfung gegen das FSME-Virus kann vom Hausarzt verabreicht werden

PETER ROTHACHER

Von Zeckenstichen droht Gefahr

Eine Zecke auf dem Daumen

ningoenzephalitis (FSME), wel- ten. «Man geht davon aus, dass
Die von Zecken Ubertrage- che beim Menschen zur gefurch- o ¢ bis 3 Prozent der Zecken die-
nen Krankheiten werden  teten Himhautentzindung fth- sen Erreger in sich tragens, sag-
heute ernst genommen ren kann, ibertragen. te Giumann vor einem Jahr. In
: g ; der Schweiz werden jahrlich 100
Die Zdhlaktion des Labors Vorsicht in diesen Mbm bis 150 FSME-Erkrankungen ge-
Spiez vom letzten Jahrbe. Giumann erarbeitete mit den meldet, im Spitzenjahr 2006 wa-
weist das. Obschon die Eﬂmhm“gml A Tt ren es gar 256 Fille, Eine Anste-
A onskrankheiten ckung verliuft in den meisten
Resultate noch ausstehen, Dissertation. Diese Doktor- .
. G - 5 Fillen ohne Symptome. Bei
wird mit einer Zunahme ;I;ﬂg:ngdum! ZUSAMMEN . progent der Infizierten wird
Ell&h e en
der Zecken gerechnet. mit oin Grund, dass die Resulta. D¢ das zentrale Nervensystem

Vor knapp einem Jahr hat das La- te der letztjahrigen Erhebun,
bor Spiez mit der Mikrobiologin nochnie:hx:]publikgemuhtf;:
Rahel Giumann und 20 Angeh&- den seien, erklirt sie.
rigen der Armee zur Zeckenjagd  Urspriinglich sollten erste Er-
geblasen. An gegen 160 Stellen kenntnisse der Studie im ver-
der Schweiz wurden rund 62000 gangenen Herbst versffentlicht
dieser Winzlinge ei t. werden. Somit ist iiber die zah-
«Bei dieser Aktion steht nicht lenmissige Verbreitung der Vi-
die Zahl der dort vorkommen- rustriger noch nichts Genaue-
den Zecken im Vo resbeﬁlnﬁt.lﬂuistaberseit
sondern der Prozentsatz der ge- Jahren, dass die Regionen von
fahrlichen Virustriger», sagte Belp iiber Steffisburg, Thun
Rahel Giumann damals. Es gehe u.mepiezbishinaufnuh Fruti-
somit um die Frage, wie viele gen und ins untere Simmental
von ihnen die Friilhsommer-Me- als FSME-Gefahrenherde gel-

befallen, rund 1 Prozent der Be-
troffenen stirbt an den Folgen.
Personen, welche der Gefahr ei-
nes Zeckenstichs ibermissig
ausgesetzt sind, kbnnen sich
mittels Impfung schiitzen. Die-
se wird vom Hausarzt in drei
zeitlich abgestuften Teilen per
Spritze in den Oberarm verab-
reicht.

Gefahr droht vielerorts

Zecken verbreiten aber viel hiu-
figer ein Bakterium, welches
beim Menschen die Lyme-Borre-
liose, eine zweite schwere Er-
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krankung, hervorrufen kann.
Schweizweit sind jahilich zwi-
schen 3000 und 5000 Leute neu
davon betroffen. Gegen diese
Krankheit, welche Zecken prak-
tisch in der ganzen Schweiz
iibertragen konnen, besteht
kein Impfschutz. Vorausgesetzt,
die Krankheit wird friih erkannt,
kann sie mittels Antibiotika ge-
heilt werden. Ansonsten kann
sie zu schweren kérperlichen Be-

hinderungen oder sogar Invali-
ditit fithren. _ .

Mehr oder weniger Zecken?
Frither glaubte man, dass stren-
ge Winter den Zecken zusetzen.
Heute {iberwiegt die Meinung,
dass eine geschlossene und gut

isolierende Schneedecke, wie
sie im vergangenen Winter vor-

giinstigt. Kantonsarzt Thomas
Schochat glaubt, «dass klimati-
sche Bedingungen sichér einen
Einfluss auf die Zeckenpopula-
tion haben». Er empfiehlt Per-
sonen ab 6-jihrig, die sich hiu-
fig in Risikogebieten aufhalten,
die Impfung gegen den FSME-
Erreger. Laut Schochat ist die
Impffreudigkeit bisher nicht

herrschte, das Uberleben der
Zecken im Waldboden eher be-

sehr gross.

BERNER OBERLANDER

VON BELP UBER THUN/SPIEZ BIS REICHENBACH UND ERLENBACH

FSME-positive Zecken eruiert

PETER ROTHACHER

Das Risiko, Uber eine Zecke
vom FSME-Erreger befal-
len zu werden, ist gering.
Aber in unserer Region be-
steht die Gefahr.

In den Regionen Belp, Thun,
Spiez, Reichenbach und Erlen-

(FSME)-Erreger in sich tragen.
Diese Tatsache war aufgrund ge-
meldeter Krankheitsfille bereits
bekannt. Die im April 2009 erfolg-
te Zihlaktion des Labors Spiez
mit Armeeangehérigen (wir ha-
ben berich-
tet) und die
anschliessen-
de Analyse
von rund
62000 Zecken
durch  die
Mikrobiolo-
gin  Rahel
Gidumann (Bild) liefern nun eine
wissenschaftliche Bestitigung.
Hoher Wert in Erlenbach

Die Studie gibt dariiber Auskunft,
FSME-Virus befallen sind. In Er-
lenbach waren das bei der Zih-
lung im April 2009 vier von 449 Ze-
cken (siehe Kasten). Das sind 0,89
Prozent - die héchste Quote im
Kanton Bem. Schweizweit wird

nau (1,09%) und dem zufd“’:; Viel hiufiger verbreiten Zecken
schen Oberstammheim (1,11%) it ihrem Stick Borreliose-Erre-
tbertroffen. In Rﬂd’m be- ger, die den Menschen ebenfalls
trug die Quote 0,52, im Spiezer schidigen kénnen. 5 bis 50 Pro-
Rustwald 0,43, im Thuner Scho- ,any dar Zecken sind davon be-

M fallen. «Da dieses Bakterium
praktisch iiberall vorkommt, ha-

wat eine der 20 umtessuchten Re- 02 wi: es nicht eruierts, sagt
gionen im Kanton Bem. Hier wur- Rahel Giumann. Sie meint zum
den - wie an den tibrigen 14 Orten Unterschiedlichen Verbreitungs-
- keine FSME-Erreger enuiert. gebiet: «FSME-Viren iberleben

in Zecken recht eingeschrinkt,
Mit Vorsicht zu geniessen  Borrelien dagegen in Nagetieren
«Die 137 negativen Ergebnisse

- mit jhrem weiten Bewe

bei insgesamt 175 Zihlorten in feld - viel linger. Und die Maus
der Schweiz sind allerdings mit ist ein beliebter Wirt der winzi-
Vorsicht zu geniessens, sagt die

Mikrobiologin aus Unterlange- ;
negg. «Die untersuchten Stand- sich
orte waren geografisch sehr ein- impfen lassen. Gegen
geschrinkt: einige hundert Me- Borreliose besteht keink solche
ter weiter wére das Resultat viel. Schutzmdglichkeit.

leicht anders ausgefallen.» oder Zocken
s Bandle sich um eine Mo- MaNToder waniges £

mentaufnahme zur Gefahren- 10 diesem Jahr wird laut dem

fille
gekehrt.» Dass Ziirich mit weni sein. Er fithrt dies auf den kalten
Shacin Gebiisuahenien stoe Winter zuriick, den die Zecken in
hohe Erkrankungsrate aufweise, der Winterstarre iiberlebt haben.
° . RESE «Andererseits war der April sehr
habe auch mit dem Verhalten trocken, unddas schadet dener-
der Menschen - etwa hiufigem wachenden Zecken», relativiert
Aufenthaltim Wald -zutun.  Rahel Giumann diese Prognose.
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Zeckenziihlu: Ein Armeeanehﬁﬁger streicht mit einem *™
weissen Tuch, an dem die Zecken hidngen bleiben, durchs Unterholz.

BO/Hubacher

UNTERSUCHTE ZECKEN

An fiinf Orten FSME-Erreger eruiert

Gemeinde Untersuchte Zecken  FSME-positive Zecken  in Prozent
Erlenbach 449 4 0.89
Spiez Rustwald 462 2 0.43
Spiez Einigenwald 534 0 0
Reichenbach 384 2 0.52
Thun 332 1 0.30
Belp 467 1 0.21
Unterseen 445 0 0
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Zeckengefahr
in Gersau

Bisher galt der Kanton
Schwyz als nicht von Ze-
ckenhirnhautentziindungen
betroffenes Gebiet. Jetzt sind
in Gersau und Freienbach
aber Infektionen nachgewie-
sen worden.

Kanton. - Die bisherigen Erhe-

bungen im Zusammenhang mit ge- D
fihrlichen Zeckenbissen haben
sich auf die jeweiligen Krankheits-
fdlle gestiitzt. Aufgrund dieser ge-
meldeten Daten wurde dann je-
weils eine Risikoabschidtzung vor-
genommen. Bisher wies diese fiir
den Kanton Schwyz keine kriti-
schen Zonen auf, in denen Zecken
das  Hirnhautentziindungsvirus
iibertragen kénnen.

Zecken selber untersucht

Nun hat das Virologie-Labor Spiez
des Bundes eine breite Untersu-
chung zu dieser viralen Erkran-
kung durchgefiihrt. Dabei wurde
die tatsichliche Infektionsrate bei
den Zecken selber untersucht. Das
Ergebnis hat auch fiir den Kanton
Schwyz zwei kritische Gebiete
nachgewiesen, aus denen bisher
nur isolierte FSME-Krankheitsfille
gemeldet worden waren. Das eine
Gebiet betrifft gemédss Angaben des
Virologie-Labors den Bezirk Gers-

au, das andere die Gemeinde Frei-
enbach. In Gersau sind 546 und in
Freienbach 434 Zecken untersucht
worden. Das Bundesamt fiir Ge-
sundheit empfiehlt allen Personen
in sogenannten Endemiegebieten,
sich gegen die Krankheit zu imp-
fen. Ebenfalls Untersuchungen an
Zecken durchgefiihrt worden sind
in den Gemeinden Arth, Schwyz
und Riemenstalden. Dabei wurden
keine Infektinnen nachgewiesem
Walc ineMIIc Srmptom?
ckenhirnhautentziindung
xst eine virale Erkrankung des zent-
ralen Nervensystems, Bei etwa 70
Prozent der infizierten Personen
verlduft die Ansteckung ohne
Symptome und bleibt damit unent-
deckt. In den anderen Fillen treten
ein bis zwei Wochen nach dem Ze-
ckenbiss grippedhnliche Sympto--
me von Fieber iiber Miidigkeit bis
zu Kopf- und Gelenkschmerzen
auf. Diese enden in den meisten
Féllen mit einer definitiven Hei-
lung. In etwa 15 Prozent der Fille
aber entwickelt sich eine zweite
Krankheitsphase, in welcher die Vi-
ren das zentrale Nervensystem be-
fallen und Hirnhaut-, eine Hirn-
und/oder Riickenmarkentziindung
auslosen konnen. Begleitet ist die-
se Entziindung von starken Kopf-
schmerzen, Ubelkeit, Schwindel,
Sprech-, Schluck- und Gehstdrun-
gen. Im Extremfall sind Lihmun-
gen der Arme, Beine und Gesichts-
nerven oder der Tod moglich. (cj)
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Aufwendige Zeckenstudie mit
beschriankter Aussagekraft

Soldaten haben in 20 Berner Gemeinden nach gefahrlichen Zecken gesucht.

Meningoenzep bertragen kiinnen. . auf d die erten
Kaum wird es Frihling, wichst die ANSt pyiese Form der Hirnhautentzindung Kyankhentsille emgeseichiot waren.

griindet ist sie nicht. Stellenweise kann greift das zentrale Nervensystem an und Wo sich die Leute angesteckt haben, war

kann bis zum Tod fihren. Das Bundes- picht ersichtlich. Nun hat sich eine Dok-
jede zweite Zecke Borreliose iibertra- ymr fir Gesundheit empfiehlt deshalb 1orandin am Institut flir Infektionskrank.
gen. Rechizeitig entdeckt kann diese gjj0n personen, die sich in Gebieten mit

Infektion jedoch gut behandelt werden. infizierte sich heiten der Uni Bern zusammen mit dem
Deutlich seltener, aber auch deutlich ge- f,irrin e s . ) Sbor Splet des Bundesamts fir Bevel:
fahrlicher sind Zecken, die das FSME-  1-pe Gebiete betroffen sind? kerungsschutz auf die Suche nach den
Virus in sich tragen und Frilhsommer- g4 o coierten in der Schweiz nur infizierten Zecken gemacht. Im Frilhling

letzten Jahres schwirmten 60 Soldaten von 0,5 bis 3 Prozent FSME-infizieften einen Kilometer entfernten Einigenwald
mit weissen Frotteetiichern aus und Zecken ausgegangen. Die Studie hat jetzt insgesamt rund 1000 der kleinen Blut-
sammelten wiihrend 900 Stunden in einen Wert von 0,46 Prozent ergeben. sauger eingesammelt. Im Rustwald
200 Schweizer Gemeinden Zehntau- Auchin Endemiegebieten ist das Risiko, wurde der FSME-Erreger bei zwei Ze-
sende von Zecken ein. Anhand der angesteckt zu werden, also relativ ge: cken nachgewiesen, im Einigenwald bei
Untersuchungsergebnisse wurde eine ring. In Belp beispielsweise wurden keiner einzigen.
Risikokarte erstellt und gestern publi- 467 Zecken eingesammelt und nur eine o
ziert (siehe oben). «Wir haben an Orten trug das Virus. Belp gilt nun dennoch als
Erreger gefunden, die bisher als FSME- Risikogebiet. Insgesamt kommt Gau- D Gemeinden mit FSME
frei galten», sagt Studienleiterin Rahel mann zum Schluss: «Es gibt weniger ) :
Giumann. So habe man vermutet, dass FSME-infizierte Zecken als erwartet, sie In folgenden 5 Berner Gemeinden wurden
es in den Alpen k::hm FSMEIi;rslrenggebe. sind aber geografisch weiter verbreitet.» Zecken mit FSME-VireE: Er;ﬂmn: Bllr.s
Nun seien aber auch im Wallis infizierte . . . Thun, Reichenbach i. K., Erlenbach i. 5.,
Zecken gefunden worden. Andererseits ﬁnﬁﬁ?&&"ﬁ"ﬁ:ﬁ‘.’ Zeitgriinden Spiez (Rustwald).
sei man davon ausgegangen, dass die ", aufwendige Studie liefert zwar - o
Viren im Berner Seeland und im Berner punktuell verlisslichere Daten als fri- In 15 Gemeinden trugen die eingesammelten
Jura verbreitet seien. Die Studie habe ., Erhebungen. Thre Aussagekraft ist Zecken keine FSME-Viren: Bern, K&niz,
dies nun aber nicht bestitigt. aber sehr beschréinkt, wie Gaumann sel- (&7 m"'n"f“l"'“' B““'"l " IL
Weniger gefihrliche Zecken ber eingestehen muss. Gerade das Bei: G'“ml » ? "’"(“m“mn_

- spiel Spiez zeigt, dass es in einem Wald seen, Moutier, Orpund, Spiez
Laut der-neuen Untersuchung liegt die g4 1 FsME-infizierte Zecken geben wald), Wangen a. A., Signau. (rw)

Zahl der gefihrlichen Zecken ti 'S kann, in einem anderen Gebiet hingegen
erwartet. Bisher ist man in der Schweiz pjche, port wurden im Rust- und im nur
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Zeckengebiet grosser als gedacht

In Ebikon, Gersau und
Freienbach finden Forscher
infizierte Zecken. Bislang
galten diese Gebiete als
ungefdahrlich.

VON SIMON SCHARER

Das gefihrliche Zecken-Hirnhautent-
zindungs-Virus (FSME) ist in der Zen-
tralschweiz weiter verbreitet als bislang
angenommen. Dies zeigt elne neue Sty
die des VBS-Labors in Spiez - schweiz:
weit wurden 60 000 Zecken an fiber 160
Standorten untersucht. Bislang galten
im Kanton Luzem die on Sursee-
Wiggertal, in Ob- und Nidwalden Stans,
Buochs, Biirgenstock, Stanserhorn und
Kerns, in Uri das Untere Reusstal sowie
Seelisberg und im Kanton Zug Steinhau-
sen als Zeckengebiete. Die bisherige
Risikokarte des Bundesamtes fir Ge-
sundheit [BAG) basierte auf den gemel-
deten Krankheitsfillen.

Ebikon galt als zeckenvirenfrei
letzt kommen in der gestern priisen-
tierten Verbreitungskarte - sie basiert auf
infizienien Zecken, die die Forscher ge-
funden haben - auch Ebikon, Gersau
und Frelenbach hinzu. «In diesen Ge-
meinden kamen bisher keine oder nur
sehr vereinzelte Krankheitsfiille vor, sie
galten als zeckenvirenfreis, sagt Rahel
Glumann vom Labor Spiez. Die Studie
sei aber nur eine Momentaufnahme.
Trotzdem: «In diesen Gebieten besteht
cine grissere Gefahr, sich mit FSME
anzusteckens, sagt Giiumann. Bedeutet
dies nun, dass im Fall von Fhikon auch in
der ganzen Agglomeration Lu-
zem mit gelihdichen Ze-
ckenbissen gerechnet wer-
den muss? «Wir kiinnen
nur fiir Fbikon konkrete
Zahlen vorlegens, sagi
Gaumann, sAber gene-
rell sehen wir, dass infi-
zierte Zecken verbreiteter
sind als bisher angenommen.»
Diese Aussage deckt sich auch mit

Beobachtungen in der (ibrigen
Schweiz. In dcr Studie wurden in meh-
reren Gebleten - die bisher nicht als
Risikogebiete galten - infizierte Zecken
gefunden. Beispielsweise in Raron und
Salgesch VS.

Nervensystems, die durch Zeckenstiche
fibertragen wird. Bei etwa 70 Prozent
der Infiderten verlfult die Ansteckung
ohne Symptome. In den anderen Fillen
entwickeln sich ein bis zwei Wochen
nach dem Zeckenstich grippeiihnliche
Symptome wie Fieber, Miidigkeit, Kopf-
und Gelenkschmerzen. Bei etwa 15
Prozent der infizierten Personen entwi-
ckelt sich eine zweite Krankheitsphase,
in welcher die Viren das zentrale Ner-
vensystem befallen. Folgen sind
starke Kopfschmerzen, Obel-
keit, Schwindel,
Konzentrations-,
Schluck-, Sprech-
und Gehstdrun-
gen. Bei sehr
schweren Verdaulsfor-
men treten Lilhmungen der Ar-
me, Beine oder Gesichisnerven aul
Etwa 1 Prozent der Betroffenen stirbr.

Impfung empfohlen

Da es keine spezifische Therapie gibu,
empfichlt das BAG allen, die in Risiko-
gebieten wohnen, eine Impfung. In
dieserm Zusammenhang betont auch
Gaumann: «Die neue Verbreitungskarte
ist nur cine Erginzung zur bisherigen
Risikokarte des BAG.»

ZENTRALSCHWEIZ

Infizierte Zecken
in acht Gemeinden

In der Zentralschweiz wurden 21
Standorte untersucht. Hm'wwden
infizierte Zecken

@ Ebikon (0,23 Prozent tlw un-
tersuchten Zecken waren mit dem
Virus infiziert, das Zecken-Hirn-
hautentzundung verursacht )

& Dagmersellen (0,55 Prozent)
@ Gersau (0,18 Prozent)

@ Freienbach (0,46 Prozent)

@ Schattdorf (0,49 Prozent)

® Sisikon (0,47 Prozent)

® Silenen (0,28 Prozent)

@ Steinhausen (0,84 Prozent)
Die tiefen Werte durften nicht
dariiber hinwegtauschen, dass an
diesen Orten eine hohere Gefahr
bestehe, sagt Rahel G3aumann
vom Labor Spiez. «Tiefe Were
sind normal, denn nur 0,5 Prozent
aller Zecken sind infiziert.» ssr

-
N\ >{scH
Die Studie und Infos tum Deckenschutz
www_zisch chibonus

finden Sie untes
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ON B Obwalden und
@ Nidwalden Zeitung

Wenn es unter die Haut geht
Gefihrliche Zecken im Vormarsch

Erstmals hat das Virologie Labor Spiez untersucht, wo Erreger der gefihrlichen
Zeckenhimhaut-Entziindung vorkommen. Anders als auf der existierenden
Risikokarte, die sich auf gemeldete Krankheitsfalle von Menschen abstitzt,
taucht in der Studie auch Alpnach als gefahrdetes Gebiet auf.

Im Gebiet des Hinterbergwaldes bei Alpnach wurde eine Zecke mit Errege;n
von Himhautentziindung gefunden.
Foto: Francesco Welti

Das Bundesamt fir Gesundheit (BAG) veroffentlicht ja8hrlich 2in Karte mit Gebieten
aus denen Fille von Frihsommer-Meningoenzephalitits (FSME), wie die Krankheit
genau heisst, bekannt sind. In Nidwalden sind das Stans, Buochs und der
Birgenstock, in Obwalden Kems sowie Teile des Stanserhorns auf beiden
Kantonsseiten. Aufgrund der Studie des Labors in Spiez muss das Bild dber die
Befallsgebiete in der Schweiz nun revidiert werden, denn in bisher von den
gefahrliichen Zecken-Viren als unberihrt gefihrten Regionen wie dem Wallis sind
Infektionen nachgewiesen worden. Auch im Hinterbergwald in Alpnach ist ein
solcher Fund erfolgt, wie Rahel Gaumann vom Virologie Labor Spiez gegendber der
ONZ bestatigt: Von 384 gefangenen Zecken trug eine das gefahrliche Virus in sich.

Bekannte Befallsgebiete

Gesammelt haben die Forscher im Auftrag des Eidgendssischen Departements fir
Verteidigung, Bevblkerungsschutz und Sport (VBS) auch in Beckennad, Engelberg,
Giswil, Kamns, Stans, Stansstad und Walfenschiessen. Obwohl belkannts
Befallsgebiete darunter waren, fanden die Virologen keine weiteren infizierten
Zecken: «Wir sind nur punktuell auf di= Suche gegangen=, arkiart das Gaumann,
«Herde kommen aber auf raumlich sehr beschrénkten Standorten vor, deshalb
kénnten ganz in der Nahe trotzdem Zecken mit FSME leben.» Vorsicht vor Zecken
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ist in den Waldern also auf jeden Fall geboten: Die Gefahrenkarte isk nur eine

Momentaufnahme ohne &nspruch auf Vollstandigkeit.

By o

T
1

Ixcdus ricinus, die Zecke, die fir den Menschen gefahrlich sein kann,
Foto: Eingesandt

62'343 Zecken gefangen

Der Aufwand fir die Studie war enorm. «Allain schon die Zecken zu sammeln, hat
mehr als 900 Stunden gedausrt.= £2'343 der Tierchen, die sich 50 germne an der
Haut festzaugen, sind den Forschern in die Hinde geraten, annsdhernd 3000 in den
Ortschaften Nidwaldens und Obwaldens, Weo FSME-Epidemien vorkommen,
empfiehlt das BAG allen Personen, sich zu impfen. Die Zeckenhirnhautentzdindung
(FSME) ist eine virale Erkrankung des zentralen Nervenstystems. Wer davon
befallen ist, merkt es meist nicht; Bei 70 Prozent der Ansteckungen bleiben
Symptome aus, In den dbrigen Falien kommt es ein bis zwei Wochen nach dem
Zeckenstich zu grippedhnlichen Symptomen, die wieder verschwinden, Bei bis zu
15 Prozent der infizisrten Personen areifen die Viren das zentrale Nervensystem
an, was beispielsweise zu Hirnhautentzlindung fihren kann.

Erkrankungen nehmen zu

Cbwohl die Studie neue Erkenntnisse erbracht hat, wird 22 vorlaufio sing
einmalige Aktion bleiben, weil der Aufwand daflr zu gross war, <Es hat sich aber
gezeigt, dass die Gefahrenkarte nicht vollstandia ist, daher sind unszere
Erkenntnisse mit der Karte des BAG zu kembinierens=, sagt Rahel Gaumann. Cie
Fruhsommer-Meningoenzephalitits 1st in Europa auf dem Vormarsch. Die
Haufigkeit der Erkrankungen in der Schweiz hat von rund 100 Fallen pro Jahr vor
einem Jahrzehnt deutlich auf 200 bis 250 (2005/06) zugenommen.
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BERNER ZEITUNG BZ
NEUE KARTE MIT DEN VERBREITUNGSGEBIETEN

Wo gefah:hche Zecken lauern
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die Wissenschafter in Spiez infi- le gemeldet worden. keit iiber grossere Zeitrdume ist
zierte Zecken in den Walliser Ge- ; keineswegs gewdhrleistet. So
meinden Raron und Salgesch Nur Momentaufnahme kann zum Beispiel ein strenger
nachweisen. Zuvor hatte der Das Verteidigungsdepartement Winter mit Temperaturen von
Kanton Wallis als frei von Ze- VBS,zu dem das Labor Spiez ge- mindestens minus 20 Grad Cel-
ckenviren gegolten. Mit FSME hort, weist jedoch darauf hin, sius die kleinen Spinnentiere lo-
verseuchte Zecken entdeckten dassauch die neue Karte zur Ver- kal ausrotten. THoMAS KOHLER
die Forscher auch in den Ge- breitung der FSME-verseuchten _
meinden Freienbach SZ, Gersau Zecken nur eine Momentauf-
SZ oder Oensingen SO. Aus die- nahme ist. Will sagen: Eine Ver-
sen Gemeinden waren bislang allgemeinerung auf ganze Re-

Jetzt online:
Zecken-Gefahrenkarte
Die neue Studie zum Download

lediglich isolierte Krankheitsfil- gionen ist anhand der Karte L www.zeckenbememsitung.ch .,

nicht méglich. Auch eine Giiltig-

QagesAusciger

Zeckenkarte
Infizierte Zecken
weit verbreitet

Das Virus, das Zecken-Hirnhautentziin-
dung verursacht, ist in der Schweiz ver-
breiteter als bisher angenommen. Wis-
senschaftler haben auch in Gebieten in-
fizierte Zecken gefunden, die bisher
nicht als Risikogebiete galten. Die alte
Risikokarte stiitzte sich auf gemeldete
Krankheitsfille. Die neue basiert auf der
Infektionsrate von Zecken, wie das Ver-
teidigungsdepartement (VBS) am Diens-
tag mitteilte. Durchgefiihrt wurde die
Studie von dessen Virologielabor in
Spiez. Die neue Karte vervollstdndige
die bisherige Risikoeinschitzung, hilt
das VBS fest. Allerdings stelle sie eine
Momentaufnahme dar. Eine Verallge-
meinerung auf eine ganze Region oder
iber einen langeren Zeitraum lasse sich
daraus nicht ableiten. (SDA)

www.zecken.lagesanzeiger.ch
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Sene Jiivcher Jeitung
FSME-Virus-infizierte Zecken auch im Wallis

Wissenschafter vom Labor Spiez finden neue Endemiegebiete

Verbreitung der von Zecken verursachten Hirnhautentziindungen

A FSME-positive Zecken
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Eine neue Karte zeigl, wo in der
Schweiz (iberall Zecken lauern,
die bei Befall zu einer Hirnhaut-
entziimdung fithren kiinnen. Dass
sich das Kompetenzzentrum fir
ABC-Waffen fiir diese Frage
interessiert, hat seine Griinde.

Alan Niederer

Das Virus, das beim Menschen eine so-
genannte Zecken-Hirnhautentzlindung
oder Frithsommer-Meningoenzephalitis
(FSME) auslosen kann. ist in der
Schweiz verbreiteter als bisher ange-
nommen. Das zeigt eine neue Studie,
die Virologen vom Labor Spiez durch-
geflihrt haben. Die zum Departement
filr Verteidigung, Bevilkerungsschutz
und Sport (VBS) gehtrende Institution
verBffentlichte am Dienstag ihre Ver-
breitungskarte, die erstmals auf der tat-
stichlichen Infektionsrate von unter-
suchten Zecken basiert. Die vom Bun-
desamt filr Gesundheit (BAG) in regel-
miissigen Abstiinden herausgegebenen

Kampistoffe angesehen. Mehr iiber sie
in Erfahrung zu bringen, sei deshalb,
nebst der Identifikation von neuen En-
demiegebieten, ein weiteres Ziel ihrer
Untersuchung gewesen. Die Forscher
haben deshalb die aus den Zecken iso-
lierten Viren im Labor vervielfaltigt und
konserviert. Damit verfiige das Labor
Spiez nun iiber eine Sammlung der in
der Schweiz vorkommenden FSME-Vi-
rus-Typen, sagt Gaumann.

Karten 7u den sogenannten FSME-
Endemie-Gebieten  beriicksichtigen
hingegen dic gemeldeten Krankheits-
fiille, wie das VBS schreibt.

Karte als Momentanaufnahme

Nach der ncuen Darstellung finden sich
mit dem FSME-Virus infizierte Zecken
auch in Gebieten, die bisher als virusfrei
galten. So konnten die Dissertantin
Rahel Giumann und ihre Forscherkol-
legen vom Labor Spiez auch im Wallis
infizierte Zecken nachweisen, und zwar
in Raron und in Salgesch. Befallene
Parasiten fanden sich ausserdem in Re-
gionen, aus denen bisher nur einzelne
Krankheitsfille gemeldet wurden, so
eiwa in Freienbach und Gersau (beide
Kanton Schwyz) und in Oensingen im
Kanton Solothumn.

Wie Giumann erklirt, will die neve
Risikokarte des VBS die BAG-Publika-
tionen nicht konkurrenzieren, sondern
diese vielmehr erginzen. Denn auch
ihre Karte, die im Wesentlichen die be-
kannten Endemiegebiete bestiitigt, stel-

BAG empfichlt Impfung

Die Infektion mit dem FSME-Virus
verlduft in den meisten Fillen unbe-
merkt, oder es treten unspezifische
grippeihnliche Beschwerden auf. In 5
bis 15 Prozent der Fille kann es aber zu
einer Reizung des Gehirns und der
Hirnhiute kommen (Meningoenze-
phalitis). Dann reichen diec Symptome
von Kopfschmerzen und Schwindel

WZE INFOGRAFIR/ coe

le nur eine Momentanaufnahme dar, die
sich auf einen Zeitpunkt in der Vergan-
genheit und einzelne Standorie beriehe.
Eine Verallgemeinerung auf eine ganze
Region oder Uber einen lingeren Zeit-
raum sei deshalb nicht moglich. Dies
trifft besonders fiir das Tessin zu. Aus
Zeitmangel habe niimlich auf die Unter-
suchung der Zecken in diesem Kanton
verzichtet werden milssen, sagt die For-
scherin.

Potenzieller B-Kampfstoff

Warum sich das Labor Spiez, das sich
auf seiner Homepage als nationales
Fachinstitut fir den Schuiz vor ato-
maren, biologischen und chemischen
Bedrohungen und Gefahren bezeichnet,
itberhaupt fiir Zecken und die von ihnen
ibertragenen Krankheilen interessiert,
hat seine Griinde, wie Giumann erklirt.
Weil es gegen dic FSME-Viren keine
Behandlung gebe — dies im Gegensatz
zu den ebenfalls von Zecken tibertrage-
nen Borrelien-Bakierien —, wilrden die
Erreger als magliche biologische

iiber Konzentrationsstérungen bis zu
Liahmungserscheinungen, die ganz sel-
ten auch todlich verlaufen konnen. Aus
diesem Grund empfiehlt das BAG seit
2006 allen Personen, die in Endemie-
gebieten leben und ilter als sechs Jahre
sind, sich gegen das FSME-Virus imp-
fen zu lassen. Jiingere Kinder brauchen
sich nicht immunisieren zu lassen, da
bei ihnen schwerere Krankheitsverldu-
fe dusserst selten seien.
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Zecche, nuovi focolail d’infezione

Pubblicato uno studio sulla loro presenza nel nostro Paese

Le aree svizzere in cui sono presenti zecche portatrici

del virus della meningoencefalite sono pilt numerose
del previsto — Non si segnalano casi a sud delle Alpi

O BERNA Uno studio pubblicato
ieri dal Laboratorio di Spiez ha
permesso di individuare nuovi
focolai di infezione inerenti il vi-
rus della meningoencefalite (ME-
VE) anche in zone sinora consi-
derate esenti dalla malattia.

E il caso delle regioni vallesane
di Turtig-Raron e di Salgesch.
Non si segnalano invece casia
sud delle Alpi. La ricerca si basa
sul tasso d'infezione effettivo del-
le zecche e viene a completare la
precedente mappatura che indi-

cava le zone a rischio fondando-
si sui casi di MEVE dichiarati. Lo
studio € una semplice istantanea
di una situazione in perenne mu-
tamento, precisa il Laboratorio di
Spiez. Non pud dunque essere ge-
neralizzata ad un'intera regione.
Per esaminare la presenza di ME-
VE in Svizzera, i ricercatori hanno
raccolto zecche in varie regioni
del Paese individuando gli esem-
plari portatori del virus. A Cudre-
fin, per esempio, sulle rive del la-
go di Neuchdtel, un solo animale

Dalliser
*¥* Boile

sui 500 prelevati si ¢ rivelato es-
sere infetto. Listituto ricorda che
la meningoencefalite da zecche
€ una malattia virale che colpisce
il sistema nervoso centrale.

Se nel 70% dei casi la patologia &
asintomatica e passa inosserva-
ta, nel 30% insorgono sintomi in-
fluenzali entro 1-2 settimane dal-
la puntura. Questi spesso evolvo-
no verso una guarigione definiti-
va e solo nel 15% dei pazienti il
virus arriva effettivamente al si-
stema nervoso centrale. Anche se
la malattia si rivela fatale solo
nell'l per cento dei casi, 'Uficio
federale della sanita pubblica rac-
comanda la vaccinazione alle
persone che risiedono in aree do-
ve la malattia &€ endemica.

Die gefahrlichsten Zecken

Verbreitung der Zecke

FSME-infizierte Zecken kommen laut einer Studie auch in Raron und Salgesch vor

zundunag
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Raron/Salgesch. -
Auch im Oberwallis gibt es
Zecken, die FSME-Viren
tragen. Das zeigt eine neue
Studie, Grund zur Panik
besteht nicht.

Das Labor Spiez hat im
Rahmen einer Studie zur vira-
len  Zecken-Himhauteniziin-
dung (FSME) in der Schweiz
eine Verbreitungskarte erstellt.
Diese basiert aul der tatsichli-
chen Infektionsrate der Zecken
mit dem Virus und vervollstin-
digt damit die bisherige Risiko-
einschitzung, die sich
Krankheitsfille suiitze. Aller-
dings stellt sie eine Momentauf-
nahme dar, die sich auf den ge-
nauven Zeitpunkt und die spezi-
fischen Orte berzicht, die in der
Studie untersucht wurden. Eine
Verallgemeinerung auf eine
ganze Region oder dber einen
lingeren Zeitraum lisst sich da-
raus nicht ableiten.

FSME-Herde
in Raron und Salgesch

Trotzdem liefert die Untersu-
chung wichtige newe Erkennt-
nisse. S0 konnten zum Beispiel
ersimals zwei FSME-Herde im
Kanton Wallis identifiziert wer-
den. welcher bis anhin als
FSME-frei galt. Konkret wur-
den Collombey-Muraz, Vernay-
az und Sitten anhand von 900
Zecken untersucht. Keine war
FSME-positiv. Im  Oberwallis
testete man 135 Zecken in Sal-
gesch und 466 in Raron. An
beiden Standorten war je eine
Zecke FSME-positiv. Dass es
im Unterwallis keine Fiille gibt,
sei wahrscheinlich reiner Zu-
fall. sagt Rahel Giiumann vom
Virologie-Labor Spiez. Ebenso
konnten Infektionen in Gebic-

ten  in der Deutschschweiz
nachgewiesen werden, aus wel-
chen nur isolierte Krankheits-
fille gemeldet wurden. Es sei
sehr interessant  festzustellen,
dass es auch FSME-Herde ge-
be, wo man bisher keine vermu-
tet habe. merkt Giiumann an.
Uberraschend sei  dies aber
nicht, weil die Bedingungen ja
insgesamt im Wallis nicht véllig
anders seien als in der Deutsch-
schweiz. sagt Giumann: «Dass
Zecken immer Gfter auch in hi-
her gelegenen Gebieten vor-
kommen. hat seinen Grund in

auf der Klimaerwirmung. Es ist ih-

nen auch in hitheren Lagen
waohl.»

Wahrscheinlichkeit
bei 1:1000
Der Machweis von FSME-Her-
den in Raron und Salgesch be-
deute auch nicht, dass man nun
im ganzen Talgrund mit Herden
rechnen miisse: «Wie verbreitet
der Bestand ist, kinnen wir
nicht sagen, weil wir nur be-
stimmte Gebiete untersucht ha-
ben. FSME-Herde sind geogra-
fisch gesehen sehr beschriinkt.»
Seitens des Kantons sind nun
weitergehende Studien geplant.
Ergebnisse sind vor dem Herbst
nicht zu erwarten. Die Durch-
seuchungsrate ist mit einem
halben Prozent natiirlich sehr
tief. Panik, so Gidumann, set al-
so fehl am Platz, «Wenn man an
einen Ort geht wie eben jerzt in
Raron, ist die Wghrscheinlich-
keit, dass man nach einem Ze-
ckenstich eine Hirnhautentziin-
dung bekommt, 1 zu 1000. Und
das selbst an einem Ort, wo die-
se FSME-Herde nachgewiesen
wurden.» Im Kanton Zug habe
man in Steinhausen so einen
MNaturherd gefunden. Der letzie

Krankheitsfall liege aber zehn
Jahre zuriick.

Die  Zecken-Hirnhautentzin-
dung (FSME) ist eine virale Er-
krankung des zentralen Ner-

vensystems. Bei etwa 70 Pro-
rent der infizierten Personen
verliiuft die Ansteckung ohne
Symptome und bleibt darum
unbemerkl.

Virale Erkrankung
mit todlichen Folgen
In den anderen Fillen entwi-
ckeln sich ein bis zwei Wochen
nach dem Zeckenbiss grippe-
dhnliche Symptome wie Fie-
ber, Mildigkeit. Kopf- und Ge-
lenkschmerzen. Diese  Phase
davert etwa ein bis acht Tage
und in den meisten Fillen en-
det diese mit einer definitiven
Heilung. Bei etwa 15 Prozent
der infizierten Personen entwi-
ckelt sich eine zweite Krank-
heitsphase, in welcher die Vi-
ren das zentrale Nervensystem

befallen. Die Folge dieser
Hirnhaut-, Him- und/oder Rii-
ckenmarksentziindung  sind
starke Kopfschmerzen, Ubel-
keit. Schwindel, Konzentrati-
ons-. Schluck-, Sprech- und
Gehstirungen. Bei sehr schwe-
ren Verlaufsformen treten Lih-
mungen der Arme, Beine oder
Gesichisnerven auf. Etwa ein
Prozent der Betroffenen stirht
an der Krankheit. Es gibt keine
spezifische Therapie gegen die
Zecken-Himhautentziindung,

aber man kann sich mit einer
Impfung wirksam gegen diese
Krankheit schiitzen. Das Bun-
desanut fir Gesundheit (BAG)
empfichlt allen Personen in so-
genannien  FSME-Endemiege-
bieten. sich pegen die Krank-
heit impfen zu lassen. hbi
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Ziirichsee-Zeitun_g

Verbreitung des
Zecken-Hirnhautentziindungsvirus

.."

| Prss
Dir Resultate der Studie tur viralen Zecken-Hirmhautentsindung (FSME) des Labors Spie fir den Zurichuee: Freienbach gait bisher nicht als Risikogebiet - ein Irrtum,

Zecken Neue Gefahrenkarte zeigt FSME-Herde am Zirichsee

Infizierte Zecken gibts fast iiberall

Virologen haben tausende kogebiet. Weitere Herde fanden die For- ::nd der Sludlle miexllle t;ceéalhnn—

. scher in Langnau am Albis und Zolli- karte basiert also au tatsschlichen
von Zecken untersucht. Fazit: kon. Keine FSME Infizi stellte Infektionsrate der Zecken mil dem ge-
Die gefiihrlichen FSME-Viren das Labor hingegen in Horgen fest - ob- fahrlichen Virus,

. . . wohl dort fast 500 Zecken untersucht
sind weiter verbreitet als wuniie:: e Ubsrsachiz:Sousialli it -l{urelne Momentaufnahmen
angenommern. Horgnerberg galt bisher als gefihrlich,  Zur Erstellung von Gefahrenkarten

Die Virologen des Labors Spiez un- stitzie sich das Bundesamt fiir Gesund-

) tersuchten im Rahmen der Studie Ge- heit (BAG) bisher fast nur auf medizini-
Zecken, die das FSME-Virus (Zecken- pioe in der ganzen Schweiz. In (iber sche Daten. Uberall dort, wo ein Arzt
Himhautentziindung) In sich tragen. ggp Arbeitsstunden sammelten sie tay- einen Patienten mit einer FSME-Erkran-
kommen auch ausserhalb der bisher be- gon40 yon Zecken, die spiter nach Spu- kung diagnostizierte, gab es einen Ver-
kannten Risikogebiete vor: Zu diesem ... 4o FSME-Virus untersucht wurden, merk. Diese Methode hat zwar ebenfalls
Schluss kommt eine gestern verdffent- g ot aine sehr aufwindige, aber auch eine gewisse Aussagekraft, sie ist aber
lichte Studie des Virologie-Labors Spiez. ey yussagekraftige Methodes, sagt Ra- ynoenau. «Meistens wissen die Leute
Speziell fiir die Region Zirichsee zeigl o Giumann von der Abteilung Virolo- = 4
wenn sie mit Beschwerden zum Arzt ge-

die Studie interessante Erkenninisse, So gie des Labors Spiez. Durch dieses Vor-

- hen, nicht mehr genau, wo sie von einer
wurde ein FSME-Herd aul dem Gebiet gehen sel es moglich, die FSME-Herde Wik i 2 Rahel
der Gemeinde Freienbach gefunden - gest rdens, sagt

diese Gegend galt bisher nicht als Risi- direkt vor Ort zu lokalisieren - die an- ggmann.

Martin Steinegger

Allerdings sind auch die Resultate der Schnitt bei deutlich unter 1 Prozent. 50 zung und nicht als Konkurrenz zu den
neven Studie des Spiezer Labors mit ei- kinnte sich auch das «Nullresultats in bisher existierenden Karten. «Eine fiir
ner gewissen Vorsichl zu interpretieren. Horgen erkliren. «Es ist durchaus mig- uns wichiige Erkenntnis aus der Swdie
slinsere Untersuchung stellt nur eine Mo- lich, dass einige hundert Meter entfernt ist, dass FSME-Herde durchaus auch aus-
mentaufnahme dare, betont Giumann. von dem Ort, an dem wir gesucht haben, serhalb der bisher vermuteten Risikoge-
FSME-Herde treten bei Zecken lokal und FSME-Herde vorhanden sind - nur haben biete aufireten kénnen.»
sehr isoliert anf. Die Durchseuchungsra- wir diese schlichtweg verfehlts, sagt sie.
te, also die Prozentzahl der Zecken, die Rahel Giumann versteht die Gefahren- wwwubsch
das FSME-Virus in sich tragen, liegt im karte des Labors Spiez deshalb als Ergan-
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Sarganjevtiinder
Melser und Stadtner Zecken
tragen den FSME-Virus nicht

Im Rahmen einer Studie zur Bevolkerungsschutz - hat eine Ver- den. . )
Zecken-Hirnhautentziindung breitungskarte der Viren erstellt, die Nach wie vor Hochrisikogebiet

sind. atich Geliute in Mals und auf der tatsichlichen Infektionsrate Das bedeutet nun aber nicht, dass fiir

von Zecken basiert, Die bisher exis- diese beiden Orte oder gar das Sar-
Walenstadt untersucht worden. ;o o je Risikokarte stiitzte sich auf ganserland Entwarnung gegeben wer-

Keine der untersuchten Zecken gemeldete Krankheitsfille. Im Sar- den konnte: Geméss einer Medien-
trug dabei das FSME-Virus. ganserland sind Zecken in Mels und in mitteilung stellt die Studie «eine Mo-
Entwarnung kann dennoch Walenstadt untersucht worden. Bei mentaufnahme dar, die sich auf den
nicht gegeben werden. keiner der 674 in Mels und 663 inWa- genauen Zeitpu:]kt unc_! die spezifi-
Von Jerry Gadient lenstadt eingesammelten und im La- schen Orte bezieht, die untersucht

bor gepriiften Zecken konnte dabei worden sind. Eine Verallgemeinerung

Sarganserland. — Das Labor Spiez - : - auf eine ganze Region oder iiber ei-
S et tlle. des Burdocame foy 928 FSME-Virus nachgewiesen wer ganze Regi

nen ldngeren Zeitraum lasst sich da- Krankheit zu schiitzen. Die Zecken- Korper auf Zecken absuchen
raus nicht ableiten.» Hirnhautentziindung ist eine virale Eine weitere Krankheit, die von Ze-
Tatsichlich zahlen die Gemeinden Erkrankung des zentralen Nervensys- cken iibertragen wird - jedes dritte
Mels, Sargans und Vilters-Wangs wie tems. Bei etwa 70 Prozent der infi- dieser Tierchen ist damit infiziert, und
auch angrenzende Gemeinden der zierten Personen verlduft die Anste- das ganze Sarganserland gilt als Ri-
Biindner Herrschaft sowie des Fiirs- ckungohne Symptome, dochetwaein sikogebiet —, ist die Borreliose. Jahr-
tentums Liechtenstein schon seit Jah- Prozent der Infizierten stirbt an der lich erkranken daran in der Schweiz
ren als FSME-Hochrisikogebiet. Die Krankheit. In den anderen Fillen zwischen 3000 und 5000 Personen.
neue Karte ist denn auch als Ergin- entwickeln sich ein bis zwei Wochen Gegen Borreliose ist keine Impfung
zung zur bisherigen Risikoeinschit- nach dem Zeckenstich grippedhnliche méglich; wird sie rechtzeitig erkannt,
zung gedacht. Denn die neue Studie Symptome, die nach einigen Tagen kann sie jedoch gut antibiotisch be-
hat verschiedene Gebiete als FSME- wieder verschwinden. Bei etwa 15 handelt werden. Jedenfalls empfiehlt
Herde identifiziert, die bisher als frei Prozent der Infizierten kommt es zu es sich, nach einem Aufenthalt im
von Infektionen galten. einer zweiten Krankheitsphase, in der Freien und in einem Zeckengebiet den
Das Bundesamt fiir Gesundheit je- Yiren das zentrale Nervensystem be- ganzen Korper auf die unerwiinschten
denfalls empfiehlt nach wie vor allen fallen. Bei sehr schweren Verlaufsfor- kleinen Blutsauger abzusuchen.
Personen in sogenannten FSME- men treten Lihmungen der Arme,
Endemiegebieten, sich gegen die Beine oder Gesichtsnerven auf.
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= Obwalden und

B Nidwalden Zeitung

Unter die Haut gegangen

Gefahrliche Zecken im Vormarsch

Francesco WeLTI

Erstmals hat das Virologie Labor Spiez
untersucht, wo Erreger der gefihr-
lichen Zeckenhirnhaut-Entziindung
vorkommen. Anders als aufl der exi-

umann, «Herde kommen aber auf rium-
lich sehr beschrankten Standorten vor,
deshalb kénnten ganz in der Nihe trotz-
dem Zecken mit FSME leben.» Vorsicht
vor Zecken ist in den Waldemn also auf

stierenden Risikokarte, die sich auf jeden Fall geboten: Die Gefahrenkarte

gemeldete Krankheitsfille von Men-
schen abstiitzt, taucht in der Studie
auch Alpnach als gefihrdetes Gebiet
auf,

B Gesundheit - Das Bundesamt fiir Ge-
sundheit (BAG) verdffentlicht jahrlich
eine Karte mit Gebieten aus denen Falle
von Frithsommer-Meningoenzephalitits
(FSME), wie die Krankheit genau heis-
st, bekannt sind. In Nidwalden sind das
Stans, Buochs und der Biirgenstock, in
Obwalden Kemns sowie Teile des Stan-
serhons auf beiden Kantonsseiten.
Aufgrund der Studie des Labors in Spiez
muss das Bild {iber die Befallsgebiete in
der Schweiz nun revidiert werden, denn
in bisher von den gefiihrlichen Zecken-
Viren als unberiihrt gefithrten Regionen
wie dem Wallis sind Infektionen nach-
gewiesen worden. Auch im Hinterberg-
wald in Alpnach ist ein solcher Fund er-
folgt, wie Rahel Giumann vom Virologie
Labor Spiez gegeniiber der ONZ besta-
tigt: Von 384 gefangenen Zecken trug
eine das gefahrliche Virus in sich.

Bekannte Befallsgebiete

Gesammelt haben die Forscher im
Auftrag des Eidgenossischen Departe-
ments fiir Verteidigung, Bevilkerungs-
schutz und Sport (VBS) auch in Becken-
ried, Engelberg, Giswil, Kerns, Stans,
Stansstad und Wolfenschiessen. Obwaohl
bekannte Befallsgebiete darunter waren,
fanden die Virologen keine weiteren infi-
zierten Zecken: «Wir sind nur punktuell
auf die Suche gegangen», erklirt das Ga-

ist nur eine Momentaufnahme ohne An-
spruch auf Vollstindigkeit.

62'343 Zecken gefangen

Der Aufwand fiir die Studie war en-
orm. «Allein schon die Zecken zu sam-
meln, hat mehr als 900 Stunden ge-
dauvert.» 62'343 der Tierchen, die sich
so gemne an der Haut festsaugen, sind
den Forschern in die Hinde geraten,
annidhernd 3000 in den Ortschaften
Nidwaldens und Obwaldens. Wo FSME-
Epidemien vorkommen, empfiehlt das
BAG allen Personen, sich zu impfen.
Die Zeckenhimhautentziindung (FSME)
ist eine virale Erkrankung des zentralen
Nervenstystems. Wer davon befallen ist,
merkt es meist nicht: Bei bis zu 15 Pro-
zent der infizierten Personen greifen die
Viren aber das zentrale Nervensystem
an, was beispielsweise zu Hirmhautent-
ziindung fiithren kann. Obwohl die Studie
neue Erkenntnisse erbracht hat, wird es
vorliufig eine einmalige Aktion bleiben,
weil der Aufwand dafiir zu gross war. «Es
hat sich aber gezeigt, dass die Gefahren-
karte nicht vollstindig ist, daher sind un-
sere Erkenntnisse mit der Karte des BAG
zu kombinieren», sagt Rahel Giumann.
Die Frithsommer-Meningoenzephalitits
ist in Europa auf dem Vormarsch. Die
Haufigkeit der Erkrankungen in der
Schweiz hat von rund 100 Fallen pro Jahr
vor einem Jahrzehnt deutlich auf 200 bis
250 (2005/06) zugenommen.

Nr. 100869, onfine selt: 12, Mal = 07.50 Uhr
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DIE SUDOSTSCHWEIZ

WUSERR ERAURDRNBEN

Auch in Graubiinden stechen
wieder infizierte Zecken

Von Stefanie Studer
In Graubiinden sind fast
2000 Zecken auf den FSME-
Virus getestet worden, welcher
zu einer Zecken-Hirnhaut-
entziindung fithren kann, Alle
Befunde waren negativ. Trotz-
dem gibt es keine Entwarnung
fiir Spaziergianger.
Chur, = Wer in Graubiinden durch
Wald und Wiesen streift, muss auch in
diesem Sommer mit FSME-infizierten
Zecken rechnen. Dies obwohl eine
Studie des Eidgendssischen Departe-
mentes fir Verteidigung, Bevdlke-
rungsschutz und Sport (VBS) und des-
sen Virologie-Labor theoretisch eine
Entwarnung gibl. Schweizweil wur-
den Zecken gefangen und auf das Vi-
rus iiberpriift, welches eine Zecken-
Hirmhautentziindung auslésen kann,
Mit dem Resultat, dass in mehreren
Kantonen FSME-infizierte Zecken
verbreiteter sind, als bisher angenom-
men wurde.

In Graubiinden wurden ebenfalls an
vier Orten Zecken eingefangen und
aufl das Virus gepriift — im Raum Chur

Kantonsarzt Martin Mani warnt
weiterhin vor FSME-infizierten
Zecken — obwohl eine schwei-
zerische Studie eigentlich
Entwarnung gibt.

Von Stefanie Studer

Chur. — Der Kantonsarzt Martin Ma-
ni empfiehlt der Biindner Bevilke-

397 Zecken, in Fldsch 625, in Seewis
685 und in Zizers 257. Keines der
Tierchen war infiziert, woraus das Vi-
rologie-Labor des VBS die Privalenz
aul null Prozent schitzt, wobei die
neue Gefahrenkarte nur eine «Mo-
mentaufnahme» darstelle, Eine Ver-
allgemeinerung iiber einen langeren
Zeitraum lasse sich nicht ableiten.

Kantonsarzt kritisiert Studie
Der Biindner Kantonsarzt Martin Ma-
ni erachtet das Ergebnis der Studie als

kritisch, Genauso gut hitten in Grau-
biinden infizierte Zecken gefunden
werden konnen, wonach das Vor-
kommnis des FMSE-Virus auch hoher
geschiilzt worden wiire. «Die Studie
dndert fiir uns iiberhaupt nichts, da
die Aussagekraft zu klein ist», so Ma-
ni. Besonders in der Biindner Herr-
schalt und im Priittigau kommen vie-
le Zecken vor. In diesen Gebieten
empfiehlt Mani der Bevilkerung des-

halb auch, sich gegen dasVirus impfen
zu lassen. In den vergangenen Jahren
wurden jedes Jahr zwei bis vier Per-
sonen in Graubiinden mit dem FSME-
Virus angesteckt. In diesem Jahr zwar

Fiir Mani bleiben
die Zecken gefahrlich

rung, auch in diesem Sommer gut auf
Zeckenstiche zu achten. In Gebieten
wie der Biindner Herrschalt und dem
vorderen Priilligau leben besonders
viele der kleinen Blutsauger. Gefahr-
lich kann es dann werden, wenn die
Zecken mil dem FSME-Virus infiziert
sind. Dieses kann zu einer Zecken-
Hirnhautenziindung fiihren.

Mani rechnet auch in diesem Jahr
wieder mit Infizierungen, obwohl ei-

noch nicht. «Ich nehme aber an, dass
auch in diesem Jahr wieder Menschen
von infizierten Zecken gestochen
werden», sagt Mani.

Unterschiedliche Krankheiten

Bei rund 70 Prozent der Personen
verlduft die Ansteckung ohne Symp-
tome. In anderen Fillen kénnen die
Folgen von grippedhnlichen Sympto-
men his hin zu Lihmungen der Arme,
Beine oder Gesichisnerven fiihren.
Das Bundesamt fiir Gesundheit
(BAG) empfiehlt eine Impfung denje-
nigen, welche in einem Risikogebiet
leben. Unterschieden werden muss
bei der zweiten von Zecken iibertra-
genen Krankheit, der Lyme-Borrelio-
se. Gegen Borreliose kénne man sich
nicht impfen lassen, erklart Kantons-
arzt Mani.

Nach Spaziergiingen in Zeckenge-
bieten sollte man den eigenen Kdrper
immer auf Zecken iiberpriifen. Bei
Stichen sind die Tiere rasch mit einer
Pinzette zu entfernen. Danach sollte
die Stichstelle desinfiziert werden,
wie das BAG rit.

ne Studie des Eidgendssischen Depar-
tements fiir Verleidigung, Bevilke-
rungsschulz und Sport (VBS) und des-
sen Virologie-Labor die Biindner ei-
gentlich aufatmen lasst. Bei der Sto-
die wurden rund 2000 Zecken aus
Graubiinden aufl den FSME-Virus ge-
testet. Kein einziges der Tierchen war
positiv, worauf das VBS die Haufigkeit
im Kanton auf null Prozent schitzt,
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Bicler Tagblall

Eine gute Nachricht ist auch eine Nachricht

NIKLAUS
BASCHUNG

ie Plastikflasche mit
D dem Hiinde-Desinfek-

tionsmittel steht im-
mer noch im Gemeinschalts-
Lavabo. Sie ist halbvoll. Seit
einem halben Jahr. Wie ein
Mahnmal. Zum Gedenken an
eine Krankheitsepidemie, die
sogenannte Schweinegrippe,
die nie eingetreten ist. Zur
Erinnerung an Sorgen und
Angste, die uns monatelang be-
schiltigt haben. Wie kénnten
wir es uns jemals verzeihen,
wenn sich zum Beispiel Kinder
oder schwangere Frauen bei
uns angesteckt hiten? Wir
sahen uns als Bedrohung von
uns selber.

Und die Gefahren, sie verfol-
gen uns iiberall, auch von dort,
wo sie gar nicht vermutet wer-
den, Wenn in einem fernen
Land - sagen wir in Kasachstan
oder Niger - ein Flugzeug ab-
stiirzt, heisst es in den Nach-
richten zur Beruhigung, dass
wahrscheinlich keine Schweizer
an Bord gewesen seien. Doch
weshalb soll mich dies beruhi-
gen und weshalb sind dort
{iberhaupt Schweizer mitgeflo-
gen? Das ist ja unerhért, dass
ich in Niger beinahe ums Leben
gekommen bin, dabei weiss ich
nicht einmal, wo dieses Land
genau liegt. Saisongerecht zur
beginnenden Waldhiiten-Fest-
zeit alljihrlich dann die Horror-
meldungen von der Zecken-
front, mit hundertfach vergros-
serten Leibern dieser grausig
blutriinstigen Milbenart.

Oder wollen Sie einmal eine
gute Nachricht dazu horen? Zur
Abwechslung - kann ja nicht
schaden. Forscher des Virolo-

gie-Labors Spiez haben in der
Schweiz die Infektionsrate von
Zecken mit dem Hirnhautent-
ziindungs-Virus (FSME) unter-
sucht und eine Karte erstellt.
Diese liefert neue Erkenntnisse
zur Verbreitung des Virus. Das
ist jetzt noch nicht die gute
Nachrichrt, haben Sie Geduld,
die kommit erst: In Aarberg
wurden 173 Zecken auf den
Virus untersucht, die Anzahl
FSME-positiver Zecken belief
sich auf null; in Busswil wurden
578 Zecken auf den Virus unter-
sucht, die Anzahl FSME-positi-
ver Zecken beliefl sich auf null;
in Orpund wurden 589 Zecken
auf den Virus untersuchut, die

Die allergrisste
Bedrohung jedoch,
das ist diese
permanente
Angstmacherei
vor praktisch allen
Ereignissen, die das
menschliche Leben

letztlich ausmachen.
Anzahl FSME-positver Zecken
belief sich auf null; in Gampe-
len wurden 470 Zecken auf den
Virus untersucht, die Anzahl
FSME-positiver Zecken belief
sich auf null; in Grenchen wur-
den 588 Zecken aufl den Virus
untersucht, die Anzahl FSME-
positiver Zecken belief sich aul
null. Zusammengefasst: In al-
len Gemeinden im Seeland und
der niiheren Umgebung, die in
die Untersuchung einbezogen
wurden, konnten keine infizier-
ten Zecken erfasst werden. Ent-
sprechend wird die tatslichliche
Befallsrate an diesen Orten ein-
geschitzt: Sie liegt bei null Pro-

zent.

(Siche unter:
www.vbs.admin.ch/internet/
vhs/de/home/documentation/
news)

Aber eine gute Nachricht ist
eigentlich gar keine erwiihnens-
werte Nachrichi. Deshalb hat
sich das Schweizer Fernsehen
bei der Berichterstattung zu die-
sem Forschungsergebnis vor al-
lem auf das Wallis konzentriert.
Dort wurden doch bei insge-
samt 12 000 untersuchten Ze-
cken tatsichlich zwei infizierte
entdeckt, eine in Salgesch und
eine in Raron. Ein iiberraschen-
der Belund, weil sich im Wallis
noch nie ein Walliser oder eine
Walliserin durch einen Zecken-
biss einen Himhautentziin-
dungs-Virus eingefangen hat.
Aber jetzt wird es nur noch eine
Frage der Zeil sein. Morgen
vielleicht oder {ibermorgen,
und zack, beissen sie sich fest,
diese Viecher.

Die allergrissie Bedrohung
jedoch, das ist diese perma-
nente Angstmacherei vor prak-
tisch allen Ereignissen, die das
menschliche Leben letztich
ausmachen. Und dagegen hel-
fen nur noch zwei Wundermit-
tel: Das respektlose Lachen
und die Freude an den schi-
nen Dingen dieser Welt. Zuvor
gilt es nur noch zwei Grund-
dngste zu {iberwinden: die Ge-
liophobie , die erhihte Furcht
vor dem Lachen, und die
Venustraphobie, die Angst vor
schonen Frauen. Frauen haben
umgekehrt offenbar keine
Angst vor schiinen Miinnern.
Jedenfalls existiert dazu kein
eigener Fachbegriff. Soll mir
recht sein.
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Engadiner Post

POSTA LADINA

Im Wald auf Shorts und Sandalen verzichten

Ein minimaler Schutz vor Zecken empfiehit sich auch in Stidbinden

MARIE-CLAIRE JUR

In Siidbiinden kommen Zecken
Zwar auch vor, doch bisher Ist
noch keln Fall von Frilhsommer-

Himhautentziindung festgestelit
worden. Lyme-Borrellose hin-
gegen kommt vor. Bel Ausfliigen
In den Wald soll man sich des-

halb vorsehen.

Die Zecken sind in der Schweiz im
Vormarsch. Und damit verbreitet sich
auf der Alpennordseite die Gefahr, bei
einem Zeckenbiss mit Viren infiziert
zu werden, die die Frithsommer-
meningoenzephalitis (FSME) dbertra-
gen. Bel etwa 70% der befallenen Per-

Graubiinden sind die FSME-Fallzahlen
gesunken: Zwischen 2005 und 2008
von sechs auf zwel Fille; 2009 wurden
drei Fille verzeichnet.

Kelne FSME-Fille In Sidbiinden

Fiir FSME herrscht in der Schweiz Mel-
depflicht. Arzte und Labors sind ge-
halten, dem Kantonsarzt Bericht: zu
erstatten, wenn im Patientenblut ent-
sprechende Viren gefunden wurden.
Uber diese wenigen Fille hinaus, die
an einer Hand abgezihlt werden kin-
nen, vermutet Mani eine Dunkelziffer,
die schwer zu definieren ist.

Aus dem Engadin und den angren-
zenden Siidtdlern ist Mani kein Fall
von einer durch einen Zeckenbiss her-
vorgerufenen Frilhsommerhirnhaut-
entziindung bekannt. Bel einer im
Oberengadin diagnostizierten Person
stellte sich heraus, dass sie sich am Zii-
richsee infiziert hatte, also das Virus
gleichsam in die Region eingeschleppt
hatte. Da Siidbiinden also keine Ende-
miegebiete und auch keine Einzelfille
fiir FSME kenne, empfiehlt der Kan-
tonsarzt der Bevdlkerung auch nicht,

sonen verliuft die Ansteckung ohne
Symptome und bleibt unbemerkt. In
andere Fillen entwickeln sich ein bis
zwel Wochen nach dem Zeckenstich
grippedhnliche Symptome wie Fieber,
Midigkeit oder Kopf- und Gelenk-
schmerzen. In den meisten Fillen
endet diese erste Krankheitsphase
mit einer definitiven Heilung. In 15%
der infizierten Fille aber entwickelt
sich eine zweite Phase, in der das Vi-
rus das Nervensystemn befillt und ver-
schiedene Stirungen, darunter auch
Schluck,- Geh- oder Sprechstbrungen

stirbt an der Krankheit. Eine spezifi-
sche Therapie gibt es nicht, Schutz vor
der Krankheit bietet einzig ein Impf-
stoff.

Gemiiss einer neuwen Studie, die
Virologen des Labors Splez gemacht
haben, dringen Zeckenviren auch in
Geblete vor, die bisher als virenfrei
galten. Auch im Blndner Rheintal
und im unteren Prittigau wurden Un-
tersuchungen gemacht, die eine er-
hohte Prisenz von FSME im Kanton
Graublinden belegen sollen. Kan-
tonsarzt Martin Mani stellt diese Stu-

hervorruft. Bei sehr schwerem Verlauf dien aber in Frage, da sie in seinen

kéinnen Lihmungen der Extremititen
oder der Gesichtsnerven becbachtet
werden, eln Prozent der Infizierten

sich gegen diese Zeckenhirnhautent-
ziindung impfen zu lassen. «Wer aber
im Unterland an Orientierungsliufen
teilnimmt, als Waldbiologe fiir eine

Studie dauernd auf dem Waldboden
liegt oder sich aus anderen Griinden

oft im Wald aufhilt, sollte sich impfen
lassens, meint Mani. Diese Impfung
kiinne jeder Hausarzt machen,
Lyme-Borrellose

Fiir eine andere, durch einen Zecken-
stich {ibertragene Krankheit gibt es
weder eine Schutzimpfung noch eine
Meldepflicht. Wieviele Fille wvon
Lyme-Borreliose im Kanton Graw-
biinden auftreten, weiss Mani nicht.
Diese Infektion ist weit hiufiger als
die Frithsommerenzephalitis. Jihrlich
werden in der Schweiz zwischen 2000
und 3000 Etk:alig.l?ug;imle gezihit.
Dazu kommt 1 ®ine Dunkel-
ziffer.

Im Gegensatz zur FSME macht die
Lyme:Borreliose vor der Alpensiidseite
nicht Halt und ist im Tessin und Sad-
biinden durchaus prisent. Und das
nicht erst seit gestern. Dr. med. Mar-
tin Biising etwa, Bezirksarzt fiir den

Augen von der Erhebungsmethode
und der statistischen Aussagekraft her
nicht relevant sind. Mbgen sich die
Zecken auch ausbreiten. Im Kanton

Bezirk Inn, diagnostiziert im Unter-
engadin regelmassig zwischen vier bis
sechs Fille pro Jahr. Weniger oft, al-
lenfalls hie und da, haben die Bezirks-
arzte Mauro Albertini (Puschlav) und
Mario Lanfranchi (Bergell, Oberenga-
din) mit dieser Krankheit in ihren
Praxen zu tun und von ihren Arztkol-
legen im Bezirk auch keine entspre-
chenden Hinweise erhalten.

Auch wenn Borreliose medikamen-
tés behandelt werden kann, empfiehlt
Mani der Bevdlkerung, die sich im
Wald aufhilt, so gemannte Exposi-
tionsprophylaxe zu betreiben, also
lange Kleider (Hosen und Hemden),
Socken und gutes Schuhwerk zu
tragen. Auch gewisse Miickensprays
(Antibrumm) halten Zecken fern. Zu
Hause sollte man nach einem Aufent-
halt im Wald den Korper (vorab in den
Feuchtzonen) nach Zecken absuchen
und falls solche entdeckt werden mit
einer Pinzette sorgfiltig herausziehen
{(nicht drehen) und danach die Ein-
stichstelle desinfizieren.
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rontaler

Neue Studie zur Verbreitung der Zeckenhirnhaut-Entziindung liberrascht

Auch das Rontal hat seine Zecken

Zecken sind als Plaggeister
wohl bekannt, als Ausliser von
Hirnhautentziindung gefiirch-
tet, doch bisher als im Rontal
nicht =angesiedelt» betrach-
tet. Eine neue Studie zeigt: Sie
sind auch bei uns - und kénnen
durchaus gefihrlich sein.

er. Die alljihrlich im Frihling
wiederkehrenden Zeckenwar-
nungen sind bekannt. Manch
Hundeliebhaber oder Katzen-
freundin hatten schon die Auf-

gabe, ihre Lieblinge von
diesem Blutsauger und Parasit zu

befreien. Etliche haben sich auch
schon gegen die Zecke impfen
lassen, die eigentlich keine «Sies
ist, sondern im Volksmund =Ge-
meiner Holzbock» genannt wird.
Bisher existiert auch eine Risi-
kokarte, die sich auf gemeldete
Krankheitsfille stitzt. In dieser
Karte sind fiir den Kanton Luzern
aber lediglich die Gemeinden Rei-
den. Langnau, Dagmersellen, Ne-
bikon, Egolzwil, Kottwil, Sursee
und Knutwil aufgefithrt. Weit und
breit wird da fiir das Rontal nichts
befiirchtet - obwohl Hirnhautent-
ziindungen - sogar mit Todesfolge
- auch in der Zentralschweiz vor-
gekommen sind,

Mit einer neuen Studie vom LA-
BOR SPIEZ zur viralen Zecken-
hirnhaut-Entziindung  (FSME)
- im Auftrag des Departements
VBS erstellt - brachte nun eine
Verbreitungskarte der Zeckenpla-
ge und der Viren auf der Basis der

effektiven In-
fektionsra-

te bei Zecken. Die Studie konnte
mehrere Infektionsherde iden-
tifizieren, die bisher als FSME-
frei galten. Schweizzweit wurden
rund 60000 Zecken an iber 160
Standorten untersucht. Dazu ge-
hért nun auch Ebikon, wo mit 441
untersuchten Zecken - und einer
FSME-infizierten - ein Hochrisi-
kogebiet besteht Und da es sich
um eine Momentaufnahme mit
Stichproben handelt, ist wohl

davon auszugehen, dass sich die
Zecken auch mm ubrigen Rontal

aufhalten - vor allem in den Ge-
buisch- und Waldbereichen.

Die Zecke kann relativ einfach
entfernt werden und der Stich ist
in vielen Fdllen harmlos. Doch:
Eine moégliche Infiszierung mit
der Zeckenhirnhautentzindung
(FSME) ist eine virale Erkran-
kung des zentralen Nervensys-
tems. Bei etwa 70% der infizierten
Personen verlduft die Ansteckung
chne Symptome und bleibt darum
unbemerkt. In den anderen Fillen
entwickeln sich ein bis zwei Wo-
chen nach dem Zeckenstich grip-
pedhnliche Symptome wie Fieber,
Mildigkeit, Kopf- und Gelenk-
schmerzen. Diese Phase dauert

etwa ein bis acht Tage und
in den meisten Fillen endet
diese mit einer definitiven
Heilung Bei etwa 15% der in-
fizierten Personen entwickelt
sich eine zweite Krankheits-
phase, in welcher die Viren
das zentrale Nervensystem
befallen. Die Folge dieser
Hirnhaut-, Hirn- oder Rii-
ckenmarksentzindung sind

starke Kopfschmerzen, Ubel-
keit, Schwindel, Konzentrations-,
Schluck-, Sprech- und Gehstd-
rungen. Bei sehr schweren Ver-
laufsformen treten Lihmungen
der Arme. Beine oder Gesichts-
nerven auf Etwa 1% der Betrof-
fenen stirbt an der Krankheit. Es
gibt keine spezifische Therapie
gegen die Zecken-Hirnhautent-
ziindung, aber man kann sich mit
einer Impfung wirksam gegen
diese Krankheit schiitzen.

Gefahrlicher
Schmarotzer im Rontal

er, Im Volksmund Gemeiner
Holzbock genannt, sieht die
Schildzecke Ixodes ricinus vor ihrem
blutsaugenden Raubzug noch ganz
niedlich aus.
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ZEITUNG |bZ
Zecken im Fricktal: Blutsauger sind aktiv

Frihsommer-Meningoenzephalitis und Borreliose sind Krankheiten, die von den kleinen Tieren (ibertragen werden

Die Berichte {iber Blutsau- Zu wenigen Infektionen gekom- Bezirksarzt-Stellvertreter Walter
ger, die sich im Wald, auf ~ men, die zu Hirmhaut- und Hirn- Ganz aus Mettau gegeniiber der
Feldem und auch in Haus-  entziindungen fiihren kann, wie AZ fest. Dieses Jahr seien ihm
gérten aufhalten, haben in  di¢ AZ in Erfahrung bringen noch nicht viele Flle bekannt
den letzten Jahren wieder ~ konnte. Doch durch die wirme- ynd noch keine Infektionen ge-
zugenommen: Zeckenalarm o Temperaturen der letzten meldet worden. Aber erfah-
im Fricktal. Tage ist nun Vorsicht geboten - rungsgemiiss ndhmen die Arzt-
WALTER CHRISTEN die Zecken sind aktiv. besuche wegen Zeckenstichen in
Wer sich viel im Freien aufhalr, Schutzimpfung empfohlen den niichten Tagen und Wochen
tut gut daran, sich gegen das «Viele Leute wollen sich zu. «<Wir haben dem Rhem ent-
FSMEVirus impfen zu lassen, Richt der Gefahr einer Infektion lang ein gefihrdetes Gebiet zwi-
Die Frilhsommer-Meningoenze 3dUsselzen und lassen es deshalb schen der Aaremiindung und
phalitis wird durch Zecken iiber- 8ar nicht erst darauf ankom- Kaiseraugst, soGanz, der darauf
tragen. Weil das Wetter in die ™Men. Vor allem Forstpersonal hinwies: «Viel haufiger tritt die
sem Friihjahr lange schlecht war und Waldarbeiter sowie Hunde- Borreliose auf, die durch solche
und nicht gerade zu ausgedehn- besitzer kommen in die Praxis Zecken iibertragen werden, die
ten Waldspaziergiingen eingela- und lassen sich impfen. Auch mit Bakterien infiziert sind.»
den hat, ist es in der Region erst Jogger beugen vor und nehmen Fille im unteren Fricktal

die Impfung in Kaufs, hielt Im unteren Fricktal sind die-
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des vollen Impfschutzes noch ei-
ne dritte Injektion.
Im Rahmen einer Studie zur

Frilhsommer-Meningoenzephal-
itis (FSME) in der Schweiz ist eine
Verbreitungskarte der Viren er-
stellt worden (Karte auf dieser
Seite). Laut dieser aktuellen Stu-
die wurden zum Beispiel in der
Region Baden 508 Zecken unter-
sucht. Kein einziges der geteste-
ten Tiere trug das FSME-Virus in
sich. Anders sieht es hingegen
bei der Borreliose aus, die in der
ganzen Schweiz vorkommit. Laut
dem Bundesamt fiir Gesundheit
sind in der Schweiz rund 5 bis 30
Prozent, zum Teil sogar bis 50
Prozent der Zecken, mit Borre-
liose infiziert. Man geht davon

aus, dass in der Schweiz jahrlich
etwa 3000 Personen an Borrelio-
se erkranken. Entsteht um einen
Zeckenbiss eine Rotung in der
Grosse eines 5-Franken-Stiicks,
konnte das der Hinweis auf eine
Infizierung mit Borreliose sein.
Dann ist ein Arzt aufzusuchen,
damit der Zeckenstich behan-
delt werden kann.
Zecke langsam herausziehen
Hat sich eine Zecke festgebis-
sen. soll sie mit einer Pinzette
oder einer
ge hautnah gefasst und durch
langsames Ziehen entfernt wer-
den. Drehbewegungen sind
nicht
gen mit Ol, Gel, Feuer oder Zer-
quetschen sind zu unterlassen.

_ " “p
negative Zecken, n «200» angegebenen Gebieten leicht abweichen.
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ﬁ;ue Gefahr furs Hirn

Mehr Risikogebiete: Virologen haben neue Zeckenpopulationen
entdeckt, die die Hirnhautentziindung verbreiten. Text: Batz Ruchti

er Bund hat eine aktuelle Studie
zur Verbreitung der Zecken-
Himhautentziindung - auch be-

- keine Verallgemeinerung zulasse.

Die nachgewiesene Durchseuchung entziindung aus, knne diese schwere
der Schweizer Zecken ist miissig, sie liegt und bleibende Schiiden hinterlassen.
durchschnittlich bei einem halben Pro- «Grundsitzlich gilt: Je dlter der Patient,
zent. «Das st vergleichbar mit anderen desto dringender ist der Impfschutzs,
Linderns, so Virologin Rahel Giumann, sagt Satz. Bel iber 70-Jihrigen liege die
die die Studie betreut. Die Studie sei aller- Invaliditiitsrate bei 50 Prozent.
dings nur eine Momentaufnahme, die = Umgekehrt verliuft die Krankheit
umso glimpflicher, je jlinger die infizierte

«Das st kein Anlass zur Entwarnungs, Person ist. Kinder unter sechs Jahren
sagt auch Norbert Satz, Spezialist fiir milssen noch nicht geimpft werden - im
Zeckenkrankheiten. Zwar verlaufe elne Gegenteil: «Eine Infektion im frithen Al-
FSME-Infektion in den meisten Fillen ter filhrt zu einem Immunisierungsgrad,
mit leichten Symptomen oder glinzlich wie er mit keiner Impfung erreicht wird
unbemerkt; bricht aber eine Himhaut- - und das fast ohne Symptome.»

Hier lauern Zecken, die den Erreger der Hirnhautentziindung FSME tragen
@ bekannte Gebiete von FSME-Zecken

X erstmaliges Auftreten von FSME-Zecken im Jahr 2000

fangenen Spinnentiere schockgefroren
und auf FSME-Viren untersucht.

-

"4(

BUELLEN RAS NANL [ADODW TS
— i ELAL Y DR RTINS

Y W
Zehntausende Zecken wurden untersucht ne Krankheitsfille gab, ist unkdar. Der
Fiir die Studie wurden letzten Frilhling Walliser Kantonsarzt hat aufgrund der

an 165 Standorten rund 60000 Zecken Befunde eine eigene Studie in Auftrag
eingesammelt. Im Labor wurden die ge- 8egeben, die bis Ende Juli vorliegen soll.

Ein weisser Fleck auf der Karte bleibt
vorliufig das Tessin, wo aus Zeitmangel

Ob und wie sich das Virus in der keine Zecken eingesammelt werden

Schweiz verbreitet oder ob es im Wallis konnten.

schon liinger infizierte Zecken, aber kei-
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DIE SUDOSTSCHWEIZ

AULEARE BARTLE UMD BIE

Blutsauger auf dem

nur gerade eine trug den gefihrlichen
FSME-Virus in sich. Fiir den Kantons-
arzt brachte die Studie keine Uberra-
schungen. «Just diese Gebiete waren
schon auf der alten Gefahrenkarte
markiert. Nun sind sie einfach offiziell
bestiitigt. » Betschart kritisiert jedoch,
dass im Kanton zu wenige Gebiete de-
tailliert gepriift worden seien.

Die héufigsten Erkrankungen bei
konnen fiir den Menschen ziemlich fektion Borreliose sowie die Virusin-
gefiihrlich werden und Jauern derzeit fektion FSME (Friihsommer-Menin-
zu Tausenden an Grashalmen, Bii- Boenzephalitis). Weitaus gefahrlicher
schen und Strituchern - wie blutriins- als Borreliose, die mit Antibiotika be-
tige Vampire — auf ihre Opfer. «Mai handelt werden kann, ist der Biss ei-

Momentan ist die Gefahr, von
Zecken gebissen zu werden, am
grossten. Je wiarmer die Friih-
sommertage, desto aktiver sind
die kleinen Blutsauger. In der
Region gibt es einige Risiko-
gebiete - dazu gehdren Jona,
Riiti, Mollis und Freienbach.

und Juni sind typische Zeckenmonate,
dann gibl es die meisten Bisse», i-
tigt der St. Galler Kantonsarzt Markus
Betschart.

Experten rechnen aufgrund des lan-
gen, harten Winters mit einem Anstieg
der Zeckenpopulation. Eine Zunahme
wurde aber 2010 im Kanton St Gal-
len bislang nichl festgestellt.

Dank der neuen Risikokarte des
Bundes weiss man seit kurzem genau,
in welchen Gebieten Zecken vorkom-
men, die fiir den Menschen ein Ge-
sundheitsrisiko darstellen. Vor Jahres-
frist hatten Experten des Bundes an
200 verschiedenen Standorten in der
Schweiz die Infektionsrate der Ze-
cken untersuchi. In der Region ziihlen
Jona, Wagen, Riiti aber auch Mollis,
Ennenda und Freienbach zu den Risi-
kogebieten (siche Gralik).

Keine neuen Gebiete gefunden
Im Dreieck Jona-Wagen-Riiti wurden
insgesamt 1500 Zecken untersucht,

ner FSME-infizierten Zecke. In rund
5 Prozent der Fille verursacht er bei

Menschen eine Himhautentziindung.
Die Folgen reichen von Konzentrati-
ons-, Sprech- und Gehstérungen bis
zu  Lihmungserscheinungen oder
bleibenden Behinderungen. Etwa je-
der 100. Betroffene stirbt an der
Krankheit.

Kaum FSME-Falle im Spital Linth

In der Schweiz erkrankten 2009 rund
4000 Personen an Borreliose durch
Zeckenbisse. Jeden drittenTag kommt

Yormarsch

es keine konkreten Zahlen, Im Schnitt
haben wir etwa zwei Fille von Ze-
cken-Hirnhautentziindungen pro
Jahr», sagt Alfons Weber, Chelarzt
Medizin am Spital Linth.

Die meisten dieser Behandlungen
verlielen positiv, nur ganz vereinzell
gebe es bleibende Schiaden. Weber er-
innert sich lediglich an einen FSME-
Erkrankten in den vergangenen Jah-
ren, bei dem das befallene zentrale
Nervensystem nicht vollstindig ge-
heilt werden konnte.

Impffreudige St. Galler Teenager
Trotz der geringen Gefahr, an Zecken-
Himhautentziindung zu erkranken,
empfehlen Kanton und Bundesamt
fiir Gesundheit jenen, die sich viel im
Wald oder Griinen aufhalten, eine
Impfung.

«Bei FSME-Infektionen gibt es kei-
ne spezifische Therapie, nur eine Imp-
fung bietet langanhaltenden Schutz»,
so Betschart. Gemiiss aktuellen Zah-
len des Bundes hat sich im Kanton
St. Gallen 2009 ein Viertel aller 16-
Jiihrigen der teils umstrittenen Ze-
ckenimpfung unterzogen.

Ein guter Schutz bei Waldspazier-

es landesweit zu ciner FSME-Infekti- gingen ist dasTragen von langen Ho-
on. «2010 gab es im Kanton St. Gal- sen, geschlossenen Schuhen sowie das
len erst zwei FSME-Fiille. Im Vorjahr Besprithen mit Zeckenschutzmitteln.

wurden neun, 2008 zehn Falle regis-
triert», ergiinzt Betschart.

Auch das Spital Linth in Uznach be-
handelt nur selten Patienten mit ge-
fithrlichen Zeckenstichen. «Bei ‘nor-
malen® Bissen suchen die Betroffencn
meist den Hausarzt auf oder lassen
sich ambulant behandeln. Dazu gibt

ZECKENVERBREITUNG

Nach dem Spaziergang sollen alle
Kérperstellen genau auf Zeckenstiche
kontrolliert werden. (rol)

Informationen Ober Zecken und Verhallens-
regein be: Zeckenbissen: www.zecke.ch,
www.recken.ch, www.reck-o-schreck.ch.
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Fact sheet, available for download at the SPIEZ
LABORATORY homepage

Schweizensche Eidgenossenschalt Eidgendssisches Departement fr Verteidigung,
Confédération suisse Bawvdlkerungsschuiz und Spor VES
Confederazione Svizzera Bundasamt tir Bevalkerungsschutz BAES
Confederaziun svizra LABOR SPIET

Anhang: Neue Studie zur Verbreitung der Zeckenhirnhaut-Entziindung

& FSMF poritive forken

& FSAIE negatmar Srcken
@ TEMC-nepalne Zecken, ree200
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Anzahl un- Anzahl i
Kanton Gemeinde PLZ tersuchte F.S.ME' Gegchaizte
ki positive fe- Priavalenz
cken
"™ AG Granichen 5722 540 0 0 %
™ AG Baden 5405 508 0 0%
™ AG  Wiirenlingen 5303 446 0 0%
: AG Bremgarten H620 235 0 0%
=8 AG  Brugg-Laufiohr 5200 439 0 0%
= AG Staffelbach 5053 470 0 0%
= AG  Egliswil 5070 448 0 0%
BMAG Auw 5644 476 0 0%
™ AG  Rheinfelden Gde Mohlin 4313 129 0 0%
= AG Brittnau 4805 457 5 1.09 %
=™ AG Zofingen 4800 455 2 D.44 %
= AG Déttingen 5312 556 0 0%
™ AG  Gipf-Oberfrick 5073 446 1 0.22%
A Al Gonten 9108 0 0 "
4 Al Riite 8050 0 0 -
1A Oberegg 9413 0 0 =
# AR Gais 9056 25 0 0%
# AR Herisau 9100 1 0 0%
# AR Speicher o042 119 0 0%
fBL Muttenz 4132 213 0 0%
f BL Reinach 4153 512 0 0%
f BL Liesberg 4253 344 ] 0%
f BL Roggenburg 2814 535 0 0%
f BL Liestal 4410 179 0 0 %
f BL  Waldenburg 4437 109 0 0%
1 BS Basel, Lange Erlen 4058 2 0 0 %
A BS Riehen 4125 8 0 0 %
@ BE  Aarberg 3270 119 0 0%
B BE  Aarwangen 4012 173 0 0 %
B BE Bem 3027 452 0 0%
BBE  Kiniz 3008 495 0 0%
ﬂ BE Wyningen 72 442 Q 0 %
B BE  Busswil bei Biiren 3292 578 0 0%
P BE  saintimier 2610 247 0 0 %
B BE  Gampelen 1236 430 0 0%
' BE Fraubrunnen 3312 530 0 0 %
B BE  Reichenbach i. K. 3713 384 2 0.52 %
. BE Unterseen 3800 445 0 0%
BBE  Moutier 2740 392 0 0%
#BE Orpund 2552 569 0 0%
# BE  Erenbachi.s. 3762 449 4 0.80 %
@ BE  Spiez Einigenwald 3700 534 0 0 %
@ BE  Spiez. Rustwaid 3700 462 2 0.43 %
@ ee Bep 3123 467 1 0.21%
HBBE  Thun 3604 332 1 0.30 %
& BE Wangen an der Aare 3380 523 0 0%
#ee  signau 3534 39 0 0%
™R La Tour-de-Tréme 1635 493 0 0%
WEER  Nuvilly 1485 435 0 0%
MR Villeneuve 1527 419 0 0%
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™R Rossens 1728 565 0 0 %
®oFR  Giffers 1735 48 0 0 %
' GE Carouge 1227 T 1] 0%
WlcE Versoix 1200 52 0 0 %
B GL  Beglingen Gde Mollis 8753 208 0 0 %
BGL Ennenda 8755 402 0 0 %
=GL Linthal 8783 163 0 0%
GL Luchsingen 8rvh B 0 0 %
"®GR Flasch 7306 625 0 0%
"B GR Zizers 7205 257 0 0 %
W GR Chur 7000 397 0 0%
" GR Seewis im Prattigau 7214 665 0 0%
124U Delsberg 2800 497 0 0 %
14U  LesBois 2336 504 0 0%
¥EJu  Goumois 2354 a5 o 0%
124U Pomentruy 2900 583 0 0%
B Lu  Entiebuch 6162 1 0 0%
B LU  Hochdorf 6280 120 0 0%
B LU Emmen 6030 181 o 0%
B LU Ebikon 6032 441 1 0.23 %
B LU Knutwil 6213 442 0 0%
B LU  Neuenkirch 6206 404 0 0%
B v Dagmerselien 262 545 3 0.55 %
LINE  Saint-Aubin-Sauges 2024 318 0 0%
IINE  saintBiaise 2072 650 0 0%
IINE  Cemier 2053 173 0 0%
IiNE couvet 2108 224 i 0%
Bl nw  Beckenried 6375 442 0 0%
Bnw  stans 6370 413 0 0%
H MW  Stansstad 6362 463 0 0 %
EINwW  Wolfenschiessen 5386 79 o 0%
= ow Engelberg 6390 274 0 0%
T oW Giswil 6074 412 i 0%
= OW Alpnach 6055 384 1 0.26 %
T ow Kems 6064 304 0 0%
& SH Beringen 8222 19 0 0%
% SH  Dorflingen 8239 324 0 0%
#®sSH Hallau 8215 332 0 0 %
g SH  Neuhausen am Rheinfall 8212 524 0 0%
] Buchtalen Gde Schaff-
8 SH hausen 8203 447 0 D %
% SH  Hemmental 8231 344 0 0%
® sSH  Stein am Rhein 8260 526 1 0.19 %
. 57 Gersau 6442 546 1 0.18 %
B sZ Freienbach 8307 434 2 0.46 %
Bsz A 6415 243 o 0%
BMsz schwyz 6430 160 0 0%
BsZ Riemenstalden 6452 32 0 0%
™ 50 Oensingen 4702 561 3 0.54 %
®co  Obergosgen 4653 545 i} 0%
®™so  Bellach 4512 180 0 0%
™SO0  Grenchen 2540 588 0 0%
™SO Oiten 4600 547 0 0%
™ S0 Deitingen 4543 135 o 0 %
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™ O  Balsthal 4710 400 0 0%
™ S0  Breitenbach 4226 209 (] 0%
MO  Biberist 4562 565 0 0%
Hsc :__:]chtngen Gde Altstat- - 430 0 0%
Blsc Mirschwil 9402 523 2 0.38 %
Bl sc  Rorschacherberg 9404 431 0 0%
Bsc Mels 8887 674 o 0%
B sG  Walenstadt 8880 663 o 0%
B sG  oOberbollingen Gde Jona 8645 451 0 D %
B sc Wagen Gde Jona 8645 494 0 0%
Blsc st Gallen 9011 17 0 0%
BisG Al St Johann 9656 13 0 0 %
B sc St Margrethen 9430 39 0 0%
Hsc Buchs 9470 559 o 0%
Blsc  Niederhelfenschwil 9527 201 o 0%
16 Uttwil 8592 408 ] 0%
BE TG Diessenhofen 8253 301 i 0%
K16  Aadorf B355 533 1 0.19 %
i TG Frauenfeld 8500 451 1 0.22 %
B 16 Thundorf 8512 504 1 0.20 %
B 1 Tagerwilen 8274 410 o 0%
EE TG Lommis 9506 678 3 0.44 %
16 wangi 9545 721 B 0.83 %
BTG  Homburg 9508 550 0 0%
B TG Hiittwilen 9536 305 0 0%
B 16  Biirglen/Weinfelden 8575 393 0 0%
EBn Isone 6510 0 0 -
HEn Bironico 6804 o 0 -
B Cevio 6675 0 0 -
¥ UR  Altdorf 6460 423 ] 0%
W uUR  Schattdorf 6467 411 2 0.49 %
¥UR  Erstfeld 6472 469 ] 0%
WuUR sisikon 6452 430 2 0.47 %
¥ urR  Ssilenen 6473 358 1 0.28 %
W uUrR  Seelsiberg 6377 389 0 0%
IBvs  Collombey-Muraz 1803 267 0 0%
iIBvS  Raron/Turtig 3942 466 1 022 %
ilvs  vemayaz 1904 475 0 0%
ifvs salgesch 3070 135 1 0.74 %
iBvs Ssion 1950 190 ] 0%
s VD  Noville 1845 212 o 0%
s=VD  Cudrefin 1588 500 1 0.20 %
mm VD Echallens 1040 409 o 0 %
mmVD  Lausanne 1000 452 o 0%
amVD  Saint-Livres 1176 173 o 0%
mmVD  Nyon 1260 202 0 0%
VD Brent Gde Montreux 1817 23 0 0%
VD  Montreux 1820 354 0 0%
mmVD Les Clées 1356 337 0 0%
mmVD  Fiez 1420 19 0 0%
mmVD Rances 1430 555 . 0.36 %
== 7G Menzingen 6313 10 0 0%
=G Steinhausen 6312 474 4 0.84 %
==7G  Walchwil 6318 anz ] 0%
b 7H  Aeugstam Albis 8914 430 2 0.47 %
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"BZH  Stallikon 8143 207 0 0 %
hZH Dorf 8458 550 0 0%
b ZH  Rheinau 8452 760 0 0%
b 7H  Oberstammheim 8477 90 1 1.11 %
h7H Bassersdorf 8303 723 2 0.28 %
h7H Rimiang 8153 417 1 0.24 %
b 7H  Unterengstringen 8103 500 1 0.17 %
hZH  Wetzikon 8620 281 0 0%
RZH RitiZH 8630 535 1 0.18 %
BhZH  Horgen 8810 493 0 0 %
h7H  Langnauam Albis 8135 411 2 0.49 %
AhZH  Zollikon 8702 461 2 0.43 %
b 7H  Iinau-Effretikon 8308 45 0 0%
h £H Greifensee 8606 464 0 0 %

ZH Egg 8353 712 1 0.14 %
H Winterthur 8404 228 | 0 %
b 7H  Ziirich 8045 29 ] 0%

Accepted for publication in AEM, ASM, Gdumann R, Mihlemann K, Strasser M, Beuret CM; 2010

Anmerkung: Bei Stichprobengrossen (Anzahl untersuchte Zecken) kleiner als 200 liegt der

Fehler fir die Pravalenzschitzung mit einem Vertrauensintervall von 95% bei etwa 1 %. Dies

bedeutet, dass die tatsdchliche Zeckenbefallsrate an diesen Orten um bis zu 1 % von
der geschitzten Befallsrate abweichen kann. Fiir Stichprobengrésse kleiner als 100 liegt
dieser Fehler sogar bei 1.4 %_ Schatzungen mit sehr kleinen Stichprobengrissen sollten

darum mit Viorsicht behandelt werden.
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