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1. Zusammenfassung

Die Asiatische Tigermicke (Aedes albopictus) zahlt zu den weltweit gefahrlichsten
invasiven Arten. Diese aggressive, tagaktive und anthropophile Stechmickenart ist
insbesondere als Ubertragerin von Chikungunya- und Dengue-Fieber-Viren gefiirchtet.
Durch die Globalisierung und Intensivierung des Waren- und Reiseverkehrs ist die
Asiatische Tigermicke bereits in viele Teile der Erde verschleppt worden, wo sie sich
rasch ausgebreitet hat. Von besonderer Bedeutung sind heute gro3flachige Vorkommen in
Nord- und Sudamerika, Westafrika und dem europédischen Mittelmeerraum.
Hochrisikogtiter bei der Verbreitung sind alte Autoreifen und bestimmte Zierpflanzen (als
.Lucky Bamboo* bekannte Drachenbaum-Stecklinge). Eine mit der Klimaerwarmung
einhergehende Ausbreitung nach Norden wird bereits in Japan beobachtet.

Fur Deutschland ist bisher keine etablierte Population der Asiatischen Tigermucke
bekannt; Modellierungen legen jedoch eine baldige klimatische Eignung weiter Landesteile
fur eine potenzielle Besiedlung durch diese Art nahe (z.B. Fischer et al. 2011). Die
geographisch nachstgelegenen flachig etablierten Populationen der Asiatischen
Tigermucke liegen sudlich der Alpen: im sudlichen Tessin der Schweiz und dem
angrenzenden Norden Italiens. Von dort kdnnen Tigermicken z.B. in Autos und
Wohnwagen innerhalb weniger Stunden nach Deutschland eingetragen werden. Ein
Nachweis von Eiern bzw. einer adulten Mucke dieser Art nahe einer Raststatte der
Bundesautobahn (BAB) 5 in Baden-Wurttemberg in den Jahren 2007 (Pluskota et al.
2008) bzw. 2011 (Werner et al. 2012) wird hiermit ebenso erklart wie weitere Fénge in
Baden-Wirttemberg und Bayern, die im Rahmen zweier bundesweit tatiger Monitoring-
Maflinahmen gelangen (Becker et al. 2013; Kampen et al. 2013).

Eine weitere invasive Stechmickenart mit ahnlicher Lebensweise und hodherer
Kélteresistenz, die Asiatische Buschmicke (Aedes japonicus), ist mittlerweile in der
nordlichen Schweiz und angrenzenden Gebieten Baden-Wirttembergs sowie im
Gro3raum Stuttgart und grof3en Gebieten von Rheinland-Pfalz und Nordrhein-Westfalen
etabliert (Schaffner et al. 2009; Becker et al. 2011; Schneider 2011; Kampen et al. 2012).
Mit ihrer Ausbreitung nach Hessen muss sowohl in der Flache als auch mittels des
Kraftfahrzeug- und Warenverkehrs gerechnet werden.

Ziele des Forschungsprojektes waren (1) die Uberwachung der moglichen Einschleppung
der Asiatischen Tigermucke nach Stidhessen im Sinne eines ,low-intensity monitoring” an
Risikostandorten und zu Zeiten besonderen Risikos bzw. der hoéchsten Nachweis-
wahrscheinlichkeit und (2) die Entwicklung molekulargenetischer Nachweisverfahren zur
schnellen und Beobachter-unabhangigen Identifizierung der Asiatischen Tigermucke und
ihrer unterschiedlichen Lebensstadien (Eier, Larven, Puppen, Adulte).

Die Monitoring-MafRnahme umfasste in den Jahren 2009, 2010 und 2011 jeweils am Ende
der Sommerferien (im Zeitraum der gro3ten Kraftfahrzeug-Rickreisewelle) das Aufstellen
und Kontrollieren von Eiablage-Fallen an Parkplatzen und Raststatten der BAB 5 in
Sudhessen in Fahrtrichtung nach Norden, von der Landesgrenze zu Baden-Wiurttemberg
bis zum Bereich sudlich Frankfurts. Dartiber hinaus wurde eine stichprobenartige Suche in
der Flache mittels Fang und Aufzucht von Stechmuickenlarven aus geeigneten
Kleinstgewassern und Fang adulter Stechmicken auf oder an den Betriebsgelanden
grof3er Altreifenhéandler und anderen Standorten in Hessen durchgefihrt. Bei keiner dieser
Maflinahmen wurden Asiatische Tigermucken festgestellt.



Als ,Gold-Standard” fur den molekulargenetischen Nachweis der Asiatischen Tigermucke
wurde die Art-Identifizierung per DNA-Barcode etabliert. Mit dieser Methode kdnnen auch
Eier, Larven und Teile von Stechmicken (wie einzelne Fligel, Beine oder an den
Innenwanden von Raumen und Fahrzeugen zerquetschte und getrocknete Exemplare)
zuverlassig identifiziert werden. Geschwindigkeitsbestimmende Schritte sind hierbei die
DNA-Extraktion aus dem Tiermaterial, die Durchfihrung der PCR (Polymerase-
Kettenreaktion) zur Vervielfaltigung eines bestimmten Abschnittes des genetischen
Materiales und die DNA-Sequenzanalyse dieser Genregion. Die ldentifizierung erfolgt
durch Datenbank-Vergleich der erhaltenen DNA-Sequenz mit publizierten oder internen
Referenz-Sequenzen.

Als noch schnelleres Nachweisverfahren fur die Asiatische Tigermiicke wurde im Rahmen
des Forschungsprojektes ein spezifischer Schnelltest entwickelt, fir dessen Durchfuhrung
keine PCR oder DNA-Sequenzierung benétigt werden und damit auch nicht die
entsprechenden Gerate. Dieser Test beruht auf der LAMP-Methode (,loop mediated
isothermal amplification®), die bei positiver Reaktion mit extrahierter DNA der Asiatischen
Tigermucke innerhalb von 25 Minuten eine mit dem bloR3en Auge ablesbare Farbreaktion
hervorruft. Die Spezifitit des Tests wurde exemplarisch an multiplen Proben zehn
verschiedener Stechmuckenarten Uberprift. Die Anwendung des LAMP-Tests erlaubt im
Bedarfsfall eine erheblich schnellere Identifikation von Tigermicken-Material mit
geringerer apparativer Ausstattung. Beide molekulargenetisch basierten Methoden sind
dazu geeignet, solche Tigermiicken-Materialien (z.B. Eier, Uberreste) schnell zu
identifizieren, die fur eine morphologische Bestimmung nicht zuverlassig oder erst nach
langwieriger Anzucht geeignet sind.

Die vordringlichsten Anpassungsmaflnahmen fir Hessen betreffen neben der Einrichtung
einer langfristigen Uberwachungsstrategie die Verringerung geeigneter Brutgewasser an
Risikostandorten. Als wichtigstes kurzfristiges Ziel wird die Verbesserung der
Abfallbeseitigung an Parkplatzen, aber auch von Tank- und Raststatten der Autobahnen
empfohlen.

Wichtigstes mittelfristiges Ziel sollte eine Regelung sein, welche den gewerbsmalligen
Handel mit Altreifen und deren Lagerung untersagt, wenn diese nicht durch Uberdachung
mit Wasserabfluss vor Regen- und Spritzwasser sowie ggf. durch erhéhte Lagerung vor
Uberflutung geschiitzt sind, da solche Altreifenlager weltweit als die wichtigsten
Brutstatten und Zentren der Tigermiicken-Ausbreitung erkannt worden sind.

Auch Blumenvasen auf Friedhdfen sollten als vom Menschen kinstlich geschaffene
Brutstatten fur invasive und einheimische Stechmicken in alle Risikobetrachtungen mit
einbezogen und Strategien zur Bekampfung von Stechmicken auf Friedhdfen bereits
experimentell erprobt werden, bevor es zur Ansiedlung einer der ,exotischen”
Stechmuickenarten kommt.

Da frisch eingeschleppte oder punktuell etablierte Asiatische Tigermicken in Deutschland
durch lokal begrenzte Insektizid-Einsatze und Begleitmal3nhahmen wahrscheinlich noch
kosteneffektiv eliminiert werden koénnen, kommt neben dem Monitoring auch der
Untersuchung der temperaturabhangigen und artspezifischen Wirkungen von Insektiziden
auf Tigermucken und mit ihnen in Konkurrenz um Brutgewé&sser stehende einheimische
Arten eine wichtige Rolle zu.



2. Beschreibung/Problemstellung
2.1 Aufgabenstellung laut Projektvorschlag

Ziel des Projektes war es, die Gebiete des grofRten Risikos einer Tigermucken-
Einschleppung in Hessen (Raststatten und Parkplatze entlang der grof3en Autobahnen in
Sudhessen, speziell der A5; Altreifen-Handler; Flughafen Frankfurt) mittels engmaschig
aufgestellter Tigermicken-Eiablagefallen zu tGberwachen. Abgelegte Stechmicken-Eier
sollten dann mittels zu entwickelnder schneller DNA-Identifikationsverfahren bestimmt
werden. Dadurch steht (anders als bisher) innerhalb weniger Stunden eine definitive,
kostengulnstige, in jedem Labor auch ohne taxonomische Expertise reproduzierbare
Diagnose zur Verfiigung, was eine umgehende Bekampfung erlaubt.

2.2 Abweichungen gegeniiber dem Projektvorschlag

In der Saison 2009 wurde das Monitoring in Erwartung der Projektbewilligung bereits
durchgefuhrt. In der Saison 2012 wurde die Monitoring-MalRnahme dagegen nicht
weitergefuhrt, um Doppelungen mit den drei bundesweiten Monitoring-Projekten
(koordiniert vom Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin mit Forderung durch die
Leibniz-Gemeinschaft und das Umweltbundesamt sowie vom Friedrich-Loeffler-Institut mit
Forderung durch das Robert-Koch-Institut) zu vermeiden.

Von Herbst 2010 bis Herbst 2011 wurde die Monitoring-MalRBhahme ergénzt durch die
Auswertung der Aufsammlungen von Larven und adulten Stechmuicken, die Robert Berger
im 2. Halbjahr 2010 in einem grolReren Gebiet Mittel- und Sudhessens (Abb. 8) in
geeigneten Kleinstgewassern (z.B. Blumenvasen auf Friedhéfen, Regentonnen, alte
Autoreifen) und weiteren Standorten mittels CO,-Lockstoff-Fallen gemacht hatte (BG-
Sentinel-Fallen mit CO, und BG-Lure-Lockstoff, Biogents AG, Regensburg).

Eine zusatzliche Erganzung in der Flache Hessens erfuhr die Monitoring-MalRnahme
durch die Aufsammlungen adulter Stechmicken, die Friederike Bock von Juli bis
September 2011 an weiteren 12 Standorten (Abb. 6) mittels BG-Sentinel-Fallen mit CO,
und UV-Licht durchfuhrte.

Funf dieser Standorte befanden sich im urbanen Stadtgebiet von Frankfurt am Main und
sieben im Gebiet des Rhein-Main-Observatoriums. Das Rhein-Main-Observatorium ist
eine der deutschen Langzeit-Untersuchungsflachen fiir 6kologische und Biodiversitats-
Forschung und umfalRt eine Flache von 100 km? 6stlich von Frankfurt, zwischen
Muhlheim, Hanau und dem unteren Kinzig-Tal. Dort wurden Fallen an den folgenden
Orten aufgestellt: Wohngebiet “Zur Romerbriucke” in Hanau-Steinheim; Erlensee-
Ruckingen; Langenselbold (Noltesee); Rodenbach (2 x); Grindau-Lieblos; Gelnhausen.
Im Stadtgebiet Frankfurt wurden Fallen auf dem Hauptfriedhof aufgestellt, in Hinterhof-
Garten nahe des Westbahnhofs, im Botanischen Garten der Universitdit am
Griuneburgpark und im Zoo Frankfurt nahe des Pelikan-Geheges.

Der Flughafen Frankfurt wurde nach Ricksprache mit dem Hessischen Ministerium fir
Umwelt, Energie, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (Herr Dr. Fréhlich) durch dieses
Projekt nicht Uberwacht, da dort bereits vom Friedrich-Loeffler-Institut bundesweit
koordinierte Anstrengungen zum Fang von Micken mit analoger Methodologie stattfinden.

Unter der Annahme einer vergleichbaren Fangigkeit der verwendeten Fallen auch fur die
Asiatische Buschmiuicke (Aedes japonicus) wurde eine Suche nach dieser Art im Rahmen
der Projektaktivitaten ebenfalls durchgefihrt.



2.3 Hintergrund

Durch den Klimawandel (hier vereinfacht im Sinne zunehmender Erwarmung in
Mitteleuropa) werden immer grof3ere Teile Deutschlands fur eine dauerhafte Besiedlung
durch Asiatische Tigermicken geeignet werden. Hohere Temperaturen beginstigen
aul3erdem die Replikation bzw. Generationszeit von Viren und Parasiten (z.B. Hunde-
Herzwurm, Dirofilaria immitis), die auch durch diese Stechmuicken Ubertragen werden
konnen. Die schwieriger zu modellierenden Niederschlage der Zukunft in Deutschland sind
fur Asiatische Tigermicken von geringerer Bedeutung, da sich die Tiere in den neu
besiedelten Gebieten primar in anthropogenen Kleinstgewassern (z.B. Blumentopf-
Untersetzer, weggeworfene Plastikflaschen oder Getrdnkedosen) vermehren. Obwohl fur
die potenzielle Besiedlung Deutschlands durch die Asiatische Buschmiicke noch keine
Modell-Szenarien vorliegen, muss aufgrund der héheren Kélteresistenz dieser Art und
ihres flachigen Vorkommens im Tiefland der nérdlichen Schweiz und im Stdwesten und
Westen Deutschlands davon ausgegangen werden, dass sie bereits unter gegenwartigen
Klimabedingungen weite Teile Deutschlands besiedeln kann.

Abb. 1. Asiatische Tigermucke (Aedes albopictus) bei der Blutmahlzeit am Menschen.
Foto: J. Gathany/CDC.

Neben ihrer Bedeutung als tagaktive L&stlinge, die z.B. in Italien als sehr haufige und
sehr aggressiv beiBende Stechmiucken in Stadten in Erscheinung treten (z.B. Kuch et
al. 2010), besteht das primare Risikopotenzial der Asiatischen Tigermucke in ihrer
Funktion als kompetenter Vektor im ,stand-by“-Modus. Treffen z.B. die immer
zahlreicher werdenden Reisertckkehrer mit Dengue-Fieber, von denen viele nur leicht
erkrankt sind und nicht bzw. fehldiagnostiziert werden, in ihrer Heimat auf Asiatische
Tigermicken, so kdnnen diese das Dengue-Virus auf andere Menschen Ubertragen.

Gleichzeitig besteht aber auch die Mdglichkeit der ,vertikalen Ubertragung“ des
Dengue-Virus von infizierten Tigermucken tber ihre Eier an die ndchste Generation,
wodurch infektiose Tigermuicken auch ohne die Notwendigkeit ,frischer* Infektionen durch
erkrankte Menschen entstehen und zur Verbreitung des Virus beitragen kdénnen. Aus
diesen Grinden spielt nicht nur die Stechmicken-sichere Isolation entsprechender
infizierter Personen, sondern auch die Eliminierung der Vektor-Populationen in deren
Umgebung (seit Einreise/Infektion) eine besonders wichtige Rolle. Wahrend aus
Deutschland in Abwesenheit bekannter Vektoren des (bei seiner Replikation in der
Stechmiicke temperaturabhdngigen) Dengue-Virus solche Falle noch nicht bekannt
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geworden sind, ist dieses Szenario in von Tigermicken stark besiedelten Stadten wie
Rom oder Genua schon heute im Bereich des Mdglichen.

Erste Falle von Dengue-Fieber in Europa in der jingsten Geschichte, die allem Anschein
nach auf Infektionen zuriickgehen, die sich vor Ort ereigneten, wurden 2010 aus
Sudfrankreich, Kroatien und Portugal gemeldet (La Ruche et al. 2010; Schmidt-Chanasit
et al. 2010). Auf der portugiesischen Atlantik-Insel Madeira ist es im Herbst 2012 zu einem
Ausbruch von Dengue-Fieber gekommen, an dem bis dahin offenbar Giber 1000 Menschen
erkrankt sind (Sousa et al. 2012); Ubertrager sind dort eingeschleppte Gelbfieber-Miicken
(Aedes aegypti). Im Zusammenhang mit Asiatischen Tigermicken am bekanntesten ist
nach wie vor der Ausbruch des Chikungunya-Fiebers 2007 in der italienischen Region
Emilia-Romagna, wahrend dessen uber 200 Menschen erkrankten. Ursachlich dabei war
offenbar ein einzelner erkrankter Reisertickkehrer aus Indien - wo eine grol3e, durch
Tigermucken vermittelte Chikungunya-Epidemie herrschte -, der in ltalien auf hohe
Populationsdichten von Tigermucken traf. Im Gegensatz zum Dengue-Virus ist die
vertikale Ubertragung des Chikungunya-Virus auf die Nachkommen infizierter
Tigermucken noch nicht nachgewiesen.

Die Asiatische Buschmucke (Aedes japonicus, Abb.2) wird vor allem als potenzieller
»Brickenvektor® zwischen verschiedenen Wirbeltieren (z.B. Vogel, Menschen) und
moglicher Ubertrager des West-Nil-Virus diskutiert; in Asien ist sie als méglicher Vektor
des Japan-Enzephalitis-Virus bekannt. In der Schweiz, wo sie 2009 in 38 Gemeinden
der Kantone Aargau, Zurich, Solothurn, Luzern und Basel-Land auf einer Flache von auf
1400 km? nachgewiesen wurde, ist sie offenbar in der Lage, die einheimische
Hausstechmiicke Culex pipiens aus bestimmten Bruthabitaten (Blumenvasen auf
Friedhtfen) zu verdrangen. Welche Bedeutung dies mdglicherweise fir das potenzielle
Risiko von West-Nil-Virus-Ubertragungen haben kénnte, fir die insbesondere auch Culex
pipiens ein kompetenter und in Europa (z.B. Italien: Emilia-Romagna) sowie den USA
nachgewiesener Vektor ist, ist noch unklar. Aufgrund ihrer hohen Invasionsfahigkeit —seit
ihrer Einschleppung in die USA 1998 hat sie sich in 22 Staaten der USA und Teilen
Kanadas etabliert — muss das Vorkommen der Asiatischen Buschmucke in Deutschland
jedoch mit Sorge betrachtet werden.

Abb. 2. Asiatische Buschmiicke (Aedes japonicus) bei der Blutmahizeit. Foto: J. Gathany/CDC.



3. Ergebnisse
3.1 Monitoring

Im Projektzeitraum war die Monitoring-MalRhahme von 2009 bis 2011 Gber das Aufstellen
und Kontrollieren von Eiablage-Fallen an Parkplatzen und Raststatten der BAB 5 in
Sudhessen hinaus auf den Fang und die Aufzucht von Larven aus geeigneten
Kleinstgewassern (z.B. Blumenvasen auf Friedhtfen, Regentonnen, alte Autoreifen) und
den Fang adulter Stechmicken (mittels CO.-Lockstoff-Fallen) auf oder an den
Betriebsgelanden grol3er Altreifenhandler und anderen Standorten in Hessen ausgedehnt
worden.

Entlang eines Transekts der BAB 5 in Stidhessen (von Heppenheim bis Frankfurt; Abb. 3)
wurden ab Beginn der Rickreisewelle der Schulferien im Spatsommer Eiablagefallen an
fur Tigermicken geeigneten Standorten der Autobahn-Parkplatze und —Raststatten
ausgebracht. Hierfur wurden schwarze 500-ml-Kunststoffbecher eingesetzt. Diese wurden
je nach Witterung zur Halfte bis zu zwei Dritteln mit abgestandenem Regenwasser befullt,
mit einem schrag im Wasser stehenden medizinischen Holzspatel und einem Streifen
Baumwolltuch um den oberen inneren Rand des Bechers als Eiablagesubstrat bestlickt
und zur Halfte im Boden eingegraben oder in niedrigen Astgabeln befestigt (Abb. 4).

Kleine, wenig frequentierte Parkplatze wurden dabei mit mindestens drei Eiablagefallen
versehen; grol3e, von PKW, Wohnwagen/-mobilen und LKW gleichermal3en stark genutzte
Raststatten-Parkplatze mit Tankstellen, Restaurant(s) und langen Aufenthaltszeiten (z.T.
uber Nacht; durch Kraftfahrer-Ruhezeiten, Motels) wurden mit bis zu 12 Eiablagefallen
entlang ihres Geldndes bestiickt. Eiablagefallen wurden ausschlieBlich entlang der
Ostlichen Seite der BAB 5, also in Sud-Nord-Richtung aufgestellt: Ein Transport von
Tigermucken von Nord nach Sud auf diesem Abschnitt ist sehr unwahrscheinlich, ebenso
ein Uberfliegen der offenen, mehrspurigen Autobahn nach ,Ausstieg” auf der ostlichen
Seite, da dort unmittelbar geeignete Ruheplatze und Brutplatze fur diese Tiere zur
Verfligung stehen.

Von Suden nach Norden wurden entlang der BAB 5 die folgenden Parkplatze und
Raststatten mit Eiablagefallen kontrolliert: Kalberpfad, Scheidweg/Rasthof Bergstrale,
Nachtweide, Rasthof Alsbach, Erlensee, Rolandshohe, Weiterstadt, Rasthof
Grafenhausen, Rosemeyer; aul3erdem auch die Raststatte Pfungstadt an der BAB 67.

Die Fallen wurden in Abhangigkeit vom Wetter (6fter bei warmem Wetter, zur
Sicherstellung einer teilweisen Fullung mit Wasser und wegen der schnelleren
Entwicklung der Stechmuickenlarven bei héherer Temperatur) in Abstdnden von 2-4
Wochen ausgetauscht und ihr Inhalt (Wasser; Eiablagesubstrate; Innenwénde des
Bechers; Abb. 4) im Labor auf das Vorhandensein von Stechmucken-Eiern oder —Larven
untersucht. Hierbei wurden keine Asiatischen Tigermucken festgestellt. Vorbehaltlich einer
wahrscheinlich ahnlichen Fangigkeit der Eiablagefallen fir die Asiatische Buschmiicke
kann dieser Befund auch fir die letztgenannte Art gelten.
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4 Fallenstandorte

Abb. 3. Standorte von Eiablagefallen fur Asiatische Tigermiicken und Asiatische Buschmicken entlang der
BAB 5 in Stidhessen. Kartendaten: © 2013 Geo-Basis-DE/BKG, © 2009 Google.

Abb. 4. Eiablagefallen fur Asiatische Tigermiicken und Asiatische Buschmticken.

CO,-Lockstoff-Fallen (BG-Sentinel-Fallen mit CO,, bei Altreifenhé&ndlern zusatzlich auch
mit speziell fur Asiatische Tigermucken und Gelbfiebermicken entwickeltem BG-Lure-
Lockstoff, Biogents AG, Regensburg; Abb. 5) wurden an den folgenden Orten eingesetzt:
Alzenau, Bad Homburg, Bad Soden, Berkersheim, Friedrichsdorf, ldstein, Kalberau,
Morfelden, Niederneisen, Oberkarben, Pfungstadt, Reichelsheim (Abb. 6). Hierbei wurden
weder Asiatische Tigermucken noch Asiatische Buschmicken gefangen.



Abb. 5. BG-Sentinel-Lockstoff-Falle (Biogents AG, Regensburg), hier mit UV-Lichtquelle zum Fang von
Gnitzen statt mit CO,-Quelle.
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Abb. 6. Karte der Orte, an denen zusétzliche Fange mit BG-Sentinel-Lockstoff-Fallen durchgefiihrt wurden
(rote Quadrate) bzw. die Lager von Altreifen-GroRRhandlern beprobt wurden (blaue Quadrate).

Altreifen-Grohandler mit Import-Export-Handel wurden in Grebenau, Marburg
(Abb. 7), Niederneisen und Pfungstadt aufgesucht und auf oder neben ihrem
Betriebsgelande beprobt (Abb. 6). Hierbei wurden Larven aus Wasserriickstanden in
Altreifen gefangen und im Labor herangeziichtet und/oder adulte Stechmicken mit BG-
Sentinel-Fallen gefangen. Darunter befanden sich weder Asiatische Tigermicken noch
Asiatische Buschmiucken. Ein in Frankfurt anséssiger Betrieb dieser Art verweigerte
offenbar aus Furcht vor mdglichen behérdlichen Auflagen den Zugang zu seinem
Betriebsgelande.
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Abb. 7. Verkauf von Altreifen unter freiem Himmel in Marburg an der Lahn. Wasseransammlungen in
Altreifen sind bevorzugte Brutstatten von Asiatischen Tigermicken und anderen exotischen Stechmiicken.
Die interkontinental gehandelten Altreifen sind das wichtigste Transportmedium fir die
trockenheitsresistenten Eier dieser Ubertrager gefahrlicher Virus-Infektionen.

Eine grofflachige Aufsammlung von Stechmuckenlarven aus natirlichen und
kinstlichen Gewassern (vor allem Kleinstgewassern wie Regentonnen, kleine
Gartenteiche, Viehtranken, Pfltzen auf und neben Stral3en und Wegen) in verschiedenen
urbanen und landlichen Biotopen wurde ebenfalls im zweiten Halbjahr 2010 durchgefihrt
(Abb. 8). Hierbei wurden insbesondere mikrotkologische Daten der Brutgewéasser erhoben
und die Larven im Labor zur morphologischen und molekulargenetischen Bestimmung der
adulten Stechmiicken herangeziichtet. An keinem der Fundorte wurden Asiatische
Tigermiucken (Aedes albopictus) oder Asiatische Buschmicken (Aedes japonicus)
festgestellt.

o Google
L8

Abb. 8. Karte der Aufsammlungsorte von Stechmickenlarven aus Kleinstgewéassern im Berichtszeitraum
(2010). Karte: Google earth, Image Landsat © 2013 Google, © 2009 Geo-Basis-DE/BKG.

Auch die Aufsammlungen adulter Stechmiicken von Juli bis September 2011 an weiteren
12 Standorten mittels BG-Sentinel-Fallen mit CO, und UV-Licht (Stadtgebiet Frankfurt am
Main und Gebiet des Rhein-Main-Observatoriums, siehe oben) fuhrten nicht zum
Nachweis dieser oder anderer *“exotischer” Stechmicken-Arten (Abb. 9). Beide
Aufsammlungen in der Flache lieferten aber wichtige Daten zu Vorkommen und
Verbreitung von Stechmucken in Hessen und bendtigte genetische Daten zur Entwicklung
verbesserter molekularer Tests zur Diagnose von Asiatischen Tigermucken (siehe unten).
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H nicht bestimmt (13)

B Coguillettidia richardii (1)
E Culex territans (2)

O Adnopheles claviger (4)

B 4dedes cinereus (5)

B Dahliana geniculata (6)

B Culex torrentium (7)

O Culex pipiens (20)

B Aedimorphus vexans (83)

Abb. 9. Diversitat und Haufigkeit von Stechmiicken-Arten, die von Juli bis September 2011 an 12 Standorten
in Frankfurt am Main und dem Rhein-Main-Observatorium mittels BG-Sentinel-Fallen mit CO, und UV-Licht
gefangen wurden. Zahlenangaben entsprechen gefangenen Exemplaren.

3.2 Molekulargenetischer Nachweis

Als ,Gold-Standard” fur den molekulargenetischen Nachweis der Asiatischen Tigermucke
wurde die Art-Identifizierung per ,DNA-Barcode” (automatisierte DNA-Sequenzierung
eines durch Polymerase-Kettenreaktion [PCR] vervielfaltigten Abschnittes des
mitochondrialen Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheit-1-Gens) etabliert. Mit dieser Methode
konnten auch Eier, Larven und Teile von Stechmucken (wie einzelne Fligel, Beine oder
an den Innenwénden von Raumen und Fahrzeugen zerquetschte und getrocknete
Exemplare) identifiziert werden. Die Bearbeitungsdauer bis zum Ergebnis der
Sequenzanalyse betragt dabei unter prioritarer Behandlung mindestens 6-7, Gblicherweise
aber 24-48 Stunden und bedarf umfangreicher apparativer Ausstattung.

Ein weiteres Ziel des Projektes war daher die Entwicklung eines noch schnelleren, von der
DNA-Sequenzierung unabhangigen Nachweisverfahrens fir die Asiatische Tigermucke.
Hierfir wurde die LAMP-Methode (,loop mediated isothermal amplification') ausgewabhilt,
mit der bei gleichméaRiger Reaktionstemperatur eine im Reaktionsgefald fir das blofRe
Auge sichtbar werdende Vervielfaltigung eines spezifischen Genabschnittes innerhalb
kurzer Zeit erzielt werden kann (Njiru 2012). Hier galt es zunachst, definierte
Genabschnitte fur die Initierung und Fortsetzung der LAMP-Reaktion (sog. Primer)
speziell fur die Asiatische Tigermucke auszuwdahlen. Diese Primer wurden so gewabhlt,
dass sie in ihrer Nukleotidsequenz eine maximale Abweichung zu anderen relevanten
Stechmuckenarten hatten. Um eine moglichst breite Vergleichbarkeit zu erreichen, wurden
die Primer-Sequenzen aus der Sequenz der ,Barcode-Region“ des mitochondrialen
Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheit-I-Gens abgeleitet, fur welche die umfangreichsten
Datensatze vorliegen. Hierfur wurde auf Grundlage der Fange 2010-2011 aus der
Monitoring-Mallnahme  eine  Referenzbibliothek  von DNA-Barcodes der
nachgewiesenen Stechmicken-Arten Hessens und ihrer genetischen Varianten erstellt.
Diese wurde um publizierte und unpublizierte DNA-Barcode-Sequenzen der restlichen fir
Deutschland gemeldeten Stechmuicken-Arten ergénzt. Hierflir mussten grof3tenteils in
internationalen Datenbanken (z.B. European Nucleotide Archive, GenBank) deponierte
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DNA-Sequenzen zu Stechmiicken anderer europaischer Lander und z.T. aus Ubersee
verwendet werden, weil eine vollstandige DNA-Barcode-Referenzbibliothek fur
Deutschland sich erst im Aufbau befindet. Der kombinierte Datensatz wurde dann dazu
genutzt, Sequenzregionen mit maximaler Unterschiedlichkeit zwischen der Asiatischen
TigermuUcke einerseits und der Konsens-Sequenz der Gesamtheit der fur Deutschland
gemeldeten Stechmiicken-Arten andererseits zu identifizieren. Auf Grundlage dieser
Information wurden mit Hilfe der Software Primerexplorer finf neue, artspezifische
Oligonukleotid-Primer abgeleitet, deren Fahigkeit zur ausschlie3lichen Vermehrung des
Tigermicken-DNA-Abschnittes in PCR- und LAMP-Experimenten getestet wurde.

Aa-FIP:
5 -TGCTAAATCAACTGAAGCCCCAGTGGAACAGGGTGAACGGTTTATCCTCCTC-3

Aa-BIP:
5-AGCGGGAATCTCATCTATTTTAGGAAGAGTAATACCAGCTGATCGT-3"

Aa-F3:
5-GTTCTATAGTAGAAAACGGAGC-3'

Aa-B3:
5'-CACACAAATAAAGGTAGTCGA-3

Aa-loopF:
5-ATGAGCTGTTCCAGAAGAA-3

(AbklUrzungen der Nukleobasen: A—Adenin, G—Guanin, C—Cytosin, T-Thymin)

Mit diesen Primern wurden LAMP-Tests (LoopAMP-DNA-Kit, Mast Diagnostica GmbH) mit
Tigermucken-Proben verschiedener geographischer Herkunft sowie Proben anderer Arten
zur Untersuchung der Spezifitdt, Sensitivitdt und Schnelligkeit der Methode durchgefuhrt.
Die dafur verwendete DNA wurde aus einzelnen Mickeneiern, Teilen von Stechmiicken
oder ihrer Larven oder auch aus ganzen Micken extrahiert. Bei der DNA-Extraktion der
Muckeneier wurden im Vergleich mehrerer Extraktionsmethoden die besten Ergebnisse
erzielt, wenn die Eier unter Zugabe von flissigem Stickstoff mit einem Mdrser zerstof3en
und dann einer gewdhnlichen Lyse mit Proteinase K und nachfolgender Extraktion mit
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol unterzogen wurden. Insgesamt kamen die folgenden
Arten und Individuenzahlen zur Verwendung: Aedes albopictus (N=28), Aedes aegyptii
(N=7), Aedimorphus vexans (N=18), Culex pipiens (N=19), Culex torrentium (N=3), Aedes
cinereus (N=3), Dahliana geniculata (N=2), Anopheles claviger (N=1), Culex territans
(N=1) und Coquillettidia richardii (N=1).

Die LAMP-Tests wurden z.T. ohne gekoppelte Farbreaktion durchgefihrt; in diesen Féllen
wird eine positive Reaktion durch Tribung der Losung im Reaktionsgefald sichtbar. Die
Zusammensetzung bestand hier aus 12,5 ul Reaction Mix (RM), 1 pl FIP, 1 pl BIP, 1 pl F3,
1 pl B3, 1pl loopF, 1 pl Bst DNA Polymerase, 4,5 pl H,O und 2 pl DNA-LOsung
(Gesamtvolumen 25 pl).

Die Durchfiihrung der Tests mit Zusatz von Hydroxynaphtolblau im LAMP-Mastermix (1,5
ul bei entsprechender Reduktion des Wasseranteils) erlaubt ein noch einfacheres Ablesen
einer positiven Reaktion, da es zu einem deutlichen Farbumschlag der Lésung im
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ReaktionsgefdR kommt. Diese Variante wurde daher als Standard bei der
Testdurchfihrung gewabhilt.

Die Proben wurden nach Zusammenfihrung aller Reagenzien fir 45 Minuten bei 63°C auf
einem Heizblock inkubiert. Dann wurde die Reaktion gestoppt, indem die Proben fir 3
Minuten auf eine Temperatur von 95°C erhitzt wurden. Die anschlieende Ablesung der
Testergebnisse erfolgte mit bloRem Auge bei normaler Raumbeleuchtung gegen einen
hellen Hintergrund. Zusatzlich wurden die Reaktionslosungen einer Gel-Elektrophorese
(1% Agarose) unterzogen, in der positive LAMP-Reaktionen nach Visualisierung der DNA
mittels SybrGreen- oder Ethidiumbromid-Fluoreszenz charakteristische leuchtende
Bereiche aufweisen. Zur Kontrolle der Qualitat der eingesetzten DNA-LOsungen und ihrer
Eignung fur die Vervielfaltigung von Genabschnitten aus der Zielregion des Cytochrom-c-
Oxidase-Untereinheit-1-Gens wurden alle Proben auch mittels konventioneller PCR und
Sequenzierung mit den Standard-Barcoding-Primern analysiert.

Bei allen aul3er zwei Proben trat die mit dem Auge ablesbare Reaktion wie erwartet ein
(negativ = keine Trubung bzw. violette Farbe ohne Farbumschlag; positiv = deutliche
Tribung bzw. deutlicher Farbumschlag zu blau). Unter den 28 Proben von Aedes
albopictus erschien eine violett (falsch-negativ bei der Ablesung der Farbreaktion); bereits
die Untersuchung derselben Probe in der Gel-Elektrophorese ergab aber ein klar positives
Ergebnis. Unter den 18 Proben von Aedimorphus vexans erschien eine blau-violett und
mit Banden auf dem Gel (falsch-positiv); eine Wiederholung des Tests mit dieser Probe
unter gleichen Bedingungen ergab aber ein negatives Ergebnis (violett) und keine Bande
auf dem Gel, was auf eine mdgliche Verwechslung oder Kontamination bei der ersten
Durchfihrung im Labor hindeutet. Eine Ablesung der Farbreaktion mit dem blof3en Auge
ist bereits ab 25 Minuten Reaktionszeit moglich.
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4. Bewertung/Diskussion der Ergebnisse

Die Durchfiihrung von Monitoring-Malinahmen an der BAB 5 in niedriger Intensitat mit
Eiablagefallen und mit Beschrankung auf den Spatsommer und Herbst (ab Beginn der
Ruckreisewelle am Ende der Sommer-Schulferien) erscheint weiterhin sinnvoll. Hier muss
nach wie vor mit der Eintragung geringer Individuen-Zahlen von Asiatischen Tigermucken
z.B. aus der sudlichen Schweiz und Italien gerechnet werden. In diesen Herkunftslandern
bauen sich die Tigermucken-Populationen im Jahresverlauf auf und erreichen ihre
maximale Haufigkeit im Spatsommer und Herbst, bis sie zum Winter hin wieder
abnehmen. Im italienischen Tessin konnten wir Tigermicken Anfang Oktober bei 10°C
Lufttemperatur beim aktiven Anflug auf geparkte PKW mit Insassen und auf im Freien
sitzende ,menschliche Kdder" beobachten; ahnliche Erfahrungen mit dem Bereich der
unteren Aktivitatstemperatur dieser Art im européischen Freiland liegen aus Barcelona vor.
Die Wahrscheinlichkeit einer Verschleppung nach Deutschland ist also sowohl aufgrund
der Populationsdynamik der Tigermucken sidlich der Alpen als auch aufgrund des
Spitzenaufkommens von PKW in Sdd-Nord-Richtung im Spatsommer und Herbst am
grofdten. Zugleich erscheint die Annahme plausibel, dass einzelne, méglicherweise friher
im Jahresverlauf eingeschleppte Tigermucken im Falle einer erfolgreichen Fortpflanzung
entlang der BAB 5 bis zum Herbst in einer Individuen-Zahl auftreten kénnten, die dann ihre
Detektion und damit Eliminierung erlaubt.

Nach gegenwartiger Kenntnis kann davon ausgegangen werden, dass Tigermicken aus
der Schweiz und Italien nicht infektids sind oder ,nur* mit Larvenstadien des Hunde-
Herzwurms infiziert sind, der bei Ubertragung auf immunkompetente Menschen
ublicherweise vom Immunsystem schnell erkannt und abgekapselt wird, ohne dass es zu
Krankheitsbeschwerden kommt (bei Hunden verlauft diese auch als Dirofilariose bekannte
Infektion ohne regelméafige Chemoprophylaxe/-therapie allerdings todlich).

Eine andere Situation liegt im Falle von Tigermicken (und Stechmicken allgemein) vor,
die als Adulte durch den Flugverkehr transportiert werden (vgl. sporadische Falle von
.Flughafen-Malaria“ bei Anwohnern von an Flughafen angrenzenden Gemeinden, die
selbst nie in Malaria-Gebiete gereist waren). Nach eigenen Beobachtungen Uberleben
Stechmicken aus Dengue-Endemiegebieten wie z.B. Bangladesch oder Nepal in den
Passagierkabinen der gangigen Airbus- und Boeing-Modelle zum Teil zahlreich
mindestens sechs Stunden Flugzeit (bis zum Stop in den Golf-Staaten); dies entspricht in
etwa der Flugzeit zwischen Frankfurt und vielen Zielen in Westafrika. Die Transitbereiche
verschiedener internationaler Flughéfen wie z.B. Rom-Fiumicino sind aul3erdem
zumindest zeitweise massiv mit Stechmiicken besiedelt.

Aus diesen Griinden sollte zusatzlich eine permanente Uberwachung besonderer
Risikobereiche im Inneren des Flughafens Frankfurt wie Tierhauser, Frachtbereiche
fur Pflanzen u.a. in Erwagung gezogen werden. Als kosteneffektive Variante kommt hier
der Dauerbetrieb einiger weniger BG-Sentinel-Fallen in Frage, die mit Lockstoff (ohne
COy) auch in Innenraumen aufgestellt werden kénnen und je nach Fangergebnis mehrere
Wochen wartungsfrei laufen kdnnen, dabei allerdings nicht das ganze Spektrum mdglicher
Stechmicken fangen, sondern speziell Asiatische Tigermtcken, Gelbfiebermicken und
einige weitere Arten anlocken.

Die Risikostandorte Altreifenhandler sollten verstarkt Uberwacht werden, nach
Moglichkeit mittels direkter Larvensammlung und Langzeitbetrieb von BG-Sentinel-
Fallen mit Lockstoff. Durch interkontinentale Handelswege der Altreifen und fehlende
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behordliche Auflagen oder Kontrollen besteht hier jederzeit die Moglichkeit der Einfuhr
auch grolRerer Mengen von Eiern der Asiatischen Tigermucke, Gelbfiebermicke und
anderer ,exotischer” Stechmickenarten. Erschwert wird dieses Vorhaben durch die
mangelnde Kooperationsbereitschaft der Altreifenh&ndler; zum Teil sind auch die
Reifenlager selbst nur schwer zu lokalisieren, da sie sich u.U. an anderen Orten befinden
als der Meldeadresse des Unternehmens.

5. Mogliche Anpassungsmaflnahmen

Die Fortsetzung von Monitoring-Mal3Bhahmen in niedriger Intensitat wird empfohlen, da
frisch eingeschleppte oder punktuell etablierte Asiatische Tigermucken in Deutschland
durch lokal begrenzte Insektizideinsdtze und Begleitmallnahmen wahrscheinlich
kosteneffektiv eliminiert werden kénnen.

Spatestens nach Ablauf der gegenwartigen bundesweiten Forschungsprojekte Uber die
Verbreitung von Stechmicken in Deutschland muss mit einer gravierenden
Uberwachungsliicke in Hessen gerechnet werden, wenn keine weiterfiihrenden
Maflinahmen durch das Land ergriffen werden. Mittel- und langfristig bietet sich hier die
Integrierung von UberwachungsmalRnahmen speziell fir die Asiatische Buschmiicke,
Asiatische Tigermicke und Gelbfiebermicke (alle drei Arten kdnnen mit denselben
Methoden gefangen werden) in ein kombiniertes Biomonitoring an, da so personelle und
logistische Ressourcen mit wichtigen Synergie-Effekten und daher voraussichtlich
besonders wirtschaftlich genutzt werden kénnten.

Hinsichtlich der gegenwartigen flachigen Ausbreitung der Asiatischen Buschmiicke in
Rheinland-Pfalz, Baden-Wurttemberg und Nordrhein-Westfalen wird eine enge
Koordination mit den dort zustéandigen Landesbehdrden empfohlen.

Die vordringlichsten Anpassungsmalinahmen fur Hessen betreffen neben der
Uberwachung beide den Bereich der ,source reduction“, d.h. der Verringerung
geeigneter Brutgewdasser an Risikostandorten. Als wichtigstes kurzfristiges Ziel wird hier
eine  Verbesserung der Abfallbeseitigung insbesondere in Geblsch- und
Waldbereichen von Parkplatzen, aber auch von Tank- und Raststatten der BAB 5 und
anderer wichtiger Sud-Nord-Autobahnen empfohlen. Wichtigstes mittelfristiges Ziel sollte
eine Regelung sein, welche den gewerbsméaRligen Handel mit Altreifen und deren
Lagerung unterbinden kann, wenn diese nicht durch Uberdachung mit Wasserabfluss
vor Regen- und Spritzwasser sowie ggf. durch erhohte Lagerung vor Uberflutung
geschitzt sind — denn ohne Wasser in den Altreifen kénnen sich dort auch keine
Stechmiuickenlarven (welcher Art auch immer) entwickeln.

6. Ausblick und Forschungs-/Untersuchungsbedarf

Der LAMP-Schnelltest bedarf noch einer breiteren Uberprifung der Spezifitat
(idealerweise sollten alle in Deutschland vorkommenden Stechmickenarten auf ihre
Reaktivitat hin getestet werden). Wenn sich die vielversprechenden Ergebnisse mit dem
LAMP-Test in einer grof3er angelegten Validierungsstudie bestatigen, kann diese
Methode die komplizierten, zeit- und kostenaufwendigen Schritte der PCR und DNA-
Sequenzierung erubrigen bzw. in den Bereich der Qualitatskontrolle der Tests verlagern.
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Weiterer Forschungsbedarf besteht aul3er im Bereich der Nachweisverfahren besonders
bei der experimentellen Untersuchung des Einflusses von Temperatur und anderen
Umweltfaktoren (z.B. chemische Umweltverschmutzung, Insektizid-Stress) auf
einheimische ebenso wie einwandernde Stechmickenarten (Asiatische Tigermiucke,
Asiatische Buschmiicke). Eine besonders wichtige Frage betrifft dabei, wie diese Arten
miteinander in Konkurrenz treten und wie sich diese Konkurrenz-Verhaltnisse unter
Klimawandel-Szenarien und dem Einfluss verschiedener Krankheitserreger
verandern.

Zusétzlich im Laborexperiment zu klaren ist die Wirksamkeit verschiedener Insektizide
auf die invasiven ,exotischen” Stechmickenarten im Vergleich zu den einheimischen
Stechmiicken und relevanten ©kotoxikologischen Indikator-Arten aquatischer und
terrestrischer Lebensrdume. Hierbei missen insbesondere Temperatureffekte und
maogliche bereits jetzt bestehende Unterschiede (z.B. Resistenzentwicklung) zwischen
verschiedenen Populationen der invasiven Arten in Europa beriicksichtigt werden, um bei
der Bekampfung einer lokalen Population in Hessen (auch unter Beachtung biologischer
Konkurrenz und Kontrolle, s.0.) das ,ideale” Insektizid auswahlen zu kdnnen.

In kontrollierten Freilandexperimenten sollte bereits vor der Ansiedlung invasiver
Stechmuickenarten erprobt werden, mit welchen Methoden Stechmickenpopulationen
auf Friedhdéfen am besten und umweltvertraglichsten kontrolliert und im Bedarfsfall
kurzfristig eliminiert werden kdnnen. Eine wissenschatftlich begleitete Erprobung solcher
Mallnahmen ist im Sinne einer Vorbereitung auf den Fall einer Besiedlung durch die
Japanische Buschmiicke oder die Asiatische Tigermiicke von grof3er Bedeutung, da die
zahlreichen Blumenvasen auf Friedhdfen unzahlige Brutmoglichkeiten fir diese Arten
darstellen. Neben der gesellschaftlichen Akzeptanz von Bek&dmpfungsmal3nahmen sollten
hierbei besonders Aspekte der Nachhaltigkeit und mdglicher unerwiinschter Nebeneffekte
wie z.B. die Wirkung der MafRRnahmen auf einheimische Stechmicken im Mittelpunkt
stehen, die als 6kologische Nischen-Konkurrenz zu den invasiven Stechmiickenarten in
Frage kommen.

Im Falle der Asiatischen Tigermuicke und der Asiatischen Buschmiucke gilt es zudem, (1)
die Kaélteanpassungen der aktuellen Quellpopulationen in Europa und (2) ihre
Populationsdynamik unter verschiedenen Temperatur-Regimes experimentell zu ermitteln
sowie (3) ihre tatsachliche Ausbreitungsfahigkeit im Freiland experimentell zu
bestimmen, um dann (4) auf Grundlage dieser verbesserten biotischen Daten und
aktueller regionaler Klimamodelle realistischere und detailliertere Projektionen Uber ihre
mogliche zukinftige Ausbreitung in Hessen/Deutschland zu erhalten.

Die Kommunikation, Koordination und Zusammenarbeit zwischen Institutionen und
Projekten in Deutschland, die sich mit Vektor-Arthropoden beschaftigen, kann weiter
verbessert werden, um einen zielgenauen und kosteneffektiven Einsatz der Ressourcen
sicherzustellen. Eine wichtige Rolle sollten hier neben den wissenschaftlichen
Fachgesellschaften wie der Deutschen Gesellschaft fur allgemeine und angewandte
Entomologie (DGaaE) und der Deutschen Gesellschaft fir Medizinische Entomologie und
Acarologie (DGMEA) mit ihren Tagungen und Arbeitsgruppen insbesondere die
staatlichen Akteure spielen, die auf Bundes- und Landesebene mit der Organisation und
Durchfihrung von Arbeitstreffen wie z.B. des vom Fachzentrum Klimawandel Hessen im
HLUG 2013 veranstalteten Vektoren-Workshops wichtige Beitrage leisten kdnnen.
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