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I. Einleitung

I.  Einleitung und Problemstellung

Durch Zecken iibertragene Krankheitserreger gewinnen als sogenannte ,,Emerging tick-borne
infections* aufgrund des gestiegenen Offentlichen Interesses an Zecken als Vektoren sowohl
in der Humanmedizin als auch in der Veterindrmedizin immer mehr an Bedeutung (Christova
et al., 2003). Innerhalb der Familie der Anaplasmataceae spielen dabei die Arten Ehrlichia
canis und Anaplasma phagocytophilum fiir die Kleintierpraxis die grofite Rolle. So ist E.
canis als Erreger der kaninen monozytdren Ehrlichiose bedeutend. Obwohl sich das
endemische Vorkommen dieser Art aufgrund der Gebundenheit an den Vektor Rhipicephalus
sanguineus auf warme Klimazonen beschrinkt, gewinnt die Erkrankung in Deutschland als
Reisekrankheit und durch den immer héufiger werdenden Import von Hunden aus
endemischen Gebieten an Relevanz. Aufgrund des regelmdfigen Vorkommens klinisch
inapparenter Infektionen mit E. canis und der unspezifischen Krankheitssymptome gestaltet
sich eine erfolgreiche Diagnosestellung meist sehr schwierig und erfolgt {iblicherweise mittels
indirektem Immunfluoreszenzantikorpertest (IFAT) (Mathew et al., 2000; Suksawat et al.,
2000). Dieser Test zeigt jedoch Kreuzreaktionen mit anderen Ehrlichienarten (Rikihisa et al.,
1992), und es ist nicht moglich, anhand des Vorhandenseins von Antikoérpern auf eine Prisenz
des Erregers zu folgern. Besonders im Hinblick auf therapieresistente Infektionen mit E. canis
ist der direkte Erregernachweis fiir die Uberpriifung des Therapieerfolges unumginglich
(Igbal und Rikihisa, 1994; Neer et al., 1999). Daher ist der Einsatz sensitiver molekular-

biologischer Nachweisverfahren zum direkten Nachweis von E. canis anzustreben.

In Deutschland besitzt auBerdem Anaplasma phagocytophilum, der Erreger der
granulozytidren Ehrlichiose, aufgrund seines zoonotischen Charakters und der weiten
Verbreitung seines Vektors Ixodes ricinus (,,Gemeiner Holzbock*) sowohl human- als auch
veterindrmedizinische Relevanz. Da A. phagocytophilum haufig selbstlimitierende Infektionen
mit spontaner Erregerelimination, aber ldngerer Antikorperprisenz hervorruft (Pusterla et al.,
1997a; Blanco und Oteo, 2002), ist auch hier der alleinige Nachweis von Antikdrpern mittels
IFAT fir eine Diagnose, die als Grundlage fiir eine Therapieeinleitung dienen soll, nicht
ausreichend aussagekriftig. Konventionelle Polymerasekettenreaktion- (PCR-) basierte
Methoden, deren Sensitivitdt meist durch den Einsatz sogenannter geschachtelter PCRs erhoht

wurde, bergen in der Routinediagnostik ein grofes Kontaminationsrisiko und sind zudem
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zeitaufwendig. Insbesondere fiir A. phagocytophilum besallen sie teilweise entscheidende
Mingel in Sensitivitdt oder Spezifitdt (Massung und Slater, 2003). Im Gegensatz dazu bieten
moderne, Real-time PCR-basierte Tests die entscheidenden Vorteile schneller Durchfiihr-

barkeit, hoher Spezifitit und Sensitivitit und eines geringen Kontaminationsrisikos.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Entwicklung und Validierung einer Real-time
PCR fiir E. canis und A. phagocytophilum, sowie deren Anwendung und der Vergleich mit
etablierten Testverfahren anhand einer groferen Anzahl Patienten. Zundchst sollte die
Auswahl geeigneter Zielgene, die Konstruktion spezifischer Primer und Sonden, die
Optimierung und anschlieBende Validierung der neu entwickelten Testverfahren erfolgen.
Hierbei sollten fiir A. phagocytophilum auch bereits publizierte Tests (Pusterla et al., 1999a;
Courtney et al., 2004) einbezogen werden. AnschlieBend sollte die Real-time PCR fiir E.
canis an 244 Blutproben von Hunden aus einem bekannten endemischen Gebiet in Italien
angewendet und die Ergebnisse mit denen des IFAT verglichen werden. Bei der Unter-
suchung auf A. phagocytophilum sollten 205 Hundeblutproben aus Deutschland einbezogen
und ein Vergleich von Real-time PCR, IFAT und Buffy-coat-Ausstrich durchgefiihrt werden.



II. Literaturiibersicht

1. Literaturibersicht

1. Uberblick tiber human- und veterinarmedizinisch relevante Erreger

der Familie Anaplasmataceae

Erreger der Familie Anaplasmataceae, deren Vertreter durchweg obligat intrazelluldre
Bakterien darstellen (Rikihisa, 1991), gewinnen sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Veterindrmedizin immer mehr an Interesse, da sie wursdchlich fiir Krankheiten mit
unspezifischen Symptomen wie Fieber, Abmagerung und verdnderten hdmatologischen
Werten sein kdnnen (Rikihisa, 1991; Dumler und Bakken, 1995). Die im Reich der Bakterien
(Abteilung Proteobakteria, Klasse Alphaproteobakteria) der Ordnung der Rickettsiales
zugeordnete Familie der Anaplasmataceae umfasst die medizinisch relevanten Gattungen

Aegyptianella, Neorickettsia, Anaplasma und Ehrlichia (Dumler et al., 2001; Garrity, 2001).

Die Gattung Aegyptianella beinhaltet Blutpathogene bei Vogeln, Amphibien und Reptilien.
Veterindrmedizinische Bedeutung besitzt in den Tropen und Subtropen die Art A. pullorum,
die sich in den Erythrozyten verschiedener Vogelarten vermehrt. Als Ubertriger fungieren
Lederzecken. Betroffene Tiere entwickeln Fieber, Andmie, Durchfall, allgemeine Schwiche

und Abmagerungserscheinungen (Selbitz, 2002).

Bei der Gattung Neorickettsia besitzt die Spezies Neorickettsia sennetsu humanmedizinische
Relevanz und kommt in Japan und Malaysia vor, wo sie eine Mononukleose-&hnliche
Erkrankung hervorruft (Misao und Kobayashi, 1954). Die Ubertragung auf den Menschen
erfolgt vermutlich durch die Aufnahme roher Fische, die mit dem Erreger infizierte
Trematoden enthalten. Bei experimentell infizierten Méusen verursacht N. sennetsu eine
schwere Erkrankung mit Splenomegalie und Lymphadenopathie, die zum Tod der Tiere fiihrt
(Wen et al., 1996), wihrend die Erkrankung beim Menschen einen milderen Verlauf aufweist
(Rikihisa, 1991). Veterindrmedizinisch relevante Vertreter der Gattung Neorickettsia sind
Neorickettsia helminthoeca und N. risticii. N. helminthoeca wurde erstmals 1950 beschrieben
(Cordy und Gorham, 1950) und gilt als Erreger der ,,Salmon Poisoning Disease®, einer

Erkrankung, die in den USA gelegentlich bei Hunden, Fiichsen und Coyoten nach dem
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Verzehr roher Lachsfische auftritt, die mit dem Erreger infizierte Trematoden (Nanophyetus
salmincola) enthalten. Nanophyetus salmincola weist einen komplexen Lebenszyklus auf, der
Schnecken (Oxytrema silicula) und Salmoniden als Zwischenwirte, sowie Carnivoren als
Endwirte beinhaltet. Das Auftreten der Erkrankung ist somit eng an das Vorkommen der
Schnecken und Salmoniden gebunden und erstreckt sich vor allem von Nordwestkalifornien
bis Siidwestwashington, dem Verbreitungsgebiet von O. silicula (zusammengefasst durch
Rikihisa, 1991). N. risticii, der Erreger des Potomac-Pferdefiebers, stellt, nicht zuletzt
aufgrund wirtschaftlicher Aspekte, in den USA und Kanada einen wichtigen
Krankheitserreger dar (Neer, 1998), wurde aber auch schon in Frankreich und Indien
beobachtet (Ristic, 1990). N. risticii 16st bei infizierten Pferden eine saisonal von Mai bis
November auftretende, fieberhaft verlaufende Erkrankung mit Kolitis und schwerem
klinischen Verlauf aus (Palmer, 1993; Madigan und Pusterla, 2000), die auch als equine
monozytire Ehrlichiose bezeichnet wird (Madigan und Pusterla, 2000). Als Vektoren
fungieren Trematoden. Schnecken der Spezies Juga und Stagnicola sowie aquatische Insekten
(beispielsweise Trichoptera, Odonata, Anisoptera und Plecoptera) kénnen mit N. risticii
infizierte Trematoden enthalten und die Aufnahme des Erregers durch die Pferde erfolgt
wahrscheinlich tiber die Ingestion schneckenhaltigen Grases oder das Trinken trematoden-
bzw. insektenhaltigen Wassers (Barlough et al., 1998; Reubel et al., 1998a; Chae et al., 2000;
Madigan et al., 2000; Madigan und Pusterla, 2000). In seroepidemiologischen Studien wurden
Antikorper gegen N. risticii in endemischen Gebieten der Vereinigten Staaten nicht nur bei
Pferden, sondern auch in Seren von Hunden, Katzen, Coyoten, Schweinen und Ziegen

nachgewiesen (Perry et al., 1989; Magnarelli und Anderson, 1993; Pusterla et al., 2000a).

Medizinisch relevante Erreger der Gattung Anaplasma sind A. phagocytophilum, A. platys
und A. bovis. Sie werden innerhalb der Gattung Anaplasma der ,,Phagocytophilum-Gruppe*
zugeordnet (Dumler et al. 2001) und durch Schildzecken iibertragen. A. bovis, der Erreger der
bovinen Ehrlichiose, wird durch Zecken der Gattungen Hyalomma und Rhipicephalus
ibertragen, parasitiert in Monozyten und Makrophagen von Rindern und kommt im Mittleren
Osten und in Afrika vor (Neer, 1998). Eine wichtige Bedeutung in der Veterindrmedizin hat
zudem A. platys, der Erreger der infektiosen kaninen zyklischen Thrombozytopenie. Die
Erkrankung tritt weltweit in warmen Klimazonen auf, wobei in den europédischen Léndern von
einer Verbreitung in Griechenland (Kontos und Papadopoulos, 1987), Frankreich, Spanien
(Sainz et al., 1999) und Siiditalien (Pennisi et al., 1989) ausgegangen wird. Der Erreger weist

einen ausgepriagten Tropismus fiir Thrombozyten auf, so dass es bei betroffenen Tieren zur
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Ausbildung einer Thrombozytopenie kommt (Harvey et al., 1978). Der Vektor konnte noch
nicht zweifelsfrei identifiziert werden, vermutet wird jedoch, dass Rhipicephalus sanguineus
eine wichtige Rolle bei der Ubertragung spielt (Bradfield et al., 1996; Dumler et al., 2001;
Sparagano et al., 2003). Innerhalb der Gattung Anaplasma findet derzeit sicherlich A.
phagocytophilum die groBte Aufmerksamkeit. Die von dem Erreger verursachte Erkrankung
wird auch der Gruppe der ,newly emerging diseases* zugeordnet. Dieser Erreger der
granulozytiren Ehrlichiose, die bisher sowohl bei Menschen als auch bei Tieren diagnostiziert
werden konnte, wird durch Zecken iibertragen, wobei in den Vereinigten Staaten Ixodes
scapularis und Ixodes pacificus und in Europa Ixodes ricinus (,,Gemeiner Holzbock®) als
Vektoren fungieren (Dumler und Bakken, 1995; Baumgarten et al, 1999). Aufgrund der
weiten Verbreitung der Vektoren nahmen nach Beschreibung der ersten humanmedizinischen
Krankheitsfille in den USA, durch den damals noch als HGE-Agens bezeichneten Erreger,
die Hinweise auf das Vorkommen in Europa rasch zu (Morais et al., 1991; Brouqui et al.,
1995), bevor 1996 der erste molekularbiologische Nachweis in Slowenien gelang (Petrovec et
al. 1997). Die frither zunichst als eigene Spezies angesehenen Erreger des Weidefiebers bei
Wiederkduern, also E. phagocytophila (Gordon et al., 1932; Hudson, 1950; Foggie, 1951), der
Erreger der equinen granulozytdren Ehrlichiose E. equi (Gribble, 1969; Stannard et al., 1969;
Madigan, 1993) und der Erreger der kaninen granulozytiren Ehrlichiose (Greig et al., 1996;
Pusterla et al., 1997b) werden seit kurzem mit dem HGE-Agens zu einer Art, A.
phagocytophilum, zusammengefasst (Dumler et al., 2001). Eine detaillierte Darstellung von A.

phagocytophilum erfolgt in Kapitel 3.

Die Gattung Ehrlichia beinhaltet mit den Arten Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris und E. ruminantium ebenfalls medizinisch wichtige
Erreger (Buller et al., 1999; Gusa et al., 2001; Inokuma et al., 2001a; 2001b; Stich et al.,
2002; Zhang et al., 2003). Diese Arten werden zur ,,Ehrlichia-canis-Gruppe® zusammen-
gefasst (Anderson et al., 1991; Wen et al., 1995; Dumler et al, 2001). Die Ubertragung erfolgt
durch Zecken (Wen et al., 1995; Wen et al 1996). E. ruminantium wurde frither als Cowdria
ruminantium bezeichnet (Dumler et al., 2001), verursacht die ,,Herzwasser-Krankheit* bei
Wiederkéuern in Afrika und der Karibik (Cowdry, 1926; Uilenberg, 1983; Camus et al., 1993)
und wird durch Amblyomma Zecken iibertragen (Bezuidenhout, 1987). Bei E. muris,
urspriinglich aus Médusen und Zecken (Haemaphysalis flava) in Japan isoliert (Wen et
al.,1995; Kawahara et al., 1999), sind bisher keine Krankheitsfille bekannt, es konnten jedoch

in Seren von Japanern ohne klinische Symptome Antikorper gegen diese Ehrlichienart
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nachgewiesen werden (Kawahara et al., 1999). E. ewingii wurde zunichst fiir eine rein
tierpathogene Ehrlichienart gehalten, bis Fragmente der 16S rDNA von E. ewingii aus
Blutproben menschlicher Patienten amplifiziert werden konnten (Buller et al., 1999). Die
Ubertragung erfolgt iiber Amblyomma americanum (Dumler et al.,, 2001). Veterinr-
medizinische Bedeutung erlangte E. ewingii in den USA als Erreger einer milden Form der
kaninen granulozytdren Ehrlichiose, die sich in Form einer Polyarthritis zeigen kann (Ewing
et al., 1971; Stockham et al., 1985). Der Erreger besiedelt neutrophile und eosinophile
Granulozyten, wobei als Vektoren wahrscheinlich A. americanum und Otobius megnini
fungieren (Neer, 1998). Der Erreger der humanen monozytdren Ehrlichiose, E. chaffeensis,
besitzt zoonotischen Charakter. Er konnte in den USA sowohl bei erkrankten Menschen als
auch bei Tieren nachgewiesen werden. Die Ubertragung erfolgt durch Zecken der Arten A.
americanum (,,Lone Star Tick®) und Dermacentor variabilis (Anderson et al., 1993; Dumler
und Bakken, 1995). Der Nachweis bei Tieren gelang sowohl bei experimentell als auch
natiirlich infizierten Hunden, die jedoch im Gegensatz zu erkrankten Menschen meist keine
klinischen Symptome aufwiesen (Dawson und Ewing, 1992; Breitschwerdt et al., 1998b).
Zudem konnte E. chaffeensis erfolgreich bei experimentell infizierten Weiwedelhirschen
(Odocoileus virginianus) sowie Pferden und Nagern nachgewiesen werden (Dawson et al.,
1996b; Telford et al., 1996; Lockhart et al., 1997; Davidson et al., 2001). Innerhalb dieser
Gruppe stellt E. canis den fiir die Veterindrmedizin wohl wichtigsten Erreger dar (Pusterla et
al., 2000a). Humanmedizinische Beachtung fand E. canis, als bei einem Patienten in
Venezuela eine asymptomatische Infektion diagnostiziert wurde, die aufgrund molekular-
biologischer-16S rDNA Untersuchungen E. canis zugeordnet wurde (Perez et al., 1996). Als
Erreger der kaninen monozytiren Ehrlichiose (CME) ist E. canis in warmen Klimazonen
weltweit verbreitet und verursacht bei betroffenen Hunden schwere klinische Erkrankungen

(Neer, 1998). E. canis wird in den folgenden Abschnitten niher beschrieben.

2. Ehrlichia canis

Bei E. canis, dem Erreger der kaninen monozytdren Ehrlichiose (CME) handelt es sich um ein
kleines, oft pleomorphes, gram-negatives, kokkoides bis ellipsoides, obligat intrazelluldres

Bakterium, das intrazytoplasmatisch in Form einer Morula (lat.: Maulbeere) in Monozyten,
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Makrophagen und Lymphozyten infizierter Caniden parasitiert (Nyindo et al., 1971; Troy und
Forrester, 1990; Rikihisa, 1991; Dumler et al., 2001; Mylonakis et al., 2003). Die Bakterien
enthalten im Unterschied zu typischen gramnegativen Bakterien einen geringen Anteil an
Peptidoglykan in der Zellwand, bilden jedoch eine kapseldhnlichen Struktur aus und sind im
Zytoplasma nicht symmetrisch oder gleichméBig verteilt, sondern formen Aggregationen. In
vitro Kultivierung von E. canis erfolgt iiblicherweise in kaninen monozytiren Zelllinien
(DH82). Der Energiestoffwechsel der Ehrlichien stellt einen aeroben, assaccharolytischen
Prozess dar, wobei Glutamin gegeniiber Glutamat als Substrat bevorzugt wird, da die obligat
intrazelluldren Bakterien von der Zellmembran der Wirtszelle umgeben sind und Glutamin
einfacher durch diese Zellmembran penetrieren kann. Glucose oder Glucose-6-Phosphat
konnen nicht verwertet werden, was einen bedeutenden Unterschied zu den nahe verwandten

Chlamydien und Wolbachien darstellt (Rikihisa, 1991).

2.1 Taxonomische Einordnung

E. canis wird innerhalb der Gattung Ehrlichia der ,,Canis-Gruppe* zugeordnet. Diese Gattung
zdhlt zur Familie der Anaplasmataceae, die wiederum der Ordnung Rickettsiales innerhalb der
Klasse der Alphaproteobakteria untergeordnet ist. Diese Klasse wird zur Abteilung der

Proteobakteria im Reich der Bakteria gerechnet (Dumler et al., 2001; Garrity, 2001).

2.2 Wirtsspektrum und Vektoren

Der Lebenszyklus von E. canis umfasst Zecken als Vektoren und Sdugetiere als Wirte. Das
Wirtsspektrum von E. canis umfasst primér alle Mitglieder der Familie Canidae (Neer, 1998).
Fiir eine Infektion empfanglich sind dabei sowohl Wildtiere wie Coyote (Canis latrans),
Européischer Rotfuchs (Vulpes vulpes), Amerikanischer Rotfuchs (Vulpes fulva), Graufuchs
(Urocyon cinereoargenteus), Dingo (Canis lupus familiaris dingo) und Schakal (Canis
mesomelas) als auch domestizierte Hunde (Canis familiaris) (Ewing et al., 1964; Amyx und
Huxsoll, 1973; Price und Karstad, 1980; Neer, 1998; Mason et al., 2001). Diese Tiere
fungieren vermutlich auch als Reservoir flir den Erreger (Mason et al, 2001), wobei es bei

infizierten Hunden zu einer Erregerpersistenz iiber Jahre hinweg kommen kann (Codner und
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Farris-Smith, 1986). Besonders empfénglich fiir eine Infektion mit E. canis gelten Deutsche
Schiferhunde. Als Ursache hierfir wird vermutet, dass ihre zelluldre Immunantwort
schwicher ausgebildet ist als bei anderen Rassen, wogegen keine Unterschiede in der
humoralen Immunantwort festzustellen waren (Nyindo et al., 1980). In Studien war diese
Rasse zahlenmiBig 6fter betroffen als andere Rassen (Harrus et al., 1997; Kuffer-Frank et al.,
1999) und tendierte zur Entwicklung eines schweren klinischen Verlaufes (Nyindo et al.,
1980; Harrus et al., 1997), wihrend im Vergleich dazu Beagles eher milde klinische
Symptomatik zeigten (Nyindo et al., 1980).

Moglicherweise ist das Wirtsspektrum von E. canis sogar breiter. So wurde von einem Fall in
Venezuela berichtet, in dem bei einem Menschen ohne klinische Symptome der
molekularbiologische Nachweis von DNA gelang, deren Sequenz der 16S rDNA identisch
mit der von E. canis war, so dass diese Infektion E. canis zugeordnet wurde (Perez et al.,
1996). Bei drei Katzen gelang zudem aus Blutproben die Isolation von DNA, die zu 100% mit
der Sequenz cines E. canis-Isolates iibereinstimmte. Aufgrund fehlenden Nachweises von
Antikorpern gegen E. canis in den Seren der Tiere und fehlender weitergehender
Untersuchungen miissen diese Ergebnisse jedoch vorsichtig beurteilt werden (Breitschwerdt

et al., 2002).

Als Vektoren fiir E. canis fungieren Zecken, wobei die Schildzeckenart Rhipicephalus
sanguineus (braune Hundezecke; Abb. 1) als Hauptvektor anzusehen ist (Groves et al., 1975;
Neer, 1998; Murphy et al., 1998a). Nachdem sich die Larven oder Nymphen bei ihrer
Blutmahlzeit an mit E. canis befallenen Hunden infiziert haben (Lewis et al., 1977), kénnen
Nymphen und adulte Zecken den Erreger {iibertragen (Neer, 1998). Die transstadiale
Ubertragung von der Zecke auf das Siugetier erfolgt beim Saugakt iiber den Speichel (Harrus
et al., 1997, Zhang et al., 2003). Hunde, die mit R. sanguineus befallen sind, sollen ein
erhohtes Risiko fiir eine Infektion mit E. canis haben (Botros et al., 1995; Murphy et al,
1998a; Trapp et al., 2002). In den USA besitzt moglicherweise Dermacentor variabilis
(amerikanische Hundezecke) eine zusdtzliche Bedeutung als Vektor. So gelang die
experimentelle Ubertragung von E. canis mit Nymphen als erregeraufnehmenden und adulten
Zecken als erregeriibertragendem Agens (Johnson et al., 1998). Die epidemiologische
Bedeutung von D. variabilis als Vektor fiir E. canis ist jedoch unklar. Zudem ist eine
Ubertragung des Erregers von Hund zu Hund iiber Bluttransfusionen moglich, was vor allem

in endemischen Regionen beachtet werden muss (Harrus et al., 1998a). Die in Europa am
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haufigsten vorkommende Zeckenart, Ixodes ricinus (Gemeiner Holzbock), ist kein Vektor fiir
E. canis (Skotarczak, 2003). Zudem misslang die experimentelle Ubertragung von E. canis
mit Otobius megnini (Ewing et al., 1990).

Abb 1: Rhipicephalus sanguineus

2.3 Entwicklungszyklus

Der Lebenszyklus von E. canis involviert eine Zecke als Vektor und ein Saugetier als Wirt,
wobei die Infektion der Sdugetiere durch den Stich infizierter Nymphen oder adulter Zecken
erfolgt, die die Erreger bis zu 155 Tage nach ihrer Infektion iibertragen kdnnen (Lewis et al.,
1977; Neer, 1998). E. canis parasitiert in Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten
befallener Caniden (Mylonakis et al., 2003). Die Larven und Nymphen der Zecken infizieren
sich im Gegenzug bei der Blutmahlzeit an infizierten Hunden (Lewis et al., 1977; Neer,
1998). Die Ubertragung scheint ausschlieBlich transstadial zu erfolgen. Eine transovarielle
Ubertragung von einer Zeckengeneration auf die Nichste wurde bisher nicht nachgewiesen
(Groves et al., 1975). Die Zecken sind somit nicht als echtes Reservoir fiir den Erreger

anzusehen (Neer, 1998).

Die Entwicklung von E. canis innerhalb des Zytoplasmas der Wirtszellen wurde im Zuge der
ersten erfolgreichen in vitro Kultivierung des Erregers bereits 1971 ndher erforscht. Nach
einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurde eine leichte Aufhellung des Zytoplasmas der

9
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Wirtszellen beobachtet und es konnten in vielen Monozyten bereits einzelne sogenannte
Elementarkorperchen beobachtet werden. Nach einer weiteren Inkubationsphase von zwei bis
drei Tagen stieg die Zahl der Elementarkorperchen an. Elementarkérperchen formten nun 0,5
bis 2,5 um grofle, unreife zytoplasmatische Einschliisse (Initialkdrperchen), die pleomorph
waren und aus dicht gepackten Elementarkorperchen bestanden. Wahrend der nichsten sieben
bis zwolf Tage entwickelten sich die Initialkérperchen zu etwa 0,4 um groBen Morulae (reife
Einschlusskorperchen). Die Morulae erschienen grofer als die unreifen Formen, eher oval und
konnten eindeutig voneinander abgegrenzt werden. Als Untereinheiten der Morulae wurden
Elementarkorperchen identifiziert. In diesem Entwicklungsstadium waren viele Monozyten
auf das drei- bis vierfache ihrer urspriinglichen Grofle angewachsen und enthielten bis zu 70
intrazytoplasmatische Morulae. In einigen Monozyten wurden Kolonien freier
Elementarkorperchen detektiert. Wiahrend der zwolf- bis 18-tigigen Inkubationszeit der
Zellkultur wurden die Morulae allméhlich von Vakuolen umgeben (Nyindo et al., 1971). Die
Teilungsprozesse der Elementarkorperchen wurden als bindre Teilungen identifiziert (von

Lowenich und Bogdan, 2001).

In der Zecke erfolgt eine Vermehrung von E. canis in Hdmozyten, Zellen des Mitteldarmes
und Zellen der Speicheldriisen. Dabei werden sowohl ménnliche als auch weibliche Zecken
infiziert. Alle oben fiir die Wirtszellen beschrieben Entwicklungsstadien der Einschluss-
korperchen, und zwar Elementarkorperchen, Initialkdrperchen und Morulae, konnten in
morphologisch dhnlicher Form auch in den Zellen der Zecken identifiziert werden. So wurde
in den Zellen des Mitteldarmes eine starke Vermehrung der Ehrlichien beobachtet, wobei
gleichermallen Elementarkorperchen, Initialkérperchen und Morulae auftraten. Im
Zytoplasma der Hdmozyten schienen Initialkorperchen die dominierende Entwicklungsstufe
zu sein. Die in den Speicheldriisen der Zecken auftretenden groBen Morulae erschienen dicht
gepackt. In den Ovarien der infizierten Zecken konnten keine Erreger nachgewiesen werden.
Dies stiitzt die Annahme, dass keine transovarielle Ubertragung stattfindet (Smith et al.,
1976). Die Ubertragung des Erregers erfolgt mit dem Speichel beim Saugakt infizierter
Zecken an Saugetieren offensichtlich nach Freisetzung der Erreger aus den Zellen der
Speicheldriisen (Smith et al., 1976; Lewis et al., 1977). Die Hdmozyten sind wahrscheinlich
fiir die Verbreitung von E. canis vom Mitteldarm in die Speicheldriisen verantwortlich (Smith

et al., 1976).

10
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2.4 Geographische Verbreitung

Bei E. canis handelt es sich um einen Erreger mit weltweiter Verbreitung (Ewing, 1972; Neer,
1998; Suksawat et al., 2001a), wobei ein gehduftes Auftreten in tropischen und subtropischen
Regionen vorherrscht (Rikihisa, 1991; Neer, 1998). Zum ersten Mal wurde die kanine
monozytdre Ehrlichiose im Jahr 1935 in Algerien beschrieben (Donatien und Lestoquard,
1935), und 1962 zum ersten Mal in den USA beobachtet (Ewing, 1963). Betroffen waren
hierbei vor allem die siidlichen Staaten der USA, der Erregernachweis gelang jedoch auch in
nordostlichen Regionen wie New Jersey und Pennsylvania, sowie in Connecticut (Waddle
und Littman, 1988; Petersen et al., 1989; Magnarelli et al., 1990). Besondere Beachtung fand
der Erreger wihrend des Vietnamkrieges, als viele militdrisch eingesetzte Hunde
Héamorrhagien aufgrund einer E. canis-Infektion entwickelten und der Krankheit zum Opfer
fielen (Huxsoll et al., 1970; Walker et al., 1970; Nims et al., 1971). Der Erreger ist
mittlerweile in fast allen Verbreitungsgebieten seines wichtigsten Vektors, R. sanguineus,
prasent (Mason et al., 2001). Hierzu zdhlen Siidostasien, Japan, Korea, Indien, Sri Lanka,
Afrika, der Mittlere Osten, Nordamerika, Hawaii, Alaska, Zentralamerika und die Karibik
(Ewing 1969; Ewing, 1972; Groves et al., 1975; Keefe et al., 1982). In Europa liegen Berichte
tiber Infektionen mit E. canis aus der Tiirkei (Batmaz et al., 2001), aus Sidfrankreich
(Brouqui et al., 1989), aus Griechenland (Mylonakis et al., 2003), aus Portugal (Bacellar et
al., 1995), aus Spanien (Varela et al., 1997) und aus Italien (Pennisi et al., 1987) vor.
Nachdem der erste Fall von CME in Italien 1987 in Sizilien diagnostiziert worden war,
folgten klinische und serologische Nachweise von E. canis in weiteren italienischen Regionen
wie Apulien, Kampanien, Umbrien, Emilia Romana und der Lombardei, wobei hier
Seropriavalenzen zwischen 1,5% und 60% ermittelt wurden (Pennisi et al., 1993; Voigt et al.,
1993; Baldelli et al., 1994; Vesco et al., 1994; De Caprariis et al., 1995; Baldelli et al., 1996;
Piergili Fioretti et al., 1996; Proverbio et al., 1996). Seroepidemiologische Studien in
endemischen Gebieten der USA zeigten, dass die Infektionsrate der Tiere bis zu 53% betrug

(Rodgers et al., 1989).

In Deutschland ist E. canis derzeit nicht endemisch. Die Einschleppung des Erregers in
gemiBigte Klimazonen erfolgt durch den Import von Tieren oder durch Auslandsaufenthalte
von Hunden in endemischen Gebieten (Gothe, 1998; Pusterla et al., 2000b). Da die
Ubertragung und endemische Etablierung jedoch an das Vorkommen von R. sanguineus

gebunden ist, ist in gemiBigten Klimazonen eine endemische Verbreitung nicht zu erwarten.

11
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2.5 Klinische Symptome und Therapiemdglichkeiten

Die kanine monozytdre Ehrlichiose verlauft in drei Phasen (Harrus et al., 1997). Nach einer
Inkubationszeit von acht bis 20 Tagen kommt es zundchst zu einer akuten Phase der
Erkrankung, in der Symptome wie Fieber, Abgeschlagenheit, Dyspnoe, Anorexie,
Lymphadenopathie und Gewichtsverlust auftreten. Labordiagnostisch sind
Thrombozytopenie, Leukopenie, geringgradige Anidmie und Hypergammaglobulindmie zu
diagnostizieren (Buhles et al., 1974; Kiihn und Gaunt, 1985; Rikihisa, 1991). Nach zwei bis
vier Wochen entwickelt sich eine subklinische Phase ohne klinische Symptome und mit einer
geringgradig ausgepragten Thrombozytopenie, die 40 bis 120 Tage, oder sogar Jahre, dauern
kann, wiahrend der die Tiere persistierend infiziert sind (Codner und Farris-Smith, 1986). Im
Anschluss kann sich als dritte Stufe die chronische Phase entwickeln, bei der wiederum
klinische Symptome in unterschiedlich schwerer Auspriagung auftreten, die neben den
Krankheitserscheinungen der akuten Phase, zusitzlich Himorrhagien, Epistaxis, Odemen oder
ZNS-Symptomen einschlieBen. Die Laborbefunde &hneln denen der akuten Phase.
Komplikationen wihrend dieses Stadiums der kaninen monozytéiren Ehrlichiose (CME) treten
oft im Zusammenhang mit Sekundérinfektionen auf (Buhles et al., 1974; Kuehn und Gaunt,

1985; Rikihisa, 1991; Neer, 1998).

Einer Empfehlung der ,Infectious Disease Study Group of the American College of
Veterinary Internal Medicine* folgend, sollte die Behandlung von CME durch Doxyzyklin
(10 mg/kg Korpergewicht taglich) fiir 28 Tage erfolgen (Neer et al., 2002). Eine Therapie der
akuten CME mit einer Kombination aus Doxyzyklin und Imidocarbdipropionat ist ebenfalls
moglich (Harrus et al., 1997), wihrend Enrofloxazin nicht wirksam ist (Neer et al., 1999).
Studien haben jedoch gezeigt, dass eine Erregerelimination trotz antibiotischer Behandlung
hiufig nicht gelingt (Igbal und Rikihisa, 1994; Wen et al., 1997). Dieses Risiko erscheint
besonders hoch, wenn Tiere nicht in der akuten, sondern erst in der subklinischen oder
chronischen Phase der Erkrankung therapiert werden (Dawson und Ewing, 1992; Harrus et
al., 1998b; Harrus et al., 2004). Da fiir E. canis derzeit keine Vakkzine erhiltlich ist (Felek et
al., 2003), beschranken sich priventive Mafinahmen auf die Zeckenprophylaxe, wenn sich

Tiere in endemischen Gebieten authalten (Kuffer-Frank et al., 1999; Pusterla et al., 2000b).
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2.6 Diagnose der kaninen monozytaren Ehrlichiose

2.6.1 Hamatologie

Bei ciner Infektion mit E. canis kommt es zu mehr oder weniger charakteristischen
Verianderungen der himatologischen Befunde (Buhles et al., 1974; Kiihn und Gaunt, 1985;
Rikihisa, 1991), die eine Verdachtsdiagnose erhdrten konnen. Am héaufigsten wird bei
betroffenen Tieren eine Thrombozytopenie beobachtet (Troy und Forrester, 1990), die in der
subklinischen Phase der Erkrankung weniger ausgeprigt ist als in der akuten und chronischen
Phase (Buhles et al., 1974; Waddle und Littman, 1988). Die Ursachen fiir die auftretende
Thrombozytopenie sind bisher noch unklar, als Griinde wurden jedoch immunmediierte
Zerstorung der Blutpldattchen (Waner et al., 1995), verringerte Produktion (Harrus et al.,
1997), erhohter Verbrauch (Harrus et al., 1997), verkiirzte Lebensdauer (Smith et al., 1974)
oder Sequestration der Blutpléttchen in der Milz (Harrus et al., 1998a) vermutet. Eine
Thrombozytopenie tritt jedoch nicht immer auf und eine Infektion mit E. canis kann nicht
ausgeschlossen werden, wenn die Thrombozytenanzahl im Referenzbereich liegt (Waner et
al., 1997). Das Zihlen der Blutplittchen erscheint jedoch in endemischen Gebieten als
»Screening-Test™ geeignet (Troy und Forrester, 1990), wenn im Anschluss eine Bestitigung

der Infektion mit geeigneten diagnostischen Methoden erfolgt (Bulla et al., 2004).

Aufgrund der Infektion mit E. canis kommt es, wie generell bei Infektionen, zu
Verschiebungen in den Eiweillfraktionen im Serum. Daher kann eine EiweiB3elektrophorese
des Serums ebenfalls zu einer Verdachtsdiagnose fithren. Meist ist hierbei eine polyklonale
Hyperglobulindmie zu beobachten (Harrus et al., 1996). Dieses Verfahren wird in Italien sehr
hiufig als ,,Screening Test™ angewandt um zu tiberpriifen, ob Hunde, die beispielsweise neu
in ein Tierheim kommen, Infektionen aufweisen (Personliche Mitteilung Frau Friz,
Tierheimleiterin der Lega Pro Animale, Italien). Aufgrund der Unzuverldssigkeit und

Unspezifitit scheint dieses Verfahren jedoch ungeeignet, um CME zu diagnostizieren.

2.6.2 Direkter Erregernachweis im Ausstrich

Eine eindeutige Diagnose der CME kann durch den Nachweis von Morulae als

Einschlusskorperchen in Giemsa-gefdarbten Ausstrichen von Vollblut, Buffy-Coat,
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Knochenmarksaspiraten und Milzaspiraten lichtmikroskopisch erfolgen (Beaufils et al., 1995;
Mylonakis et al., 2003; Abb. 2). Der lichtmikroskopische Nachweis gelingt, wenn {iberhaupt,
nur in der akuten Phase der Erkrankung (Huxsoll et al., 1972; Harrus et al., 1998a) und besitzt
je nach Ausgangsmaterial unterschiedliche Sensitivitdt. So wurde bei der Untersuchung von

Ausstrichen aus peripheren Blut teilweise nur eine Sensitivitit von 4 % erreicht (Elias, 1991).

Abb. 2: Morulae von E. canis in einem Monozyten

In einer neueren Studie wurde die diagnostische Sensitivitdt verschiedener Ausgangs-
materialien (Buffy-Coat, Blut, Lymphknoten- und Knochenmarksaspiraten und Material aus
Kulturen) zur zytologischen Diagnostik akuter CME verglichen (Mylonakis et al., 2003).
Hierbei wurden jeweils 1000 Olimmersionsfelder untersucht und die hdchste Sensitivitit bei
der Auswertung von Ausstrichen aus Buffy-Coat-Material (66%) und Lymphknotenaspiraten
(60,9%) erzielt, wihrend die Sensitivitit bei der Untersuchung von Blutausstrichen nur bei
8% lag. Peripheres Blut wurde somit als Ausgangsmaterial fiir die lichtmikroskopische
Untersuchung als ungeeignet beurteilt, um eine Infektion mit E. canis zu diagnostizieren.
Aber auch mit Material aus Kurzzeit-Kulturen und Knochenmark, wurde lediglich eine
unzureichende diagnostische Sensitivitdt von 14,6% bzw. 34% erreicht. Morulae wurden
hdufiger in Lymphozyten als in Monozyten gefunden. Der Vorteil zytologischer
Nachweismethoden wurde in den geringen Kosten und der einfachen Durchfiihrbarkeit
gesehen, wihrend der Grad der Sensitivitit einen deutlichen Nachteil darstellte, durch die

Auswahl geeigneten Untersuchungsmateriales aber stark beeinflusst werden konnte und
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Ausstriche aus peripherem Blut als ungeeignet beurteilt wurden (Mylonakis et al., 2003). In
Thailand beispielsweise stellte die Untersuchung von Blutausstrichen auf das Vorhandensein
von Morulae trotz der Insensitivitidt der Methode den ,,Gold Standard* in der Diagnostik der

Ehrlichieninfektionen dar (Suksawat et al., 2001b).

2.6.3 Serologische Nachweisverfahren

Seit 1972 werden serologische Verfahren zur Diagnostik der CME angewandt (Ristic et al.,
1972), die {iblicherweise auf dem Nachweis von Antikdrpern im indirekten
Immunfluoreszenzantikorpertest (IFAT) beruhen (Mathew et al., 2000; Suksawat et al.,
2000). Dieser Test stellt seither den ,,serologischen Gold Standard* zum Nachweis einer E.
canis-Exposition dar (Waner et al, 2001). Antikdrper gegen E. canis konnen bei
experimentell infizierten Tieren je nach Hohe der eingesetzten infektidsen Dosis oft schon
zwei bis sechs Tage nach der Exposition nachgewiesen werden (Rikihisa et al., 1992; Igbal et
al., 1994). In einigen Fillen dauert es jedoch bis zu 28 Tagen, bis eine Serokonversion
feststellbar ist (Neer, 1998). Llera et al. entwickelten 2002 einen IFAT, bei dem ein
simultaner Test auf Antikérper gegen E. canis und Leishmania infantum moglich ist, was in
Gebieten, in denen beide Erreger endemisch sind, eine Zeit- und Kostenersparnis mit sich
bringen soll. Der Vorteil des IFATs liegt in der hohen Sensitivitit, mit der ein
vorausgegangener Kontakt mit E. canis detektiert werden kann (Wen et al., 1997). Allerdings
kann nicht zwischen aktueller Infektion und friherer Infektion oder Erkrankung mit
anschlieender Erregerelimination differenziert werden (Igbal et al., 1994). Dies stellt vor
allem in endemischen Gebieten ein Problem dar. Ein weiterer Nachteil des IFAT ist die
ausgeprigte Kreuzreaktivitit mit anderen Ehrlichienarten, also die geringe Spezifitét (Perez et
al., 1996; Rikihisa et al., 1992). Eine E. canis Infektion kann von Infektionen mit E.
chaffeensis oder E. ewingii beispielsweise nur durch simultane Western Immunoblot Analyse
(WI) abgegrenzt werden (Rikihisa et al., 1994), was im Verbreitungsgebiet dieser Erreger,
also vor allem in den USA, ein Problem darstellt, in Europa jedoch keine Rolle spielen diirfte.
Durch den zusétzlichen Aufwand, die zusitzlichen Kosten und die hoheren technischen
Anspriiche (Igbal et al., 1994) erscheint der WI nicht als diagnostischer Routinetest geeignet.
Die Kreuzreaktivitit zu A. phagocytophilum ist weniger ausgeprigt und tritt nur im
Zusammenhang mit sehr hohen Antikorpertitern auf (Dumler et al., 1995; Nicholson et al.,

1997). Nicht geeignet ist der IFAT zur Kontrolle des Therapieerfolges einer CME mit
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Antibiotika. Obwohl bei den meisten Tieren nach erfolgreicher Behandlung ein Absinken der
Antikorpertiter zu erwarten ist (Igbal und Rikihisa, 1994), koénnen erhohte
Serumantikorpertiter jedoch auch noch bis zu 15-31 Monate nach erfolgter Therapie auftreten
(Perille und Matus, 1991). Ein Jahr nach Therapiebeginn zeigten bis zu 40 % der Hunde
persistierende Antikorpertiter (Bartsch und Greene, 1996). Fiir die Durchfiihrung und Aus-

wertung der IFATS ist ein Fluoreszenzmikroskop und qualifiziertes Personal erforderlich.

Durch die Entwicklung eines dot-enzyme linked immunosorbant assay (ELISA) sollte die
serologische Diagnostik vereinfacht werden (Waner et al., 2000). Dieser schnell
durchzufiihrende Test ist semi-quantitativ und ermdglicht den Nachweis zirkulierenden
Antigens ohne teure Laboreinrichtung (Ohashi et al., 1998a). Die Sensitivitdt und der Nachteil
des Auftretens von Kreuzreaktionen wurden dhnlich wie bei den IFATs beurteilt (Waner et
al., 2001). Dieser Test findet in der Diagnostik kaum Anwendung, da Probleme entstehen
konnen, wenn in den frithen Stadien der Infektion eine Variabilitit des zirkulierenden
Antigens auftritt, wie sie bei experimentell infizierten Beagles beobachtet wurde (Waner et

al., 1996).

2.6.4 Zellkultur

Die Anzucht und der anschlieBende Nachweis des Erregers in Zellkulturen (Cell Culture
Isolation, CCI) wurde von Igbal und Mitarbeitern (1994) als sensitivster und verldsslichster
Test zum Nachweis kaniner Ehrlichiose angesehen. Die Isolierung von E. canis aus
Monozyten gelang bereits zwei Tage nach experimenteller Infektion von Hunden. Ein
entscheidender Nachteil fiir den Einsatz als Routinetest ist jedoch, dass es 14 bis 34 Tage
dauert, bis das Untersuchungsergebnis vorliegt. Aulerdem limitieren hohe Anspriiche an das
Labor und die hohen Kosten den Einsatz. Zur Uberpriifung des therapeutischen Erfolges beim
Einsatz von Antibiotika erscheint die CCI aufgrund der hohen Sensitivitét jedoch die Methode
der Wahl zu sein (Igbal et al., 1994).
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2.6.5 Molekularbiologische Nachweisverfahren

Aufgrund der geringen Spezifitdit von IFAT und ELISA, der geringen Sensitivitdt von
Hiamatologie und lichtmikroskopischer Untersuchung von Ausstrichen und der aufgrund Zeit-
und Kostenfaktoren eingeschrinkten Eignung der CCI fiir die Routinediagnostik wurden
molekularbiologische, auf der Polymerasekettenreaktion (PCR) basierende Test zum
Nachweis von E. canis entwickelt. Mit diesen modernen Nachweisverfahren konnte der
Erregernachweis bereits vier bis sieben Tage nach erfolgter Infektion erbracht werden (Igbal
et al., 1994; McBride et al., 1996; Wen et al., 1997; Breitschwerdt et al., 1998a; Mathew et
al., 2000; Pusterla et al., 2000a; Inokuma et al., 2001b; Stich et al., 2002)

Igbal und Mitarbeiter entwickelten 1994 die erste speziesspezifische PCR zum Nachweis von
E. canis, die als Zielgen die 16S rDNA verwendete und mit einem universellem bakteriellen
Primer A17 (5’-GTTTGATCATGGCTCAG-3’) und dem Primer EC3 (5’-TTAAAAGCCG
CTCCAAA-3’) ein 600 bp-Produkt ergab. Mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese
(0,7%iges Agarosegel) und anschlieBender Fiarbung mit Ethidiumbromid wurden die PCR-
Produkte unter UV-Licht sichtbar gemacht und lediglich anhand ihrer Grofle verifiziert.
Hierbei wurde DNA verwendet, die aus DH82-Zellen extrahiert wurde, die mit E. canis
infiziert waren. Es wurde nicht liberpriift, ob auch andere Ehrlichienarten ein PCR-Produkt
lieferten. Stattdessen wurde die Spezifitit nur anhand extrahierter DNA aus nicht mit E. canis
infizierten DH82-Zellen iiberpriift. Unter Verwendung von Verdiinnungsreihen der aus
infizierten DH82-Zellen extrahierten DNA wurde filir die PCR eine Nachweisgrenze von 20
pg DNA ermittelt.

Aufgrund der unzureichenden Sensitivitidt und nicht ausreichend {iberpriiften Spezifitit des
obigen PCR-Protokolls entwickelten McBride und Mitarbeiter (1996) ein Nachweisverfahren
mit PCR und anschlieBender Sondenhybridisierung. Die Amplifizierung eines 495 bp-
Produktes der 16S rDNA von E. canis erfolgte mit den Primern EC1 (5-TTATAGCCTCT
GGCTATAGG-3’) und EC2 (5-CACTTTTAACTTACTAGTCC-3’). Wenn das PCR
Produkt im Anschluss lediglich mittels Agarosegelelektrophorese (1,5%iges Agarosegel) und
Féarbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht wurde, wurde eine Sensitivitat
von 320 pg, entsprechend 1,5x10° Organismen ermittelt. Durch zusitzlichen Southern Blot
und Hybridisierung mit einer internen, 297 bp groflen, mit Peroxidase markierten Sonde war

es moglich das PCR-Produkt zu verifizieren und die Nachweisgrenze auf 30 fg zu verringern,
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was etwa 150 E. canis Organismen entspricht. Die Spezifitit der PCR wurde mit nahe
verwandten Ehrlichienarten tberpriift. DNA von E. chaffeensis, A. platys, und N. risticii

wurde nicht amplifiziert.

Eine ,,single-round” PCR, die als Zielgen ebenfalls die 16S rDNA hat, wurde anhand friiher
publizierter Sequenzen der 16S rDNA von E. canis (Anderson et al., 1991) von Pusterla und
Mitarbeitern entwickelt. Die Primer EC1 (5°-CGGACAATTATTTATAGCCTC-3’) und EC2
(5’-CCATTACCTCACCAACTAG-3’) amplifizierten ein 191 bp groBes Fragment. Die PCR-
Produkte wurden mit Hilfe von Agarosegelelektrophorese und Farbung mit Ethidiumbromid
sichtbar gemacht und anschlieBend sequenziert. Es konnte eine in vitro mit E. canis infizierte
Zelle detektiert werden. Weitere Angaben iliber Sensitivitidt und Spezifitit des Tests lagen
nicht vor (Pusterla et al., 2000a).

Die Sensitivitit der PCRs sollte durch den Einsatz von geschachtelten PCRs (,,nested“-PCRs)
erhoht werden. Im Rahmen von Studien iiber E. chaffeensis wurden verschiedene Sequenzen
publiziert und mehrere genus- und speziesspezifische Primer entwickelt. Verschiedene dieser
Primer wurden 1997 von Wen und Mitarbeitern kombiniert, um eine spezifische PCR fiir E.
canis zu entwickeln und auf ihre Spezifitit und Sensitivitat iiberpriifet. Hierbei erfolgte
zundachst mit den Genus-spezifischen Primern ECC (5’-AGAACGAACGCTGGCGGC
AAGCC-3’) und ECB (5’-CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3’) die Amplifikation eines
478 bp-Fragments der 16S rDNA. Dieses PCR-Produkt wurde dann als Template in die
zweite PCR eingesetzt, in der mit den Spezies-spezifischen Primern HE-3 (5’-TATAGGTA
CCGTCATTATCTTCCCTAT-3’) und ECA (5’-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAG
GAA-3) ein 389 bp-Fragment der 16S rDNA von E. canis amplifiziert wurde, das mittels
Agarosegelelektrophorese und Féarbung mit Ethidiumbromid wund anschlieBender
Hybridisierung verifiziert wurde. Die Sensitivitdt dieses Protokolls wurde mit 0,2 pg E. canis-
DNA ermittelt. Die Spezifitit wurde anhand nahe verwandter Ehrlichienspezies (E.
chaffeensis, E. muris, N. helminthoeca und SF Agens) iberpriift, wobei in der zweiten
Reaktion nur E. canis ein PCR-Produkt lieferte (Anderson et al., 1992; Dawson et al., 1996a;
Wen et al., 1997).

Breitschwerdt und Mitarbeiter (1998a) entwickelten eine ,,semi-nested* PCR, die als Zielgen
die 16S rDNA hat. Hierbei wurde die erste Amplifikation mit den Primern GE2f (5’-GTTA
GTGGCATACGGGTGAAT-3’) und ECI19 (5’-AAGGATCCACTCATCGTTTACAGCG
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TGG-3’) durchgefiihrt, wobei ein 780 bp grofles Fragment entstand. Bei der zweiten PCR
wurde der Primer EC19 durch den Primer GE7r (5’-CCGTATCTCAGTTCCAGTGTG-3)
ersetzt und ein 220 bp groBes Produkt amplifiziert, das im Anschluss durch Agarosegel-
elektrophorese und Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht verifiziert wurde. Der
Primer GE2f wurde nach eigenen Recherchen bereits frither von Dawson und Ewing (1992)
verwendet und aus der Literatur iibernommen. Uber Sensitivitit und Spezifitit dieser PCR

liegen keine Angaben vor.

Eine weitere Modifikation in der Entwicklung einer PCR fiir den Nachweis von E. canis
stellte die Publikation einer PCR mit biotinylierten Primern dar. Es wurden bereits frither
entwickelte Primer (Dawson et al., 1996a; Murphy et al., 1998a) verwendet. In einem zweiten
Versuchsansatz wurde einer der beiden Primer mit Biotin markiert, das gereinigte PCR-
Produkt auf eine Nylon-Membran geblottet und das Biotin-markierte PCR-Produkt mittels
einer immunologischen Reaktion mit anti-Biotin-Antikdrpern detektiert. Die Sensitivitit beim
Einsatz der biotinylierten Primer war um den Faktor 10 bis 100 hoher als ohne Labeling,
wobei 6,4 ng PCR Produkt nachgewiesen werden konnten. Die Spezifitit wurde mit den nahe
verwandten Spezies E. chaffeensis und A. platys iiberpriift, wobei keiner der beiden Erreger
ein PCR-Produkt ergab, womit Spezifitdt und Sensitivitidt dhnlich wie beim Ersatz von
,hested“-PCRs (Wen et al.,, 1997) und PCRs mit anschlieBender Sondenhybridisierung
(McBride et al., 1996) beurteilt wurden. Der Vorteil dieser PCR gegeniiber PCR/CH oder
nested-PCR wurde in der schnelleren und weniger kostenintensiven Durchfiihrung gesehen
(Mathew et al., 2000). Der Arbeits- und Kostenaufwand fiir das Labeling, das Blotting und

die Immunreaktion diirfen jedoch nicht iibersehen werden.

Die erste PCR fiir E. canis, die als Zielgen nicht die 16S rDNA hat, wurde 2001 von Inokuma
und Mitarbeitern verdffentlicht. Hierbei wurden mehrere genus- und speziesspezifische
Primersets entwickelt, um moglichst gro3e Fragmente des Gens fiir die Citrat Synthase (gltA),
das erste Enzym des Zitratzyklus, zu amplifizieren. So konnte unter anderem ein 1251 bp
grofBer Abschnitt des gltA-Genes von E. canis identifiziert werden. Diese PCR wurde zur
Durchfiihrung phylogenetischer Analysen verschiedener Ehrlichienspezies anhand moglichst
langer Sequenzabschnitte entwickelt (Inokuma et al., 2001b). Aufgrund der Grée der PCR-
Produkte und fehlender Angaben liber Spezifitdt und Sensitivitit des Tests ist eine Eignung

fiir die Diagnostik fraglich.
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Das Gen fiir ein 30 kDa grofles Memnranprotein von E. canis, das sogenannte p30-Gen,
wurde von Stich und Mitarbeitern fiir ein ,,nested“-PCR Protokoll verwendet. Dieser Test
wurde eigens fiir die Detektion von E. canis in kaninem Blut und Zecken entwickelt.
Basierend auf Vergleichen mit den Sequenzen des p28-Genes von E. chaffeensis wurden
spezies-spezifische Primersets konstruiert. Die erste Reaktion wurde mit den Primern ECA30-
353S (5’-CATGATTGGGATGGAAGTCCAATAC-3") und ECA30-597A (5’-ATGGCTG
CCGATGTGTGATG-3’) durchgefiihrt, die zweite mit den Primern ECA30-384S (5’-ATAA
ACACGCTGACTTTACTGTTCC) und ECA30-583A (5’-GTGATGAGATAGAGCGCAG
TACC), welche ein 200 bp grofles Fragment amplifiziert, das mit Hilfe von Ethidiumbromid-
gefdarbten Agarosegelen sichtbar gemacht wurde. Die Sensitivitit des p30 Assay erwies sich
als um den Faktor 100 bis 1000 hoher als bei der PCR nach Wen et al. (1997). Die Spezifitit
wurde gegeniiber den nahe verwandten Ehrlichienarten E. chaffeensis, E. muris und HGE
Agent Ulberpriift. Nur mit E. canis ergab sich ein nachweisbares PCR-Produkt (Stich et al.,
2002).

Traditionelle ,,single-round“ PCRs konnen aufgrund der gezeigten geringeren Sensitivitét
gegeniiber modifizierten Verfahren oder ,,nested“-PCRs keine zufriedenstellenden Ergebnisse
in der Diagnostik von E. canis liefern (McBride et al., 1996; Wen et al., 1997; Mathew et al.,
2000; Stich et al.,, 2002). ,Nested“ Techniken, Biotin-Labeling und anschlieBender
immunologischer Nachweis sowie Sondenhybridisierung im Anschluss an die PCR bringen
jedoch einen nicht unerheblich héheren Arbeits- und Kostenaufwand mit sich. Deswegen ist
die Entwicklung sensitiver und zugleich schnell durchzufiihrender Tests anzustreben. Zudem
hat sich aufgrund von Sequenzvergleichen gezeigt, dass die 16S rDNA innerhalb des Genus
Ehrlichia viele konservierte Bereiche aufweist, was die Konstruktion speziesspezifischer
Primer erschwert (siche auch Kap. 4.6.5), weshalb andere Gene, fiir die
Sequenzinformationen verfiigbar sind, bei der Entwicklung neuer molekularbiologischer

diagnostischer Verfahren beriicksichtigt werden sollten.
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3. Anaplasma phagocytophilum

Bei A. phagocytophilum, dem Erreger der granulozytiren Ehrlichiose, handelt es sich um
kleine (0,2-2 pm), gram-negative, kokkoide bis ellipsoide, oft pleomorphe und obligat
intrazelluldr parasitierende Bakterien, die Leukozyten ihrer Wirtstiere infizieren. Hierbei sind
zwel Strukturformen zu beobachten: eine groBere, retikuldre Form und eine kleine, dichte
Kernform, die kondensiertes Protoplasma enthdlt (Rikihisa, 1991; Chen et al., 1994; Neer,
1998; Dumler et al.,, 2001). In infizierten Zellen sind lose gepackte kleine Morulae als
Einschlusskorperchen nachweisbar, die iiblicherweise einen Durchmesser von 1,5 bis 2,5 pm
haben, aber auch eine Gréfle von bis zu 6 pm erreichen konnen (Rikihisa, 1991; Popov et al.,
1998). Eine erfolgreiche Kultivierung von A. phagocytophilum kann in Zellkultur mit von
Zecken stammenden IDES- und ISE6-Zellen oder der humanen Zelllinie HL-60 erfolgen
(Goodman et al., 1996; Munderloh et al., 1996; Munderloh et al., 1999). Der
Energiestoffwechsel verlduft analog E. canis (Rikihisa, 1991).

3.1 Taxonomische Einordnung

Zunéchst wurde das Genus Ehrlichia in drei Gruppen eingeteilt, wobei E. phagocytophila, E.
equi und der Erreger der Humanen Granulozytidren Ehrlichiose (genannt HGE-Agens) als
separate Spezies angesehen wurden und zur E. phagocytophila-Gruppe zihlten, bis es 2001
zur bereits erwdhnten Neuordnung innerhalb der Rickettsiales kam. Seither sind alle drei
Erreger aufgrund ihrer phylogenetischen und phénotypischen Eigenschaften innerhalb der
Familie der Anaplasmataceac und der Gattung Anaplasma unter der Spezies A.

phagocytophilum zusammengefasst (Dumler et al., 2001).

3.2 Wirtsspektrum und Vektoren

Das Wirtsspektrum von A. phagocytophilum umfasst sowohl zahlreiche Haus-, Nutz- und
Wildtierarten als auch den Menschen. Betroffene Haus- und Nutztiere sind Pferde, Hunde,

Katzen, Schafe, Rinder, Bisons und Lamas. Eine experimentelle Infektion gelang zusétzlich
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bei Meerschweinchen, Primaten und Maiusen (Neer, 1998; Bjoersdorff et al., 1999). Als
Erregerreservoir fiir A. phagocytophilum gelten Wildtiere. In Europa sind dies vor allem
Rotwild (Cervus elaphus), Rehe (Capreolus capreolus), Gemsen (Rupicapra rupicapra),
Rotfiichse (Vulpes vulpes) und kleine Nagetiere (Alberdi et al., 2000; Liz et al., 2000; 2002;
Petrovec et al., 2002), wihrend in den USA die Weifu-Hirschmaus (Peromyscus leucopus)
und WeiBwedelhirsche (Odocoileus virginianus) als Hauptreservoir gelten (Telford et al.,
1996; Kim et al., 2002; Munderloh et al., 2003). Beim Menschen wurde der Erreger erstmals
1994 dokumentiert (Bakken et al., 1994). Mittlerweile werden Ehrlichieninfektionen beim
Menschen als ,,Emerging tick-borne infections*, mit einer zunehmenden Zahl an Féllen in den
USA und Europa, betrachtet (Christova et al., 2003). Wéhrend es sich beim Menschen meist
um eine selbstlimitierende Erkrankung handelt, liegen Berichte iiber persistierende
Infektionen bei Wiederkduern und Nagetieren vor (Dumler und Bakken, 1996; Stuen et al.,

1998; Stafford et al., 1999).

Als Vektoren fiir A. phagocytophilum fungieren Zecken der Familie Ixodidae. In den USA
erfolgt die Ubertragung durch den Stich von Zecken der Arten Ixodes scapularis und Ixodes
pacificus, wihrend in Europa Ixodes ricinus, der gemeine Holzbock, als Vektor identifiziert
wurde (Daniels et al., 1997; Reubel et al., 1998b). Experimentell konnte sowohl die
Ubertragung des Erregers vom infizierten Siugetier (Schaf) auf Zecken (Ixodes ricinus), als
auch von infizierten Zecken auf das Wirtstier bewiesen werden (Ogden et al., 2003). I. ricinus
stellt in Europa die héufigste Zeckenart mit einer Verbreitung von Portugal bis zum
kaspischen Meer dar (Eckert et al., 2005) und besitzt ein extrem weites Wirtsspektrum, das
neben Haus- und Nutztieren auch viele Wildtiere wie beispielsweise Vogel, Eidechsen, Igel,
kleine Siugetiere, Rehe und Fiichse umfasst (Gray, 2002). Die Ubertragung von A.
phagocytophilum erfolgt transstadial (Telford et al., 1996). In Zecken der Spezies
Dermacentor reticulatus konnte der Erreger der granulozytiren Ehrlichiose bei einer
Untersuchung in Osterreich nicht nachgewiesen werden, wihrend der Nachweis in I. ricinus

erfolgreich war (Sixl et al., 2003).

3.3 Entwicklungsszyklus

Bei A. phagocytophilum handelt es sich um einen durch Zecken {iibertragenen Erreger
(Dumler et al., 2001) mit zoonotischem Potential (Madigan et al., 1995). Der Lebenszyklus
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von A. phagocytophilum erfasst Schildzecken als Vektoren und Sdugetiere. Wildtiere werden
als natiirliches Reservoir angesehen (Polin et al., 2004). Der Erreger parasitiert in Leukozyten
infizierter Wirtstiere (Neer, 1998), wobei die Ubertragung vermutlich durch den Speichel
infizierter Zecken beim Saugakt erfolgt (Ogden et al., 2003).

Bei der Adhésion an die Wirtszelle spielt ein Oberflachenprotein (msp2) eine entscheidende
Rolle, wobei als Rezeptor der P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) fungiert (Goodman
et al., 1999; Herron et al.,, 2000; Park et al., 2003). Nach der Aufnahme infektioser
Elementarkorperchen in die Zelle erfolgt die Vermehrung durch Zweiteilung und die
Entwicklung von Initialkdrperchen. Aus einem Initialkdrperchen (1 bis 1,5 pm) entwickelt
sich dann innerhalb von einigen Tagen eine Morula (1,5 bis 6 um). In einer Wirtszelle kdnnen
mehrere Morulae vorhanden sein (von Loewenich und Bogdan, 2001). Die Vermehrung der
Organismen findet hauptsidchlich in neutrophilen und eosinophilen Granulozyten statt,
wihrend Monozyten und Lymphozyten sekundire Wirtszellen fir A. phagocytophilum
darstellen (Streit, 1993).

Die Ubertragung des Erregers von den Zecken auf die Siugetiere erfolgt ausschlieBlich
transstadial (Telford et al., 1996), wobei sowohl eine Ubertragung der Erreger von Zecken der
Art I. ricinus auf Schafe als Wirtstiere, als auch umgekehrt experimentell bewiesen ist (Ogden
et al., 2003). Die Entwicklung innerhalb der Zecken wurde bislang nicht nédher erforscht.
Aufgrund der Zugehdrigkeit zur Familie Anaplasmataceae ist jedoch anzunehmen, dass die
Entwicklung, Vermehrung und Verbreitung in Zecken sowie die Ubertragung auf Siugetiere

ahnlich wie bei E. canis verlauft (Kap. 2.3).

3.4 Geographische Verbreitung

Der Erreger der granulozytdren Ehrlichiose, A. phagocytophilum ist in den USA, Kanada,
Europa, Afrika und Asien verbreitet (Neer, 1998; Madigan und Pusterla, 2000). Zum ersten
Mal wurde er 1940 als infektioses Agens des ,,Zeckenfiebers®, einer Erkrankung bei
Wiederkéuern, die bereits 1932 beschrieben wurde (Gordon et al.,1932), identifiziert (Gordon
et al., 1940).
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In den USA wurde die Erkrankung erstmals 1961 bei Pferden in Nordkalifornien
dokumentiert (Gribble, 1969). Sie wurde anschlieend mit zunehmender Héufigkeit auch in
Washington, Oregon, New Jersey, Colorado, Illinois, Minnesota, Connecticut, Florida und
Wisconsin diagnostiziert (Madigan und Pusterla, 2000). Das Infektionsspektrum beschriankte
sich hierbei nicht auf Pferde. Der Infektionsnachweis gelang zudem bei Hunden (Magnarelli
et al., 2001). Die ersten Fille in der Humanmedizin in den USA (Minnesota-Wisconsin-
Region) wurden 1994 dokumentiert (Bakken et al., 1994). Bei Pferden gibt es bestitigte Fille
auBBerhalb der USA in Kanada, Brasilien und Europa (Madigan und Pusterla, 2000).

Bei Hunden in Europa wurde granulozytire Ehrlichiose zunichst in Schweden (Johansson et
al., 1995; Egenvall et al., 1997) und anschlieBend auch in Slowenien (Tozon et al., 2003)
nachgewiesen. Bei Haus-, Wild- und Nutztieren konnte A. phagocytophilum in Europa zudem
in Italien (Manna et al., 2004), Spanien (Oporto et al., 2003), Norwegen (Stuen et al., 2002),
Osterreich (Polin et al., 2004), der tschechischen Republik (Petrovec et al., 2003) und in der
Schweiz (Liz et al., 2002) nachgewiesen werden. Der molekularbiologische Erregernachweis
beim Menschen gelang fiir Europa erstmals 1996 in Slowenien (Petrovec et al., 1997),
Weitere Infektionen des Menschen in Europa wurden in der Schweiz (Brouqui et al., 1995),
den Niederlanden (Van Dobbenburg et al., 1999), Spanien (Oteo et al., 2000), Schweden,
Norwegen (Bjoersdorff et al., 1999), Kroatien (Misic-Majerus et al., 2000), Osterreich
(Walder et al., 2003) und Polen (Tylewska-Wierzbanowska et al., 2001) beschrieben.

In Deutschland wurde der erste Fall granulozytirer Ehrlichiose 1984 bei einem Pferd
dokumentiert (Biischer et al., 1984). Beim Menschen wurde der serologische Nachweis von
Antikorpern gegen A. phagocytophilum in einer Studie anhand Serumproben von
Forstarbeitern erbracht, die hierbei hohere Titer aufwiesen als Personen aus der selben
Region, die zu keiner Risikogruppe zdhlten (Fingerle et al., 1997). In Baden-Wiirttemberg
konnten ebenfalls bei 5% bis 16% der Forstarbeiter Antikérper gegen A. phagocytophilum
nachgewiesen werden (Oehme et al., 2002). Direkte Erregernachweise beim Menschen

wurden fiir Deutschland bislang noch nicht dokumentiert.

Seroepidemiologische Studien in Europa ergaben bei untersuchten Wildtieren Pravalenzen
von bis zu 74% (Petrovec et al., 2003). Untersuchungen von Zecken mittels PCR zeigten in
Deutschland eine Durchseuchungsrate von 1% bis 2,3% (Baumgarten et al., 1999; Fingerle et
al., 1999; Hildebrandt et al., 2003; Hartelt et al., 2004) und in der Schweiz Pravalenzen von

1,3 % in den untersuchten Zecken (Pusterla et al., 1999b), wihrend in Osterreich mit 5,1 bis
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8,7% deutlich hohere Werte ermittelt wurden (Sixl et al., 2003; Polin et al., 2004). Generell
konnten fiir gesaugte Zecken hohere Pravalenzen ermittelt werden als filir niichterne Zecken

(Baumgarten et al., 1999).

3.5 Klinische Symptome und Therapiemoglichkeiten

Die granulozytire Ehrlichiose ist eine fieberhaft verlaufende Erkrankung mit meist
unspezifischen klinischen Symptomen (Fingerle et al., 1997). Bei der humanen
granulozytdren Ehrlichiose (HGE) handelt es sich meist um ecine selbstlimitierende
Erkrankung, wobei es den Anschein hat, dass die Krankheit in Europa einen weniger
schweren Verlauf nimmt als in den USA. Die Erkrankung verlduft in Europa oft subklinisch
und hat eine giinstige Prognose, wihrend in den USA schwere Verldufe mit todlichem
Ausgang dokumentiert sind. Nach einer Inkubationszeit von zwei bis sieben Tagen sind die
Hauptsymptome oft grippe-dhnlich und umfassen Fieber, Myalgien und Kopfschmerzen.
Desweiteren treten Konjunktivitis, Lymphadenopathie, Manifestationen im Atmungs- oder
Gastrointestinaltrakt, sowie gelegentlich Hepatomegalie und Splenomegalie auf (Goodman et
al., 1996; zusammengefasst durch Blanco und Oteo, 2002). Die Therapie erkrankter
Menschen erfolgt mittels Antibiotika, und zwar haben sich Doxyzyklin (100mg 2mal téglich),
Rifampizin und Fluoroquinolone als wirksam erwiesen, wobei Doxyzyklin aufgrund des
Reservecharakters der beiden anderen Wirkstoffe das Mittel der Wahr darstellt. Nicht
wirksam sind Clindamycin, Trimethoprim-Sulfonamide, Ampicillin, Amoxicillin,

Erythromycin, Chloramphenicol und Gentamycin (Klein et al., 1997; Horowitz et al., 2001).

Die granulozytare Ehrlichiose bei Rindern und Schafen wird auch als ,,Zeckenfieber” oder
»Weidefieber bezeichnet und tritt saisonal auf (Gordon et al., 1940; Pusterla et al., 2000b).
Klinisch fallen die Tiere durch sehr hohes Fieber, Apathie, Bewegungsunlust, Anorexie,
respiratorische Symptome und verringerte Milchleistung auf. Bei Schafen wurden zudem
Aborte und andere Fruchtbarkeitsprobleme beobachtet (Pfister et al., 1987; Stuen et al., 2002).
Héamatologische Verdnderungen beinhalten Leukopenie, Thrombozytopenie und milde
Andmie (Liz, 1994; Pusterla et al., 1997a). Die Patienten sprechen sehr gut auf die
Behandlung mit Oxytetrazyklin (10 mg/kg Korpergewicht intravends iiber 3 bis 5 Tage verab-

reicht) an. Innerhalb von zwolf bis 24 Stunden nach Therapiebeginn kommt es zur
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Riickbildung der klinischen Symptome und zur Elimination der Erreger (Vaughan, 1988;
Argenté et al., 1992).

Die equine granulozytare Ehrlichiose (EGE) stellt eine saisonale, iiblicherweise selbst-
limitierende Erkrankung dar (Gribble, 1969; Madigan, 1993). Klinische Symptome treten
nach einer Inkubationszeit von zehn bis zwanzig Tagen auf und umfassen Fieber, Lethargie,
Anorexie, Gliedmaflenddeme, Ataxie und Bewegungsunwilligkeit. Jiingere Tiere unter drei
bis vier Jahren erkranken weniger schwer. Himatologische Befunde sind Anédmie, Leuko-
penie und Thrombozytopenie (Gribble, 1969; Madigan und Gribble, 1987). Eine erfolgreiche
Therapie mit Erregerelimination bei erkrankten Pferden ist mit Oxytetrazyklin (7 mg/kg
Korpergewicht intravends liber 7 Tage verabreicht) mdglich. Vorbeugende MalBnahmen

beschrinken sich auf die Zeckenprophylaxe (Pusterla et al., 2000b).

Klinische Symptome der kaninen granulozytaren Ehrlichiose (CGE) treten nach einer
Inkubationszeit von vier bis elf Tagen auf. Es handelt sich um unspezifische Symptome wie
Fieber, Lethargie, Anorexie, Erbrechen und Durchfall. Labordiagnostisch sind Andmie,
méfBige Thrombozytopenie, Lymphopenie und Eosinopenie auffillig (Skotarczak, 2003).
Antibiotika der Wahl zur Behandlung erkrankter Hunde sind Tetrazykline. Nach
Verabreichung von Doxyzyklin (10-20 mg/kg Korpergewicht peroral iiber 10 bis 14 Tage
verabreicht) kommt es sehr rasch zu einer Regression der klinischen Symptome (Woody und
Hoskins, 1991) und, im Gegensatz zu E. canis, zu einer erfolgreichen Erregerelimination.
Prophylaktische Maflnahmen beschrédnken sich auf die Zeckenabwehr, da keine Vakkzine

erhéltlich ist (Pusterla et al., 2000b).

3.6 Diagnostik

3.6.1 Hamatologie

Bei einer Infektion mit A. phagocytophilum kommt es neben den meist unspezifischen
klinischen Symptomen zu Verdnderungen der hématologischen Laborbefunde, die eine
Verdachtsdiagnose erhédrten konnen. Hierbei treten Hypoproteindmie, Hypoalbuminédmie,
erhohte Serumaktivitdt von Alkalischer Phosphatase und Amylase auf. Zudem k&nnen
Proteinurie und  Bilirubinurie  diagnostiziert werden. Am  hiufigsten werden
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Thrombozytopenie, Andmie und Leukopenie mit Neutro- und Lymphopenie beobachtet
(Greig et al., 1996; Skotarczak, 2003). Die Ursache fiir die Andmie wird in einer héheren
Zerstorungsrate oder gestorter Erythropoese vermutet (Buhles 1975; Pusterla et al., 1997a),
wihrend der Leukopenie moglicherweise eine Suppression der Produktion im Knochenmark
(Greig et al., 1977) oder die Zerstorung infizierter Zellen zugrunde liegt (Hudson, 1950). Die
Thrombozytopenie wird vermutlich durch erhéhten Verbrauch und Zerstérung der

Blutplittchen in der Milz verursacht (Pusterla et al., 1997a).

3.6.2 Direkter Erregernachweis im Ausstrich

Wihrend des Auftretens klinischer Symptome kdnnen in nach Giemsa oder Wright gefarbten

Blutausstrichen charakteristische zytoplasmatische Einschlusskdrperchen in Granulozyten
(Abb. 3) nachgewiesen werden (Madigan und Gribble, 1987; Rikihisa, 1991).

Abb. 3: Morulae von A. phagocytophilum in einem Granulozyten

Bei experimentell infizierten Rindern wurden Morulae in den Leukozyten fiinf bis acht Tage
nach der Infektion fiir sechs bis 14 Tage nachgewiesen. Wihrend der Phase der Parasitimie
variierte der Prozentsatz infizierter Zellen von 1 bis 30%. Die maximale Infektionsrate wurde
am zweiten, dritten oder vierten Tag der Parasitdmie erreicht und betrug 7,5 bis 30%, wobei
der Nachweis der Morulae vor allem in neutrophilen Granulozyten gelang, wihrend

Eosinophile und Monozyten zu einem geringeren Anteil betroffen waren. Wahrend der akuten
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Phase der Erkrankung bestanden die infizierten Zellen zu 92 bis 99% aus Neutrophilen und zu
1 bis 8% aus Eosinophilen. Ab Tag vier bis sechs betrug der Anteil infizierter Monozyten an
der Gesamtzahl infizierter Zellen 0,5 bis 2,5%, wobei die Infektion dieses Zelltyps bis zum
Ende der Ehrlichimie persistierte (Pusterla et al., 1997a). In anderen Studien mit
Wiederkduern wurde eine deutlich hohere maximale Infektionsrate der Leukozyten von 6 bis
72% (Tuomi, 1967) bzw. 46 bis 64% (Liz, 1994) erhoben. Der Nachweis von Morulae in den
Granulozyten jedoch auch bei nachgewiesener Infektion nicht immer erfolgreich (Aguero-
Rosenfeld et al., 1996, Bakken et al., 1996), wobei der Nachweis von A. phagocytophilum im
Blutausstrich offenbar héufiger gelingt als der von E. canis (Leutenegger et al., 2002). Bei
experimentell infizierten Hunden gelang der Nachweis von Einschlusskorperchen in

Neutrophilen vier bis 14 Tage post infectionem fiir vier bis acht Tage (Egenvall et al., 1998).

3.6.3 Serologische Nachweisverfahren

Der serologische Nachweis von A. phagocytophilum beruht iiblicherweise auf dem Nachweis
spezifischer Antikorper im IFAT. Zunédchst wurde ein Test zur Detektion von Antikdrpern
gegen A. phagocytophilum bei Pferden entwickelt (Nyindo et al., 1978). Aufgrund starker
Reaktionen Ehrlichiose-verdachtiger Hunde in dem urspriinglich fiir Pferde entwickelten
IFAT wurde vermutet, dass derselbe oder ein nahe verwandter Erreger fiir Krankheitsfélle bei
Hunden und Pferden in Schweden verantwortlich war (Artursson et al., 1994). Im Gegensatz
zum IFAT fur E. canis, bei dem eine Kreuzreaktivitit zu den nahe verwandten Arten E.
chaffeensis, E. canis, E. ewingii, N. risticii und N. sennetsu besteht, stellen Kreuzreaktionen
beim IFAT fiir A. phagocytophilum offenbar kein Problem dar (Dumler et al., 1995). Der
Nachweis spezifischer Antikorper gelingt sechs bis elf Tage nach der Infektion, wobei die
positiven Titer bei unbehandelten Tieren 120 bis 180 Tage persistieren (Liz, 1994; Pusterla et
al., 1997a). Da es bei manchen Patienten nach einer Infektion mit A. phagocytophilum jedoch
offensichtlich zu einer langsamen Immunantwort kommt (Bakken et al., 1996; Zhi et al.,
1997), sind wihrend der akuten Phase der Erkrankung falsch negative Ergebnisse im IFAT zu
erwarten (Massung et al., 1998). Mittels eines einzelnen IFAT-Ergebnisses kann keine
Differenzierung zwischen aktueller Infektion und alleinigem Kontakt bzw. friitherer Infektion
mit einem Erreger erfolgen (Igbal et al., 1994). Um eine tatsichlich vorliegende akute
Infektion zu diagnostizieren, ist die Untersuchung von Serumpaaren und der Nachweis eines

Titeranstieges notig (Madigan et al.,, 1990). Die Durchfiihrung eines IFAT stellt hohe
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Anspriiche an das Labor und erfordert ein Fluoreszenzmikroskop sowie ausgebildetes

Personal (Zhi et al., 1998).

Die Entwicklung eines ELISA sollte die Diagnostik von A. phagocytophilum-Infektionen
objektivieren. Dabei wurde festgestellt, dass rekombinantes p44 Antigen fiir die Detektion
von Antikorpern gegen A. phagocytophilum im ELISA eingesetzt werden kann und mit IFAT
und Western Immunoblot iibereinstimmende Ergebnisse lieferte. Der Test wurde als sensitiv,
spezifisch und reproduzierbar beurteilt (Magnarelli et al., 2001). Dennoch finden in der

Routinediagnostik weiterhin sehr haufig IFAT und seit kurzem auch PCRs ihren Einsatz.

3.6.4 Zellkultur

Eine erfolgreiche Kultivierung von A. phagocytophilum kann in Zellkulturen von Zecken
(IDE8 und ISE6) oder der humanen Zelllinie HL-60 erfolgen (Goodman et al., 1996;
Munderloh et al., 1996; Munderloh et al., 1999), was in der Vergangenheit primir zur
Charakterisierung wichtiger Antigene und der Identifizierung der Verwandtschaft des
Erregers zu anderen obligat intrazelluldren Rickettsien genutzt wurde (Murphy et al., 1998b).
Der Erregernachweis mittels Zellkultur (CCI) dauert mit bis zu einem Monat sehr lange
(Rikihisa, 1991; Massung et al., 1998), so dass ein Einsatz in der Diagnostik nicht praktikabel
ist. Zudem wurde die diagnostische Sensitivitit der CCI niedriger beurteilt als die von IFAT

und nested-PCR (Zhi et al., 1998).

3.6.5 Molekularbiologische Nachweisverfahren

Um eine schnelle, sensitive und effiziente Diagnostik der granulozytiren Ehrlichiose zu
ermoglichen, wurden zahlreiche konventionelle und zwei Real-time PCRs entwickelt.
Massung und Slater testeten im Jahr 2003 die bis dahin entwickelten konventionellen PCRs,
insgesamt 13 Protokolle, auf ihre Nachweisgrenze mittels Verdiinnungsreihen von mit A.
phagocytophilum infizierten Zellen (Kultivierung in HL-60) und die Spezifitit der hierbei als
sensitiv gewerteten PCRs anhand von DNA von E. chaffeensis (Ec), Rickettsia rickettsii (Rr)
und Bartonella henselae (Bh) (Tab. 1). Die Nachweisgrenze wurde dabei als geschitzte

niedrigste detektierbare Zahl von mit A. phagocytophilum infizierten Zellen angegeben. Sie
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schwankte hierbei von 0,25 bis 25 infizierten HL-60 Zellen. Von einer PCR konnte sie
aufgrund hohen auftretenden Hintergrundes nicht ermittelt werden. Die neun sensitivsten
PCRs, die eine Nachweisgrenze kleiner oder gleich 2,5 aufwiesen, wurden auf ihre Spezifitit
getestet, wobei von den Tests mit einer Nachweisgrenze von 0,25 nur die ,,nested“-PCR nach
Massung et al. (1998), Zielgen 16S rDNA, und die PCR nach McQuiston et al. (1999),
Zielgen msp2, als spezifisch befunden wurden. Ebenfalls als spezifisch erwiesen sich die
Tests von Childs und Paddock (2002) und von Walls et al. (2000), sie besaB3en jedoch eine
deutlich schlechtere Nachweisgrenze (Massung und Slater, 2003).
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Tab.

Getestete PCRs mit Angabe des Zielgenes, der verwendeten Primer, der

Reaktionsbedingungen, der Nachweisgrenze und der Spezifitdt (modifiziert nach Massung

und Slater, 2003)

Zielgen Primer Anneling- Zyklenzahl = Nachweisgrenze  Spezifitit Referenz
temperatur (°C) Rr Bh Ec

16S ge9-gel0 55 40 2,5 - - - Childs und
Paddock, 2002

16S ecl2-ec9 48, 52 3,37 2,5 - - - Childs und

nested ge9-gel0 55 30 Paddock, 2002

16S ehr521-ehr747 60 50 0,25 + + o+ Pancholi et al,
1995

16S ehr521-ehr790 55 40 0,25 - -+ Kolbert, 1996

16S perl-per2 45 40 2,5 - - F Goodman et al,,
1996

16S ger3-ger4 50 40 nicht ermittelbar NT NT NT Goodman et al.,
1996

16S ge3a-gel0 55 40 0,25 - - - Massung et al.,

nested ge9-ge2 55 30 1998

groE hs1-hs6 48,52 3,37 0,25 schwach - - + Sumner et al.,

nested hs43-hs45 30 detektierbar 1997

ank la6-lal 55 40 2.5 - - - Walls et al.,
2000

msp2 msp2-3f-msp2-3r 55 40 0,25 - - - McQuiston et al.,
1999

100 kDa s7f-s7r 55 40 25 schwach NT NT NT Storey et al.,

detektierbar 1998
130 kDa $22f-822-r 55 40 2.5 schwach NT NT NT Storey et al.,
detektierbar 1998
Hsp-70 b3f1-b3r 55 40 25 NT NT NT Storey et al,

1998

Ec: E. chaffeensis, Rr: Rickettsia rickettsii, Bh: Bartonella henselae;

NT: nicht getestet, -:negativ, +:positiv; weitere Erlduterungen im Text;
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Die erste Real-time PCR zum Nachweis von A. phagocytophilum wurde von Pusterla und
Mitarbeitern (1999a) publiziert. Sie hat als Zielgen die 16S rDNA und wurde mit den Primern
Ep.50r (5’-TCGAACGGATTATTCTTTATAGCTTG-3’) und Ep.145f (5’-CCATTTCTAGT
GGCTATCCCATACTAC-3’) durchgefiihrt. Bei der Sonde handelte es sich um die TagMan
Sonde Ep.80p (CCTATGCATTACTCACCCGTCTGCCACT), die am 5’ Ende mit dem
Reporter 6-Carboxy-Fluoreszein (FAM) und am 3’ Ende mit dem Quencher 6-Carboxy-
Tetramethyl-Rhodamin (TAMRA) versehen wurde. Die Spezifitit gegeniiber nahe
verwandten Erregern wurde mit A. phagocytophilum, und zwar mit den Erregern von Rind,
Pferd und Mensch, die damals noch als getrennte Spezies angesehen wurden, E.
phagocytophila, E. equi bzw. HGE-Agens, sowie mit E. canis, N. risticii, Anaplasma
marginale und Rickettsia rickettsii getestet. Nach 45 Reaktionszyklen lieferte lediglich A.
phagocytophilum aus Rind, Pferd und Mensch ein positives Ergebnis. Die analytische
Sensitivitdt wurde mit 10 Kopien eines Standardplasmids angegeben und entsprach somit der

von Pusterla und Mitarbeitern (1997a) publizierten nested PCR (Pusterla et al., 1999a).

Im Folgendem wurde im Jahr 2004 von Courtney und Mitarbeitern ein weiteres Real-time
PCR-Protokoll zur Detektion von A. phagocytophilum publiziert. Sie ist auf das Zielgen fiir
das Oberfldchenprotein msp2 (Major Surface Protein) gerichtet und wird mit den Primern
ApMSP2f (5°-ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT-3") und ApMSP2r (5’-TTGGTC
TTGAAGCGCTCGTA-3’) und der TagMan Sonde ApMSP2p-HEX (5’-TGGTGCCAGG
GTTGAGCTTGAGATTG-3’), die am 5’-Ende mit Hexachloro-6-Carboxy-Fluoreszein
(HEX) und am 3’-Ende mit TAMRA versehen ist, durchgefiihrt. Die Spezifitit dieses Tests
wurde anhand genomischer DNA von A. phagocytophilum, A. marginale, R. rickettsii,
Rickettsia prowazekii, Escherichia coli, B. henselae, E. canis, E. chaffeensis und N. sennetsu
iberpriift, wobei nur A. phagocytophilum positive Ergebnisse lieferte. Als Nachweisgrenze
wurde ein Achtel einer mit A. phagocytophilum infizierten Zelle (HL-60) angegeben. Die
Sensitivitit und Spezifitit erreichten damit dhnliche Werte wie bei der traditionellen ,,nested*-

PCR nach Massung et al. (1998) (Courtney et al., 2004).
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4. PCR als diagnostisches Nachweisverfahren

4.1 PCR-Prinzip und traditionelle PCR

Mit Hilfe der PCR ist es mdglich, spezifische Sequenzbereiche von DNA-Abschnitten zu
vervielfiltigen, wenn die flankierenden Sequenzen des zu amplifizierenden Bereichs bekannt
sind (Stryer, 1999). Im Jahr 1971 wurde von Kleppe und Mitarbeitern erstmals ein Verfahren
zur in vitro Amplifikation von DNA beschrieben. Aufgrund des hohen Aufwandes fand die
Methode zunéchst keine groBe Verbreitung, bis 1984 aus thermophilen Bakterien (Thermus
aquaticus) eine DNA-Polymerase isoliert werden konnte, die die hohen Reaktions-
temperaturen unbeschadet tibersteht (Saiki et al., 1988; Stryer, 1999) und so nicht nach jedem
Zyklus neu hinzugegeben werden muss. Die Amplifikation der DNA-Abschnitte wihrend der
PCR besteht aus drei Phasen: zunédchst erfolgt die Denaturierung der doppelstrangigen DNA
bei 95 °C (Denaturierungsphase). Nach Abkiihlung des Reaktionsansatzes auf die sogenannte
Annealing-Temperatur hybridisieren die Primer mit der nach Denaturierung einstringig
vorliegenden, komplementiren Matrizen-DNA (Annealingphase). Die DNA-Polymerase
verlangert in der anschlieBenden Elongationsphase (72 °C) die Primer, entsprechend der
Sequenz des Komplementérstranges, von ihrem 3’-Ende aus und amplifiziert so den vor-
liegenden DNA-Abschnitt. Diese drei Phasen konnen durch Anderung der Reaktions-
temperatur mehrmals durchlaufen werden, wobei die neu gebildeten DNA-Stringe in den
Folgezyklen ebenfalls als Matrizen dienen, so dass es zu einer exponentiellen Zunahme des
Amplifikats kommt (Stryer, 1999). Bei der Durchfithrung von sogenannten nested-PCRs wird
zunichst ein Primdramplifikat vervielféltigt. Anschlieend kommt es zu einer zweiten PCR,
bei der die Primer innerhalb der Sequenz des Primaramplifikats hybridisieren, das Amplifikat
nochmals vervielfdltigen und ein zweites, kiirzeres Amplifikat entstehen lassen. Bei
sogenannten semi-nested-PCRs liegt nur einer der beiden Primer der Sekundirreaktion
innerhalb des Primédramplifikats, wihrend der andere Primer aus der Primédrreaktion
iibernommen wird. AbschlieBend miissen in der sogenannten ,traditionellen PCR® die

Produkte mit Hilfe einer Gelelektrophorese sichtbar gemacht und identifiziert werden.
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4.2 Real-time PCR

Bei der Real-time PCR wird die Entstehung der PCR-Produkte in ,,Echtzeit* verfolgt. Die
Identifikation des PCR-Produktes erfolgt nicht, wie oben fiir traditionelle PCR-Verfahren
beschrieben, erst am Ende der Reaktion durch Gelelektrophorese, sondern mittels
Fluoreszenz, die nach jedem Reaktionszyklus gemessen wird und die von der Produktmenge
abhingig ist (Higuchi et al., 1993; Heid et al., 1996). Deshalb kann auf eine Gelelektro-
phorese verzichtet werden, wodurch die Kontaminationsgefahr reduziert wird. Die
Generierung produktabhingiger Fluoreszenz kann entweder mittels unspezifischer
Fluoreszenzfarbstoffe oder mittels fluorophormarkierter Oligonukleotide als Sonden erfolgen.
Als Fluoreszenzfarbstoff wird in der Real-time PCR meist der Cyaninfarbstoff SYBR Green |
eingesetzt, der weitgehend unspezifisch in der doppelstringigen DNA bindet und nach
Anregung etwa 1000mal stirker fluoresziert als der freie Farbstoff, weshalb besonders die
Akkumulation doppelstrangiger PCR-Produkte sichtbar gemacht werden kann (Wittwer et al.,
1997; Morrison et al., 1998). Da es sich bei der mit SYBR Green I erzeugten Fluoreszenz
jedoch um ein Signal handelt, das nicht nur bei der Entstehung des spezifischen PCR-
Produktes, sondern auch bei der Bildung von unspezifischen PCR-Produkten und
Primerdimeren entsteht, werden héiufig Sonden zur Erzeugung sequenzspezifischer
Fluoreszenz eingesetzt. Es handelt sich hierbei um fluorophormarkierte Oligonukleotide, die
komplementér zur Zielsequenz sind, und somit hybridisieren (Cardullo et al., 1988; Wu und
Brand, 1994; Clegg, 1995). Bei erfolgter Hybridisierung ist ein bei den verschiedenen
Sondentypen auf unterschiedliche Weise entstehendes Fluoreszenzsignal nachweisbar, dessen
Intensitit von der Zahl der gebundenen Sondenmolekiile abhidngt. Im Verlauf einer PCR mit
entstehendem spezifischen Produkt nimmt also die Fluoreszenz zu, da je nach Sondentyp
entweder die Loschung (Quench) einer Reporter-Fluoreszenz abnimmt, oder da der
Resonanzenergietransfer von einem Donor- auf einen Akzeptorfluorophor zunimmt (Forster,
1948; Stryer und Haugland,1967; Clegg, 1992). Beim Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
(FRET) handelt es sich um einen spektroskopischen Prozess, bei dem Energie durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen zwischen Molekiilen mit iiberlappenden Emissions- und
Absorptiosspektren iibertragen wird (Stryer und Haugland, 1967; Wilhelm, 2003). Die
bekanntesten Sondentypen werden im Folgenden kurz vorgestellt (Abb. 4):

Das Sondensystem der Hybridisierungssonden (FRET-Sonden; Abb. 4a) besteht aus zwei

terminal markierten Sonden, die auf der Zielsequenz in unmittelbarer Néhe zueinander
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hybridisieren, so dass der Donorfluor der einen Sonde neben dem Akzeptorfluor der anderen
Sonde liegt. Durch Anregung mit Licht einer Wellenlédnge, das nur vom Donorfluor absorbiert
wird, kommt es zu einem Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer auf den Akzeptorfluor, der

die libertragene Energie als Fluoreszenz abstrahlt (Wittwer et al., 1997).

Die sogenannten TagMan-Sonden (Hydrolysesonden; Abb. 4b) sind am 5’-Ende mit einem
Reporterfluorophor und intern mit einem Quencher versehen. Wahrend der PCR hybridisiert
die Sonde mit der komplementiren Sequenz des Zielstranges und wird durch die 5°—3’
Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase hydrolysiert, die ihre Wirkung jedoch nur am
Doppelstrang entfaltet, so dass nichthybridisierte Sondenmolekiile unbeschadet bleiben.
Durch die Abspaltung kleiner Fragmente kommt es zu einer rdumlichen Trennung von
Reporter und Quencher und somit durch die Abnahme der Loschung der Fluoreszenz zu
einem messbaren Signal (Holland et al., 1991; Gibson et al., 1996; Heid et al., 1996;

WWWw.probes.com).

»Molecular Beacons* (Abb. 4¢) sind an einem Ende mit einem Reporterfluorophor und am
anderen Ende mit einem Quencher markiert. Zusdtzlich zur sogenannten ,,Loop*“-Region, die
fiir die Zielsequenz spezifisch ist, besitzen sie zueinander komplementdre Sequenzen an
beiden Enden (,,Steam®). Diese terminalen Bereiche lagern sich in freier Losung aneinander,
so dass die Sonde in der typischen Haarnadel-Struktur (,,Steam-Loop*“-Struktur) vorliegt. Bei
der Hybridisierung mit der als Einzelstrang vorliegenden Zielsequenz kommt es zur Offnung
dieser Struktur und somit zur rdumlichen Trennung von Reporter und Quencher, wodurch
eine messbare Fluoreszenz entsteht (Tyagi und Kramer, 1996; Kostrikis et al., 1998; Tyagi et

al., 1998; www.probes.com).

Bei den sogenannten ,,Sunrise Primern* (Abb. 4d) handelt es sich um Primer, die in Losung
eine  Haarnadel-Struktur aufweisen, da sie am 5’-Ende selbstkomplementire
Sequenzabschnitte aufweisen. Durch diese Formation werden Reporter und Quencher in
rdumlicher Nédhe zueinander gehalten. Als Primer dient das der Zielsequenz komplementére
3’-Ende. Die Sonde wird in das PCR-Produkt eingebaut. Im nachfolgenden Amplifikations-
zyklus dient dieses Produkt als Matrize fiir die Verldngerung des Gegenprimers. Da sich die
Hairpin-Struktur im doppelstrangigen PCR-Produkt 6ffnet, werden Reporterfluorophor und
Quencher rdumlich getrennt und es entsteht ein messbares Signal. Fluoreszenz kann bei

diesem System jedoch auch durch die Bildung von Primerdimeren und unspezifischen
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Produkten entstehen (Nazarenko et al., 1997; Whitcombe et al., 1998; Whitcombe et al.,
1999).

Um die Generierung von Fluoreszenz durch Primerdimere zu verhindern, wurden sogenannte
»Scorpion Primer® (Abb. 4e) als Variante der Sunrise Primer entwickelt. Hierbei wird die
Verlingerung des Gegenstranges in den Primer hinein durch eine interne
Hexethylenglykolgruppe verhindert. Der freie Primer liegt in einer Steam-Loop-Struktur vor,
wobei die Fluoreszenz des Reporters durch den Quencher unterdriickt wird. Nach
Verldngerung des 3’-Endes kommt es zur Bindung des 5’-terminalen Abschnittes auf dem
DNA-Strang auBerhalb der Primerregion und somit zur Offnung der Steam-Loop-Formation.
Die Offnung des Primers nach der Bildung von Primerdimeren und unspezifischen Produkten

wird somit verhindert (Wilhelm, 2003).

Eine weitere Variante sind sogenannte Light-Up-Sonden. Es handelt sich hierbei um Peptid-
Nukleinsduren mit Thiazolorange als Fluorophor. Die Fluoreszenzintensitit wird nicht
gequencht, sondern erhoht sich lediglich bei der Hybridisierung mit dem Zielstrang erheblich
und wird so detektierbar. Die Sensitivitidt wird jedoch im Vergleich zu den oben genannten
FRET-basierten Sondensystemen wegen der erhdhten Hintergrundfluoreszenz als geringer

angesehen (Isacson et al., 2000; Svanvic et al., 2000; 2001).
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Abb. 4: Prinzipien verschiedener Sondentypen zur Erzeugung sequenzspezifischer
Fluoreszenz wéhrend der Real-time PCR; e Donor- bzw Reporterfluorophor, ® Akzeptor-

fluorophor bzw. Quencher, ® Hexethylenglykolgruppe; (modifiziert nach Wilhelm, 2003)
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I11. Eigene Untersuchungen

A Material und Methoden

1. Entwicklung einer Real-time PCR zum Nachweis von Ehrlichia canis und

Anaplasma phagocytophilum

1.1 Auswahl der Zielgene
1.1.1 Ehrlichia canis

Als potentielle Zielregionen fiir eine Real-time PCR fiir Ehrlichia canis wurden die Gene fiir
die 16S rRNA und fiir das Membranprotein p30-10 ausgewéhlt, da hierzu in der NCBI-
Genbank-Datenbank (www. ncbi.nlm.nih.gov) Sequenzinformationen fiir mehrere E. canis-
Stamme und auch fiir nahe verwandte Ehrlichia spp. verfiigbar waren, so dass konservierte

und variable Bereiche der Sequenzen identifiziert werden konnten.

Bei der 16S rDNA, die fiir die kleine Untereinheit der bakteriellen Ribosomen kodiert,
wurden zur Ermittlung der intraspezifischen Variation 14 E. canis-Isolate einbezogen, und
zwar E. canis strain Madrid (NCBI-Genbank-Zugangsnummer AY394465), E. canis
(AF308455), E. canis isolate VTE (AF373614, AF373615), E. canis strain Kagoshima 1
(AF536827), E. canis isolate VDE(AF373613), E. canis isolate VHE (AF373612), E. canis
strain Gzh982 (AF162860), E. canis strain Florida (M73226), E. canis strain Oklahoma
(M73221), E. canis strain 95E10-26039 (U96437), E. canis strain Gxht67 (AF156786), E.
canis strain Gdt3 (AF156785) und E. canis isolate 611 (U26740). Die Sequenzen wurden mit
Hilfe des Programms ,,Multiple Sequence Alignment* unter Verwendung von Clustal W
(Feng und Doolittle 1987, Thompson et al. 1994) aus dem Softwarepaket DNAMAN (Lynnon
Bio Soft, Quebec, Kanada) miteinander verglichen. Basierend auf diesem Alignment wurde

fiir die 16S rDNA von E. canis eine Konsensussequenz erstellt.
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Zur Identifizierung artspezifischer Bereiche als mogliche Positionen fiir Primer und Sonden
wurden in einem weiteren Alignment neben reprisentativen Sequenzen von E. canis (NCBI-
Genbank-Zugangsnummern AY394465, U26740, M73221) die 16S rDNA-Sequenzen von E.
chaffeensis (U60476, AF147752, U23503), N. sennetsu (M73225, M73219), Anaplasma
platys (M82801, AY077619, AF156784) und A. phagocytophilum (AY527214) einbezogen.

Fiir das Gen p30-10 von E. canis, das zu einer polymorphen Genfamilie gehort, die fiir ein 30
kDa grofles immunodominantes Membranprotein (Major Outer Membrane Protein) kodiert
(Ohashi et al., 1998a; 1998b) und das das einzige p30 Paralog darstellt, das sowohl in Zecken
als auch in Blutproben von Hunden konstant und universell exprimiert wurde (Unver et al.,
2001), wurde ein ,,Multiple Sequence Alignment* angefertigt und Sequenzen der Isolate E.
canis strain Venezuela (AF528515), E. canis strain Hawaii (AF528513) und E. canis strain
California (AF528512) verglichen. Basierend auf diesem Alignment wurde fiir das p30-10-

Gen von E. canis eine Konsensussequenz erstellt.

In einem weiteren Alignment wurde nun die Sequenz des p30-10-Genes von E. canis
(AF528515, AF528512) mit den Sequenzen nahe verwandter Ehrlichia spp. verglichen.
Hierzu wurden Sequenzen des p28-Genes verschiedener Stimme von E. chaffeensis
(AF077735, AF077734, AF077733, AF077732), E. ewingii (AF287964, AF287962,
AF287961) und E. canis (AF082750, AF082749, AF082747) herangezogen. Das p28-Gen der
anderen Ehrlichia spp. wird als Homolog zum p30-Gen von E. canis angesehen (Gusa et al.,
2001; Stich et al., 2002).

1.1.2 Anaplasma phagocytophilum

Bei der Auswahl des Zielgenes fiir eine Real-time PCR fiir A. phagocytophilum wurde nur die
16S rDNA einbezogen, da fiir nahe verwandte Ehrlichienarten vergleichbare Sequenzen
anderer Gene in der NCBI-Genbank-Datenbank nicht verfligbar waren. Um die
Variationsbreite innerhalb der Art A. phagocytophilum zu ermitteln, wurde ein ,,Multiple
Alignment der 16S rDNA-Sequenzen der Isolate A. phagocytophilum (AF486636), A.
phagocytophilum strain Strong (AY527214), A. phagocytophilum strain Susy (AY527213)
und A. phagocytophilum isolate 832 (AF481855) angefertigt und eine Konsensussequenz

ermittelt.
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Um artspezifische Bereiche fiir die Positionierung der Primer und Sonden zu ermitteln, wurde
die 16S rDNA verschiedener Stimme von A. platys (M82801, AY077619, AF156784), E.
canis (AY394465, U26740, M73221), E. chaffeensis (U60476, AF147752, U23503), N.
sennetsu (M73225, M73219), N. risticii (M21290), einer Rickettsia sp. (D84558) und
verschiedener Wolbachia spp. (AJ632147, AY394613) mit der von A. phagocytophilum

mittels eines ,,Multiple Sequence Alignments* verglichen.

1.2  Primer- und Sondenkonstruktion

Die Konstruktion der spezifischen Primer und der Sonden, die die Struktur eines so genannten
»Molecular Beacon (Tyagi und Kramer, 1996) aufwiesen, erfolgte mit Hilfe des Computer-
Programmes ,,Beacon Designer 2.1*“. Molecular Beacons bestehen aus einer dem Zielstrang
komplementidren Sequenz (,,Loop®), die jeweils am 3’- und am 5’-Ende um einen
selbstkomplementdren Sequenzabschnitt (,,Steam*) mit einer Basenldnge von fiinf bis sieben
Nukleotiden erweitert ist, wodurch eine Haarnadelstruktur entsteht. Durch die rdumliche Nihe
von Reporter und Quencher, die sich am 3’- und am 5’-Ende befinden, wird die messbare
Fluoreszenz unterdriickt. Erst durch den Hybridisierungsvorgang an einer spezifischen
Zielsequenz wird diese Haarnadelformation aufgeldost und die Fluoreszenz durch die

rdumliche Trennung der Fluorophore messbar (Tyagi und Kramer, 1996).

1.2.1 Ehrlichia canis

Fiir die Amplifikation eines Fragments der 16S rDNA von E. canis wurden die Primer EC-1
und EC-2 (Pusterla et al, 2000a) verwendet und mit Hilfe des Programms ,,Beacon Designer
2.1% (Premier Biosoft International, Palo Alto, California) eine Molecular Beacon-Sonde, EC-
S1, konstruiert (Tab. 2). Die PCR wird im Folgenden als ,,EC-16S* bezeichnet. Primer und
Sonde wurden anschliefend anhand der ,,Multiple Sequence Alignments* aus 1.1.1 und mit
dem ,,Blast Search* Programm der NCBI-Genbank auf ihre Spezifitit iiberpriift. Dabei wurde
bei den Primern vor allem darauf geachtet, dass das 3’-Ende nicht auf Sduger-DNA oder auf

mit E. canis nahe verwandte Erreger passt.
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Fiir das p30-10-Gen von E. canis (NCBI-Genbank-Zugangs-Nummer AF528515) wurden
anhand der Alignments aus 1.1.1 artspezifische Bereiche identifiziert und, darauf gerichtet,
der Forward-Primer ECP-1 und der Reverse-Primer ECP-2 (Tab. 3) manuell konstruiert. Es
wurde hierbei darauf geachtet, dass die Primerregionen keine monotonen und repetitiven
Sequenzen oder GC-oder AG-reiche Stellen enthielten. Mittels der Software ,,Beacon
Designer 2.1° wurde anschlieBend die auf einen artspezifischen Bereich gerichtete Sonde
ECP-S1 (Tab. 3) konstruiert. Diese PCR wird im Folgenden als ,,ECP-p30* bezeichnet. Mit
dem ,,Blast Search” Programm der NCBI-Genbank wurde zusétzlich die Spezifitit der Primer
sowie der Sonde untersucht. Dabei wurde auch bei diesen Primern vor allem darauf geachtet,

dass das 3’-Ende nicht auf mit E. canis nahe verwandte Erreger oder auf Sduger-DNA passt.

Alle Primer und Sonden wurden von der Firma ThermoHybaid, Ulm, synthetisiert. Die
Sonden wurden dabei am 5'-Ende mit dem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-
fluoreszein (6-FAM) und am 3’-Ende mit dem Quencher 4-Dimethylaminophenylbenzoeséure

(Dabcyl) markiert.

Tab. 2: Sequenzen von Primern und Sonde fiir die PCR EC-16S

Sequenz
EC-1 5’-CGGACAATTATTTATAGCCTC-3’
EC-2 5’-CCATTACCTCACCAACTAG-3’
EC-S1 5’-6-FAM-CGCGATCCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAATCGCG-Dabceyl-3’

Tab. 3: Sequenzen von Primern und Sonde fiir die PCR ECP-p30

Sequenz
ECP-1 5’-AGTTACCCTATCACACCAGAAGTC-3’
ECP-2 5’-CGTCAAGAGTTACTGAAGCAGATG-3’
ECP-S1 5’-6-FAM-CGCGATCTACTACAGGAGTTATTACAGGTATCTTCTCGATCGCG-Dabceyl-3’
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1.2.2 Anaplasma phagocytophilum

Anhand der 16S rDNA-Alignments der verschiedenen Ehrlichienarten wurden artspezifische
Bereiche fiir A. phagocytophilum ausgewéhlt und die Primer AP-3 (Forward) und AP-4
(Reverse) manuell konstruiert (Tab. 4). Fiir die Sequenz der 16S rDNA von A.
phagocytophilum (NCBI-Genbank-Zugangs-Nummer AY527214) wurde anschlieBend mit
Hilfe des ,,Beacon Designer 2.1 die Sonde AP-S2 (Tab. 4) so konstruiert, dass sie auf einen
artspezifischen Bereich gerichtet war. Dies wurde anhand der Alignments aus 1.1.1 liberpriift.
Zusitzlich wurden Primer und Sonden mit dem ,,Blast Search® Programm der NCBI-Genbank

auf ihre Spezifitit untersucht. Die PCR wird im Folgenden als ,,AP-16S* bezeichnet.
Die Markierung der Sonden erfolgte, analog E. canis, am 5'-Ende mit dem

Fluoreszenzfarbstoff 6-FAM und am 3'-Ende mit Dabcyl. Primer und Sonde wurden von der

Firma ThermoHybaid synthetisiert.

Tab. 4: Primer und Sonde fiir die PCR AP-16S

Sequenz
AP-3 5>-TATGGGATAGCCACTAGAAATG-3’
AP-4 5’-CTCAGACCAGCTATAGATCATC-3’
AP-S2 5’-6-FAM-CGCGATCTCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTGATCGCG-Dabcyl-3’

1.3  Optimierung der PCR-Bedingungen

Die Real-time PCRs EC-16S und ECP-p30 fiir E. canis und AP-16S fir A. phagocytophilum
wurden mit einem iCycler iQm™ (Biorad, Miinchen) mit folgendem Laufprotokoll
durchgefiihrt: initiales Autheizen auf 95 °C fiir 13 Minuten, gefolgt von 50 Zyklen in der
Abfolge Denaturierung bei 95 °C fiir 30 s, Annealing fiir 1 min und Extension bei 72 °C fiir
30 s. Die Fluoreszenz wurde bei jedem Annealingsschritt gemessen. Nach jedem Lauf wurden
die Daten mit der Software Version 3.0A analysiert (iCycler iQtm Real-Time PCR Detection
System, Biorad) und bei der Optimierung anhand des Kurvenanstiegs, des Schwellenwertes,
des sigmoiden Verlaufes der Kurven und der Hohe der Fluoreszenz die jeweils besten

Bedingungen ausgewiéhlt.
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Zur Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen wurden zunichst die Parameter
Magnesiumchloridkonzentration und Annealingtemperatur variiert. AnschlieBend wurde der
Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Dimethylsulfoxid (DMSO), Bovinem

Serumalbumin (BSA) und Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) getestet.

2. Vergleich verschiedener Real-time PCRs

2.1  Ehrlichia canis

Es wurde ein Vergleich der analytischen Spezifitdt und der analytischen Sensitivitdt der Real-
time PCRs EC-16S und ECP-p30 fiir E. canis durchgefiihrt. Im Anschluss wurde mit der
PCR, die hierbei die besseren Ergebnisse lieferte, eine Validierung mit geblindeten Proben

durchgefiihrt.

2.1.1 Analytische Spezifitit

Die analytische Spezifitit ist ein MaR3 dafiir, inwieweit ein verwendetes Verfahren nur die zu
untersuchenden Substanzen erfasst (Becker, 1987). Die analytische Spezifitit der beiden
Real-time PCRs EC-16S und ECP-p30 fiir E. canis wurde anhand von mit E. canis nahe
verwandten Bakterien und anderen durch Zecken iibertragenen Erregern getestet. In die PCRs
wurde neben E. canis-DNA auch genomische DNA von A. platys, N. risticii, A.

phagocytophilum, Babesia canis, B. gibsoni und Hepatozoon canis eingesetzt.

2.1.2 Analytische Sensitivitét

Die analytische Sensitivitit ist ein Mal} fiir die kleinste nachweisbare Konzentration der zu

untersuchenden Substanz (Becker, 1987). Um die analytische Sensitivitdt der PCRs EC-16S
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und ECP-p30 zu testen wurden Verdiinnungsreihen (10° bis 10°) genomischer DNA mit

unbekannter Konzentration an E. canis angefertigt und in dic PCRs eingesetzt.

2.1.3 Validierung der Real-time PCR ECP-p30 anhand geblindeter Proben

Zur Ermittlung der diagnostischen Sensitivitit und diagnostischen Spezifitdt des entwickelten
Nachweisverfahrens wurde eine geblindete, extern kontrollierte Validierung, modifiziert nach

Rinder et al. (1998), nach folgenden Kriterien durchgefiihrt.

1. Es sollten insgesamt 50 Proben analysiert werden.

2. Es wurden Knochenmarksaspirate und Blutproben verwendet.

3. Mindestens 10, maximal 30 Proben sollten aus Negativkontrollen bestehen.
Negativkontrollen stammten von gesunden Hunden, die sich bisher ausschlieflich in
Deutschland aufgehalten hatten, und bei denen E. canis mit der PCR EC-16S nicht
nachgewiesen worden war.

4. Mindestens 20, maximal 40 Proben sollten aus Positivkontrollen bestehen.
Positivkontrollen stammten von Hunden aus Griechenland, die dort bereits mittels PCR auf E.
canis untersucht und positiv getestet worden waren. Es handelte sich hierbei um Material, das
freundlicherweise von Dr. M. E. Mylonakis, Universitdt Thessaloniki, Griechenland, zur
Verfiigung gestellt worden war.

5. Alle Proben mussten geblindet sein.

Von jeder ausgewéhlten Probe wurde durch eine unabhédngige Person 200 pl in ein
Eppendorf-Gefdll verbracht und dieses mit einer Code-Nummer von 1 bis 50 beschriftet.
Diese Code-Nummern wurden zusammen mit der urspriinglichen Bezeichnung der Probe in
eine Tabelle eingetragen, damit spéter eine problemlose Identifizierung der Proben
gewihrleistet war. AnschlieBend wurden die Proben zur weiteren Bearbeitung an mich
iibergeben. Die Tabelle mit der Verschliisselung der Code-Nummern blieb bei der zweiten
Person, die die Proben geblindet hatte. Die DNA-Extraktion und die PCR wurden den Kap.
4.5.1 und 4.5.2 entsprechend durchgefiihrt. Nach Abschluss der PCR wurden die Proben 1 bis
50 als positiv oder negativ bewertet. Erst anschlieBend wurde der Schliissel geoffnet, die
Ergebnisse wurden als Vier-Felder Tafel (Abb. 5) dargestellt und diagnostische Sensitivitét,
diagnostische Spezifitit und diagnostische Effizienz (Becker, 1987; Kraft, 1999) berechnet.
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Test positiv Test negativ
T+ T-
Infektion mit E. canis richtig positiv falsch negativ
vorhanden (K+) RP FN

Infektion mit E. canis nicht
vorhanden (K-)

falsch positiv
FP

richtig negativ
RN

Abb. 5: Vier-Felder-Tafel

Die diagnostische Sensitivitat, also die Wahrscheinlichkeit, mit der bei Vorhandensein einer
Infektion (K+) mit einem positivem Testresultat (T+) gerechnet werden kann, wurde als
Quotient aus der Zahl der richtig positiven Ergebnisse (RP) und der Gesamtzahl der
tatsiachlich mit E. canis befallenen Ansdtze (K+) errechnet. Als Gegenstiick wurde die
Unempfindlichkeit, also die Wahrscheinlichkeit eines negativen Testresultates (T-) trotz
vorhandener Infektion (T+), als Quotient aus der Zahl der falsch negativen Ergebnisse (FN)
und der Gesamtzahl der tatsdchlich mit E. canis befallenen Ansitze (K+) errechnet.

Empfindlichkeit und Unempfindlichkeit ergédnzen einander zu 1,0 bzw. 100 %.

Die diagnostische Spezifitat ist die Wahrscheinlichkeit, mit der ein negatives Testresultat
(T-) zu erwarten ist, wenn keine Infektion vorliegt (K-). Sie wurde als Quotient aus der Zahl
der richtig negativen Ergebnisse (RN) und der Gesamtzahl der tatsdchlich nicht mit E. canis
befallenen Ansitze (K-) errechnet. Das Gegenstiick zur diagnostischen Spezifitit ist die
Unspezifitat, die die Wahrscheinlichkeit eines positiven Testresultates (T+) angibt, obwohl
keine Infektion vorliegt (K-). Sie wurde als Quotient aus der Zahl der falsch positiven
Ergebnisse (FP) und der Gesamtzahl aller tatsédchlich negativen Ansitze (K-) errechnet.

Spezifitit und Unspezifitit ergédnzen sich zu 1,0 bzw. 100 %.

Die diagnostische Effizienz als die Wahrscheinlichkeit, mit der sowohl bei Vorhandensein
als auch bei Fehlen einer Infektion eine richtige Zuordnung durch den Labortest erfolgt,
wurde als Quotient aus der Summe aller richtigen Ergebnisse (RP+RN) und der Gesamtzahl
aller Ergebnisse (RP+RN+FP+FN) errechnet. Die diagnostische Ineffizienz als Gegenstiick

hierzu, d.h. die Wahrscheinlichkeit, mit der in beiden Fillen eine falsche Zuordnung zu
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erwarten ist, wurde als Quotient aus der Summe aller falschen Ergebnisse (FP+FN) und der

Gesamtzahl aller Ergebnisse (RP+RN+FP+FN) errechnet.

Der pradiktive Wert des positiven Testergebnisses (pradpos) sagt aus, wie grof} die
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens der zu untersuchenden Infektion ist, wenn der Test positiv
ausfallt. Er wurde als Anteil der richtig positiven (RP) unter allen positiven Testergebnissen
(T+) errechnet. Der pradiktive Wert des negativen Testergebnisses (priadneg) gibt dagegen
an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass keine Infektion vorliegt, wenn das Testergebnis
negativ ist und errechnet sich als Anteil der richtig negativen (RN) unter allen negativen

Testergebnissen (T-).

2.2 Vergleich der Real-time PCR AP-16S fir Anaplasma phagocytophilum mit bereits
publizierten PCRs

Die in der vorliegenden Arbeit entwickelte 16S rDNA Real-time PCR fiir A. phagocytophilum
mit den Primern AP-3 und AP-4 und der Sonde AP-S2 (PCR AP-16S) wurde mit bereits
publizierten Real-time PCRs verglichen. Dabei wurde sowohl eine von Pusterla et al. (1999a)
beschriebene Real-time PCR, die fiir das Zielgen der 16S rDNA die Primer Ep50r und Ep145f
und die Sonde Ep80p verwendet als auch eine von Courtney et al. (2004) publizierte PCR, die
auf das Zielgen fiir das Oberflachenprotein msp2 (Major Surface Protein) gerichtet ist und mit
den Primern ApMSP2f und ApMSP2r und der Sonde ApMSP2-HEX durchgefiihrt und hier
als PCR AP-MSP2 bezeichnet wird, einbezogen. Der Vergleich umfasste damit alle zum
Untersuchungszeitpunkt publizierten Real-time PCRs fiir A. phagocytophilum. Bei den von
Pusterla et al. (1999a) und Courtney et al. (2004) verwendeten Sonden handelt es sich um
sogenannte ,,TagMan-Sonden“. Diese binden zunichst am komplementdren Zielstrang
zwischen den Primern. Bei der Synthese des zweiten Stranges wihrend der
Kettenverlangerung bei der PCR wird die Sonde durch die 3’-Exonukleaseaktivitit der Tag-
Polymerase in kleine Fragmente geschnitten, die dann freigesetzt werden. Durch die hierbei
entstehende rdumliche Trennung von Reporter und Quencher kommt es zu einer messbaren

Fluoreszenz.
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Fiir die drei Real-time PCR-Tests wurden die analytische Spezifitit und die analytische
Sensitivitdt (Becker, 1987; Kraft, 1999) ermittelt. AuBBerdem wurde jeweils eine Validierung
anhand geblindeter Proben (analog 2.1.3) durchgefiihrt.

2.2.1 Analytische Spezifitit

Um die analytische Spezifitdt der oben genannten PCRs zu vergleichen wurden neben
genomischer DNA von A. phagocytophilum Lésungen mit genomischer DNA von A. platys,
N. risticii, E. canis, B. canis, B. gibsoni und H. canis eingesetzt, also von Erregern, die mit A.
phagocytophilum entweder nahe verwandt sind oder auch durch Zecken iibertragen werden.
Die PCR-AP 16S wurde unter den in Tab. 13 beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt, bei
der PCR nach Pusterla et al (1999a) und der PCR AP-MSP2 (Courtney et al., 2004) wurden

die in der Literatur angegebenen Parameter eingehalten.

2.2.2 Analytische Sensitivitét

Als Ausgangsmaterial flir die Ermittlung der analytischen Sensitivitit diente eine EDTA-
Blutprobe eines natiirlich mit A. phagocytophilum infizierten Hundes, bei dem im
Blutausstrich unter dem Lichtmikroskop Erreger nachgewiesen worden waren. Dabei wurde
einerseits eine Verdiinnungsreihe (10° bis 107) angefertigt, bei der bereits extrahierte
genomische DNA mit Wasser verdiinnt wurde, andererseits wurde erregerhaltiges Blut mit
erregerfreiem Blut verdiinnt (Verdiinnungsstufen von 10° bis 107) und anschlieBend die
DNA-Extraktion durchgefiihrt. Die absolute Konzentration der enthaltenen DNA von A.
phagocytophilum oder des jeweiligen Zielgenes war dabei unbekannt. Das Material aus den
Verdiinnungsreihen wurde auf je drei Eppendorfgefdle aufgeteilt und bis zur weiteren
Verwendung bei —20 °C gelagert, so dass fiir jede PCR nach dem Auftauen die gleichen

Bedingungen herrschten.
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2.2.3 Validierung der Real-time PCRs fiir Anaplasma phagocytophilum anhand geblindeter

Proben

Die Validierung der oben beschriebenen PCRs erfolgte analog Kapitel 2.1.3. Es wurden
jedoch stets Blutproben verwendet. Die positiven Proben stammten von einem Hund, bei dem
im Giemsa gefarbten Blutausstrich in den Granulozyten unter dem Lichtmikroskop die bei
einer Infektion mit A. phagocytophilum typischen Einschlusskérperchen (Morula)
diagnostiziert worden waren und in dessen Serum spezifische Antikdrper gegen A.
phagocytophilum im indirekten Immunfluoreszenzantikorpertest (IFAT) nachgewiesen
worden waren. Es wurden verschiedene Verdiinnungsstufen dieses Blutes eingesetzt. Die
negativen Blutproben stammten von Hunden, bei denen sowohl im Blutausstrich als auch mit
der PCR nach Courtney et al. (2004) kein Befall mit A. phagocytophilum festgestellt werden

konnte.

3. Bestimmung der Nachweisgrenze der PCR ECP-p30 und der PCR AP-
MSP2 unter Verwendung von Plasmid-DNA

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze der PCRs wurden in Plasmide einligierte PCR-
Produkte verwendet. Die Klonierung der PCR-Produkte der PCR ECP-p30 (Klon ECk) und
der PCR AP-MSP2 nach Courtney et al. (2004) (Klon APk) wurde dabei unter Verwendung
des Plasmids pGEM®-T Easy Vector (p(GEM®-T Easy Vector Kit, Promega, Madison, USA)
durch PD Dr. M. Rinder am National Research Center for Protozoon Diseases, Universitit
Obihiro, Japan, durchgefiihrt, da zum Zeitpunkt der Untersuchung ein S1-Labor am Institut

fiir Vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie der LMU Miinchen nicht vorhanden war.

Die Konzentration der Losungen mit den Plasmiden, deren Identitit durch Sequenzierung
bestitigt worden war, wurde anschlieend in einem Agarosegel ermittelt. Zur Herstellung
eines 1 %igen Agarosegels wurde 1 g Agarose (Roth, Karlsruhe) mit 100 ml TAE-Puffer (40
mM Tris-Acetat, 20 mM Na-Acetat, 2 mM EDTA, pH 7,8) in einen Erlenmeierkolben
verbracht und in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agarose ganz aufgelost hatte. Nach
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Abkiihlung auf ca. 50 °C wurde das noch fliissige Gel 0,5 cm hoch in einen Geltrager
(Eppendorf, Hamburg) gegossen und ein 12-well-Kamm (PeqLab Biotechnologie, Erlangen)
eingelegt. Nach dem Aushdrten wurde der Kamm entfernt, das Gel in eine
Elektrophoresekammer (PeqLab Biotechnologie) gelegt und mit TAE-Puffer tiberschichtet.
Anschliefend wurden Mischungen aus 1,5 pl 6x Blaupuffer (6x Loading Dye Solution;
Fermentas Life Sciences, Leonrot) und 6,5 pl DNA-Losung je well aufgetragen. Dabei
wurden die DNA-Losungen mit den klonierten PCR-Produkten der PCR ECP-p30 und der
PCR AP-MSP2 nach Courtney et al. (2004) unverdiinnt, 2-, 4-, 6- und 8-fach verdiinnt
eingesetzt. Als Standards zur Bestimmung der DNA-Menge wurden je zwei Konzentrationen
der Gebrauchslosungen der ,,High DNA Mass Ladder* (Invitrogen, Carlsbad, USA) in einem
Volumen von 8 pl aufgetragen, so dass 30 ng und 60 ng DNA in den 3000 bp-Markerbanden
enthalten waren. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 V fiir 1,5 Stunden (Electrophoresis Power
Supply-EPS 301, Amersham Biosciences, Freiburg). AnschlieBend wurde das Gel fiir 15
Minuten in ein Ethidiumbromid-Bad gelegt. Durch die Interkalierung des
Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid zwischen die Basen des DNA-Doppelstranges
wurden die PCR-Produkte dann unter UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert (BioCapt
Photo-Documentation, PeqlLab). Dabei wurden die Bandenintensititen der Proben und der
Marker verglichen und die enthaltene DNA-Menge pro pl Plasmidldsung abgelesen.

Die Umrechnung der enthaltenen DNA-Menge in die Anzahl der pro ml Lésung enthaltenen

Molekiile (Plasmide) erfolgte nach folgenden Formeln (www.neb.com, technical support):

9,1x10" Molekiile
(Léinge des Vektors + Lange des PCR - Produktes) in kbp

Molekiile pro pg DNA =

gemessene DNA - Menge in ug pro ml
Anzahl der Molekiile pro g DNA

Anzahl der Molekiile/ml=

Zur Ermittlung der Nachweisgrenze der PCR ECP-p30 und der PCR AP-MSP2 wurden von
den DNA-Losungen mit den Plasmiden ECk bzw. APk nun Verdiinnungsreihen von 107" bis

10" angefertigt und jeweils als Dreifachansitze in die PCRs eingesetzt. Die jeweils
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niedrigste nachweisbare Verdiinnungsstufe wurde bestimmt und so ein Riickschluss auf die

niedrigste Zahl der nachweisbaren Plasmide gezogen:

Nachweisbare Plasmide pro 50 pl Ansatz = eingesetzte Plasmidldsung in pl x

Verdiinnungsstufe x Zahl der Plasmide pro pl

4. Untersuchung von Patienten auf Infektion mit Ehrlichia canis und

Anaplasma phagocytophilum

4.1 Patientengut der Ehrlichia canis-Studie

In die Studie wurden insgesamt Proben von 244 Hunden, im Folgenden als EC1 bis EC244
bezeichnet, einbezogen. Bedingung fiir die Teilnahme war, dass sich die Hunde in einem
bekannten endemischen Gebiet aufhielten und innerhalb der letzten drei Monate nicht mit
Arzneimitteln behandelt worden waren, die geeignet sind, eine Infektion mit E. canis zu
bekdmpfen. Die Blutproben wurden von Hunden gewonnen, die sich in der Provinz
Kampanien in Italien aufhielten. Die Blutentnahme erfolgte durch Tierdrzte der
Tierschutzvereinigung ,,Lega pro Animale®, die etwa 40 km ndrdlich von Neapel in Castel
Volturno (Abb. 6) ein Kastrationszentrum mit einer Tierklinik und einem angeschlossenen

Tierheim betreibt.
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Abb. 6: Geographische Lage des Untersuchungsgebietes

Es wurden sowohl Hunde, die von ihren Besitzern in der Tierklinik vorgestellt (19 Hunde)
oder unmittelbar von der Strafle aufgelesen wurden (52 Hunde) als auch Tiere, die zu einem
fritheren Zeitpunkt ins Tierheim aufgenommen worden waren und sich zum Zeitpunkt der
Probennahme dort aufhielten (173 Hunde), miteinbezogen. Zu jedem Tier wurde ein
Datenblatt (Abb. 7) ausgefiillt, in dem die wichtigsten Patientendaten, klinische Symptome

und eventuell bereits durchgefiihrte Untersuchungen dokumentiert wurden.

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse von PCR und IFAT bei den unterschiedlichen
Tiergruppen wurde der y>-Test unter Verwendung eines Signifikanzniveaus a von 0,05

eingesetzt. Die Werte fiir y° und p wurden mit einem Computerprogramm (http://medweb.uni-

muenster.de/institute/imib/lehre/skript/biomathe/bio/chi.html) errechnet und eine Signifikanz

bei p<0,05 angenommen.
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Interne Nr:

Untersuchung auf Ehrlichia canis

1. Allgemeine Angaben zum Patienten

Besitzer:

Name des Hundes:
Alter:

Rasse:

Geschlecht:
Herkunft:

Vorberichtlich Zeckenbefall: [1Ja [1 Nein

2. Symptome, die auf eine Ehrlichiose hindeuten kénnen

Fieber [Ja [ Nein
Anorexie [JJa [J Nein
Abmagerung [JJa [J Nein
Hamorrhagien [1Ja [ Nein

3. Wurde bereits eine hdmatologische Untersuchung durchgefiihrt?

[1Ja [J Nein

1 Falls ,,ja*“: Befunde, die auf eine Ehrlichiose hinweisen kénnten

Andmie [)Ja [ Nein
Thrombocytopenie [1Ja [ Nein
Leukopenie []Ja [ Nein

4. Wourde ein IFAT durchgefiihrt?

1 Ja, Titer: [ Nein

Abb. 7: Fragebogen zu den Blutproben fiir die Untersuchung auf E. canis

4.2 Patientengut der Anaplasma phagocytophilum-Studie

In die Studie fiir die Untersuchung auf A. phagocytophilum wurden nur Hunde einbezogen,
die sich zum Untersuchungszeitpunkt in Deutschland aufhielten. Es wurden Proben von 205
Hunden untersucht. Insgesamt 72 Blutproben (Probenbezeichnung F1 bis F72) stammten von
Tierdrzten aus den Regionen Miinchen, Allgiu, Schwibische Alb und Bodensee, die fiir diese

Studie um die Einsendung von EDTA-Blutproben von Hunden gebeten wurden, die
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vorberichtlich Zeckenbefall aufwiesen und innerhalb der letzten drei Monate nicht mit gegen
A. phagocytophilum wirksamen Medikamenten vorbehandelt worden waren. Zu diesen
Hunden wurde von den Tierdrzten ein Formblatt, in dem die wichtigsten Patientendaten wie
Alter, Rasse und Geschlecht sowie klinische Symptome und eventuelle Voruntersuchungen
erfasst wurden, mit eingesandt (Abb. 8). Auflerdem wurden Proben von 133 Hunden
(Probenbezeichnung OF1 bis OF133) miteinbezogen, von denen im Rahmen der
Routinediagnostik EDTA-Blut in das Institut fiir Vergleichende Tropenmedizin und
Parasitologie der LMU Miinchen eingesandt worden war. Der Grund der Einsendung hatte
keinen Einfluss auf die Auswahl. Es wurde lediglich darauf geachtet, dass die Proben von
Hunden stammten, die sich in Deutschland aufhielten. Die statistische Auswertung der
Ergebnisse des IFAT bei den beiden Patientengruppen erfolgte wie fiir E. canis beschrieben

(Kap. 4.1), mit dem y°-Test unter Verwendung eines Signifikanzniveaus o von 0,05.
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Interne NR:

Untersuchung auf granulozytére Ehrlichiose
(Anaplasma phagocytophilum)

1. Allgemeine Angaben zum Patienten

Name des Hundes:

Alter:

Rasse:

Geschlecht:

Aktuell Zeckenbefall: OJa ONein

2. Symptome, die auf eine granulozytére Ehrlichiose hindeuten kdnnten

Fieber OJa ONein
Anorexie O Ja O Nein
Abgeschlagenheit O Ja O Nein
Lahmheiten O Ja O Nein
Erbrechen O Ja O Nein
Durchfall O Ja O Nein

3. Wurde bereits eine hamatologische Untersuchung durchgefiihrt?

O Ja O Nein

4. Falls Antwort bei 3. ,,ja*:
Befunde, die auf eine Ehrlichiose hinweisen kénnten

Animie O Ja O Nein
Thrombocytopenie O Ja O Nein
Leukopenie O Ja O Nein

4.3 Probengewinnung und —lagerung
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Abb. 8: Fragebogen zu den Blutproben fiir die Untersuchung auf A. phagocytophilum

Die Blutentnahme der Proben fiir die Untersuchung auf E. canis erfolgte durch Tierdrzte der
Tierschutzvereinigung ,,Lega Pro Animale®“. Es wurden je ein EDTA-Rdhrchen (Sarstedt,
Niimbrecht) und ein Serum-Rohrchen (Sarstedt) mit vendsem Blut befiillt. Die Proben wurden

beschriftet und bis zum Transport an das Institut fiir Vergleichende Tropenmedizin und
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Parasitologie der LMU Miinchen bei —20 °C gelagert. Beim Transport der tiefgefrorenen
Blutproben von Italien nach Miinchen wurde darauf geachtet, dass die Kiihlkette nicht
unterbrochen wurde. Die Proben wurden bis zu ihrer weiteren Verarbeitung erneut bei —20 °C

gelagert.

Die Blutproben fiir die Untersuchung auf A. phagocytophilum wurden von den Tierdrzten in
nicht einheitlichen Blutentnahmesystemen (Probevolumen 2 ml-7,5 ml) auf dem Postweg
eingesandt. Es handelte sich jedoch stets um vendses EDTA-Blut. Nach Ankunft im Labor
erfolgte eine 10-miniitige Zentrifugation der Probengefifle bei 2000 rpm (Tischzentrifuge
Universal 30F, Hettich, Tuttlingen). Im Anschluss wurde das Serum mit einer Pipette
abgehoben und in ein 1,5 ml-Eppendorfgefal verbracht. Aus der zellreichen Schicht zwischen
Serum und Erythrozyten (,,Buffy coat“) wurden 200 pl entnommen und in ein weiteres
Eppendorfgefdl} pipettiert. Die Proben wurden beschriftet und bis zur weiteren Verarbeitung

bei —20 °C gelagert.

4.4 Lichtmikroskopische Untersuchung auf Anaplasma phagocytophilum

Von den Blutproben F1 bis F72 der 72 Hunde, die auf Anforderung fiir die Studie eingesandt
wurden, wurde zundchst ein Buffy-coat-Ausstrich angefertigt. Hierfliir wurde eine
Mikrohdmatokritkapillare (Brand, Wertheim) mit EDTA-Blut gefiillt und zentrifugiert. Das
Glasrohrchen wurde dann an der Stelle, an der Buffy coat sichtbar war, zerbrochen und ein
Tropfen dieser zellreichen Fraktion auf einen Objekttriager gegeben. Dann wurde ein flexibler
Spatel (Flexi Strip, Roth) im 45°-Winkel angesetzt und zum Buffy coat-Tropfen
zuriickgezogen, bis die Spatelkante mit Blut benetzt war. Darauthin wurde der Spatel sofort
zligig vorwirts geschoben und das Blut so ausgestrichen. Der Ausstrich wurde luftgetrocknet
und dann finf Minuten mit Methanol (99 %; Roth) fixiert. Dann erfolgte eine erneute
Trocknung an der Luft. Im Anschluss wurden die Ausstriche 45 Minuten mit frisch
angesetzter Giemsa-Gebrauchslosung [Giemsa-Stammlosung (Merck, Darmstadt) mit Weise-
Puffer (pH 7,2; Merck) 25-fach verdiinnt] geféarbt, unter flieBendem Wasser abgespiilt und

getrocknet.
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Die Beurteilung erfolgte unter Verwendung von Immersionsol bei 500-facher Vergroferung
unter dem Lichtmikroskop. Die Randbereiche der Blutausstriche wurden hierzu fiir
mindestens 10 Minuten méanderformig auf das Vorhandensein von Einschlusskorperchen

(Morula) in den Granulozyten untersucht und das Ergebnis festgehalten.

4.5 Molekularbiologische Untersuchungen

4.5.1 DNA-Extraktion

Als Ausgangsmaterial fiir die DNA-Extraktion unter Verwendung des ,,QIAamp DNA Blood
Mini Kits“ (Qiagen, Hilden) wurden je 200 pl der aufgetauten und sorgfiltig gemischten
Proben (EDTA-Blut, Buffy coat-Material oder Knochenmarksaspirat) verwendet. Das
Extraktionsverfahren basiert auf enzymatischer Lyse zelluldrer Bestandteile und
anschlieBender Adsorption der dadurch freigesetzten DNA an eine Silikagelmembran. Die
Extraktion erfolgte dabei nach den Angaben des Herstellers, wobei {iiber die
Zusammensetzung der enthaltenen Puffer vom Erzeuger keine Angaben gemacht wurden. Pro
Durchgang wurden 23 Ansdtze mit je 200 pl Untersuchungsmaterial und eine
Negativkontrolle, bestehend aus 200 ul PBS (135 mM NacCl, 15 mM K,HPO4x3H,0, 2,8 mM
KH2PO4; 10,7 mM MgCl, pH 7,2 ) gleichzeitig verarbeitet.

Zu jedem 200 ul Probenaliquot wurden 20 pl Proteinase K gegeben und sorgfiltig gemischt,
bevor 200 pl des Puffers ,,AL* (beides im Kit enthalten) hinzupipettiert wurden. Der Inhalt
der GefiaBle wurde gut gemischt und dann im Wasserbad bei 56 °C 10 Minuten lang inkubiert.
Im Anschluss wurden die Eppendorfgefiale kurz zentrifugiert (Tischzentrifuge Biofuge pico,
Heraeus, Osterode), bevor sie gedffnet und 200 pul Ethanol absolut (Roth) dazugegeben
wurden. Der gut durchmischte Inhalt der Gefdle wurde nun mit einer Pipette auf ein
»QIAamp spin“-Sédulchen tiberfiithrt und bei 13000 rpm 1 Minute lang zentrifugiert. Hierbei
wurde die DNA an die in den Sdulchen befindliche Silikagelmembran gebunden. Zum
anschlieBenden Waschen wurde das Siulchen zunichst in ein 2 ml Gefa3 verbracht, 500 pl
der Gebrauchslosung des Puffers ,,AW1* hinzu gegeben und zentrifugiert, das Sdulchen auf

ein neues Gefall aufgesteckt und nach Zugabe von 500 ul Puffer ,,AW2* erneut zentrifugiert.
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Bei der abschlieBenden Elution wurde das QIAamp Séulchen in ein 1,5 ml-Eppendorfgefall
gesteckt, 100 pl des Puffers ,,AE“ auf die Mitte der Membran gegeben, mindestens 1 Minute
bei Raumtemperatur inkubiert und bei 8000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert. Die auf diese

Weise erhaltene DNA-L6sung wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

4.5.2 Real-time PCR fiir Ehrlichia canis

Die Proben fiir E. canis (Probenbezeichnung EC1 bis EC244) wurden mit der PCR ECP-p30
untersucht. Sie amplifiziert ein 149 bp grofles Fragment und ist auf das Zielgen p30-10, das
fiir ein 30-kDa grofles immunodominantes Membranprotein (Major Outer Membrane Protein)
codiert, gerichtet und wird mit den Primern ECP-1 und ECP-2 und der Sonde ECP-S1, die die
Struktur eines ,,Molecular Beacon“ (Tyagi und Kramer, 1996) aufweist, durchgefiihrt
(Kap.1.2.1, Tab. 3). Neben den DNA-Losungen der Patienten EC1 bis EC244 wurden auch
die Negativkontrollen der DNA-Extraktion sowie pro Lauf eine Positivkontrolle fiir E. canis,
bestehend aus genomischer DNA und eine Negativkontrolle aus Wasser statt DNA-Ldsung
mitgefiihrt. Wie in Tab. 5 detailliert dargestellt ist, wurde zundchst aus 10x Puffer mit 1,5 mM
MgCl, (Qiagen, Hilden), MgCl, (25mM; Qiagen, Hilden), HO, dNTP (10mM each; Roth),
HotStar Taq (5 u/ul; Qiagen, Hilden), Primern und Sonde unter einer ,,DNA-Workstation*
(Uni Equip, Martinsried) in einem Reinst-Raum ein Master-Mix hergestellt. Hiervon wurden
je 45 ul in jede Vertiefung einer 96-well-PCR-Platte (Biorad) vorgelegt. In einem separaten
Raum wurden nun je 5 pl der zu untersuchenden DNA-Losungen oder Negativkontrollen
hinzupipettiert und die Platte mit Klebefolie (iCycler iQ™ Optical Quality Sealing Tape,

Biorad) verschlossen.

Die PCR wurde mit einem iCycler iQm (Biorad) unter folgenden Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt: initiales Autheizen auf 95 °C fiir 13 Minuten, gefolgt von 50 Zyklen in der
Abfolge Denaturierung bei 95 °C fiir 30 s, Annealing bei 57 °C fiir | min und Extension bei
72 °C fiir 30 s. Die Fluoreszenz wurde bei jedem Annealingsschritt gemessen. Nach jedem
Lauf wurden die Daten mit der Software Version 3.0A analysiert (iCycler iQ™ Real-Time
PCR Detection System, Biorad). Eine Reaktion wurde dann als positiv gewertet, wenn ihre
Fluoreszenz  einen  Schwellenwert (=Basisemission und das 10-fache ihrer
Standardabweichung) iiberschritt und einen sigmoiden Kurvenverlauf zeigte, wie in Abb. 9

beispielhaft dargestellt ist.
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Tab. 5: Pipettierschema fiir die PCR ECP-p30

Komponente Volumen Hersteller
10x Puffer mit 1,5 mM MgCl, Sul Qiagen
MgCl, (25 mM) 7wl Qiagen
H,O 28,75 ul
Primer ECP-1 (50 pM) 1 ThermoHybaid
Primer ECP-2 (50 pM) 1 ul ThermoHybaid
Sonde ECP-S1(50 uM) 0,5 ul ThermoHybaid
dNTP (10 mM each) 1,25 ul Roth
HotStar Taq (5 w/ul) 0,5 ul Qiagen
DNA-Losung Sul
Gesamtvolumen: 50 ul

PCR Amp/Cycle Graph for FAM-490
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Abb. 9: Beispiel fiir die Beurteilung der PCR-Ergebnisse (Cycle: Reaktionszyklus, PCR Base
Line Substracted CF RFU: MaB fiir die Hohe der Fluoreszenz, Orange Linie: Schwellenwert)
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4.5.3 Real-time PCR fiir Anaplasma phagocytophilum

Die Untersuchung auf A. phagocytophilum erfolgte mit der von Courtney et al. (2004)
entwickelten PCR AP-MSP2. Sie amplifiziert ein 77 bp groBes Fragment des
Oberflachenproteins msp2 (Major Surface Protein) und wird mit den Primern ApMSP2f und
ApMSP2r und der Sonde ApMSP2-HEX durchgefiihrt, wobei die Reaktionsbedingungen, die
in der Literatur angegeben wurden, beibehalten wurden. Lediglich die Zahl der
Reaktionszyklen wurde von 40 auf 50 Zyklen erhoht. Neben den DNA-Losungen der
Patienten F1-F72 und OF1-OF133 wurden auch die Negativkontrollen der DNA-Extraktion
sowie pro Lauf eine Positivkontrolle fiir A. phagocytophilum, bestechend aus genomischer

DNA, und eine Negativkontrolle aus Wasser statt DNA-Losung mitgefiihrt.

Zunichst wurde aus 10x Puffer mit 1,5 mM MgCl, (Qiagen, Hilden), MgCl, (25 mM; Qiagen,
Hilden), H,O, dNTP (10 mM each; Roth), HotStar Taq (5 u/ul; Qiagen, Hilden), Primern und
Sonde unter einer ,,DNA-Workstation” (Uni Equip, Martinsried) in einem Reinst-Raum ein
Master-Mix hergestellt (Tab. 6). Hiervon wurden je 20 pl in jede Vertiefung einer 96-well-
PCR-Platte (Biorad) vorgelegt. In einem separaten Raum wurden nun je 5 ul der zu
untersuchenden DNA-Losungen oder Negativkontrollen hinzupipettiert und die Platte mit

Klebefolie (iCycler iQ™ Optical Quality Sealing Tape, Biorad) verschlossen.
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Tab. 6: Pipettierschema fiir die PCR nach Courtney et al. (2004)

Komponente Volumen Hersteller
10x Puffer mit 1,5 mM MgCl, 2,5 ul Qiagen
MgCl; (25 mM) 4,5 ul Qiagen
H,O 11,7375 ul
Primer ApMSP2f (50 uM) 0,225 ul ThermoHybaid
Primer ApMSP2r (50 uM) 0,225 ul ThermoHybaid
Sonde ApMSP2 HEX (50 uM) 0,0625 ul ThermoHybaid
dNTP (10 mM each) 0,5 ul Roth
HotStar Taq (5 u/ul) 0,25 ul Qiagen
DNA-LGsung Sul

Gesamtvolumen: 25 ul

Die PCR wurde mit einem iCycler iQ™ (Biorad) unter folgenden Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt: initiales Autheizen auf 95 °C fiir 13 Minuten, gefolgt von 50 Zyklen in der
Abfolge Denaturierung bei 95 °C fiir 15 s, Annealing und Extension bei 60 °C fiir 1 min. Die
Fluoreszenz wurde bei jedem Annealingsschritt gemessen. Nach jedem Lauf wurden die
Daten mit der Software Version 3.0A analysiert (iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection
System, Biorad). Eine Reaktion wurde dann als positiv gewertet, wenn ihre Fluoreszenz einen
Schwellenwert (=Basisemission und das 10fache ihrer Standardabweichung) tiberschritt und

einen sigmoiden Kurvenverlauf zeigte, wie in Abb. 9 beispielhaft dargestellt ist.

4.5.4 Sequenzierung ausgewéhlter PCR-Produkte

Zur Bestitigung der Identitdt der PCR-Produkte durch Sequenzierung wurden fiir E. canis die

Amplifikate der Proben EC9, EC111 und EC235, die aus der Gruppe der bei der Real-time

PCR positiv reagierenden Proben zufillig ausgesucht worden waren, und das Amplifikat der
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Positivkontrolle fiir E. canis einbezogen. Fiir A. phagocytophilum wurde eine Sequenzanalyse
des Amplifikates der Probe OF64 durchgefiihrt.

Fiir E. canis wurden die PCR-Produkte direkt sequenziert. Zur Herstellung eines 2,5 %igen
Agarosegels wurden 2,5 g Agarose mit 100 ml TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 20 mM Na-
Acetat, 2 mM EDTA, pH 7,8) in einen Erlenmeierkolben verbracht und in der Mikrowelle
aufgekocht, bis sich die Agarose ganz aufgeldst hatte. Im Anschluss daran wurde ein
Agarosegel, wie bereits in Kap.lll, A, 3 beschrieben, hergestellt und mit TAE-Puffer
iberschichtet. Es wurden jeweils 1,5 pl 6x Blaupuffer (6x Loading Dye Solution; Fermentas
Life Sciences) und 8,5 pl des PCR-Produktes je well aufgetragen. Als Marker zur
Laufkontrolle und als Grofenstandard wurden 10 pl der Gebrauchslosungen des GeneRuler
DNA Ladder Mix (Fermentas Life Sciences) und der GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(Fermentas Life Sciences) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 V fiir 1,5 Stunden
(Electrophoresis Power Supply-EPS 301, Amersham Biosciences, Freiburg). Anschliefend
wurde das Gel, wie bereits in Kap.Ill, A, 3. beschrieben, fiir 15 Minuten in ein
Ethidiumbromid-Bad gelegt. Die PCR-Produkte wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht und
dokumentiert (BioCapt Photo-Documentation, PeqLab), dann mit einem Skalpell
ausgeschnitten und jeweils in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl gegeben. Die Extraktion der in den
Banden enthaltenen DNA erfolgte mittels ,,QIAquick Gel Extraction Kit*“ (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers. Dabei wurden die Gelstiicke gewogen und mit der dreifachen
Menge an Puffer ,,QG* (Zusammensetzung unbekannt) versetzt, und bei 50 °C fiir inkubiert,
bis sich das Gel ganz aufgelost hatte. Dann wurde ein dem Gewicht des Gelstiickes
entsprechender Volumenteil Isopropanol (Roth) hinzugefiigt und sorgfiltig gemischt. Der
gesamte Inhalt des EppendorfgefdBes wurde nun auf ein ,,QIAquick spin-Sdulchen® iiberfiihrt
und eine Minute lang bei 13000 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge Biofuge 13, Heraeus).
Hierbei wurde die DNA an die Membran im Séulchen gebunden. Die abzentrifugierte
Fliissigkeit wurde verworfen, 750 ul des Puffers ,,PE*“ (Zusammensetzung unbekannt) auf die
Sdule gegeben und erneut zentrifugiert. Nachdem auch diese Fliissigkeit verworfen wurde,
erfolgte eine erneute Zentrifugation des QIAquick spin-Sdulchen fiir eine Minute. Dann
wurde die Sdule in ein 1,5 ml Eppendorfgefd3 gestellt und die DNA mit 50 ul des Puffers
»-EB* (10mM Tris-Cl, pH 8.,5), auf die Mitte der Membran pipettiert, und bei einer
einminiitigen Zentrifugation eluiert. Die Fallung der DNA erfolgte nach Zugabe von 12,5 pl
10 M Ammoniumacetat und 100 pl Ethanol (98 %; Roth) fiir eine Stunde bei —20 °C. Nach
anschlieBender 10-miniitiger Zentrifugation bei 4 °C und 12000 rpm (Kiihlzentrifuge 5417R,
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Eppendorf) wurde der Uberstand dekantiert und das DNA-Pellet durch Zugabe von 200 pl
Ethanol (70 %; Roth) und einer erneuten Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13000 rpm
(Tischzentrifuge Biofuge 13, Heraeus) bei Raumtemperatur gewaschen. Der Uberstand wurde
erneut dekantiert, die Eppendorfgefa3e kurz zentrifugiert, der Fliissigkeitsrest abpipettiert und
die Pellets luftgetrocknet. Die Sequenzierung mit den Primern ECP-1 (Positivkontrolle fiir E.
canis, EC9) und ECP-2 (EC111, EC235) wurde von der Firma MWG Biotech, Ebersberg
durchgefiihrt.

Bei A. phagocytophilum war wegen der geringen Linge des PCR-Produktes von 77 bp eine
direkte Sequenzierung nicht erfolgreich. Daher wurde eine Klonierung unter der Verwendung
des Plasmids pGEM®-T Easy Vector () GEM®-T Easy Vector Kit, Promega, Madison, USA)
in Escherichia coli DH5a-Zellen (Promega) und anschlieBend eine Sequenzierung des
Plasmids mit den Sequezierprimern SP6 und T7 (Promega) durch PD Dr. M. Rinder am
National Research Center for Protozoon Diseases, Universitit Obihiro, Japan durchgefiihrt, da
zum Zeitpunkt der Untersuchung ein S1-Labor am Institut fiir Vergleichende Tropenmedizin

und Parasitologie der LMU Miinchen nicht vorhanden war.

4.6 Serologische Untersuchung- IFAT

4.6.1 Serologische Untersuchung auf Ehrlichia canis

Die serologische Untersuchung der Serumproben EC1 bis EC244 erfolgte mittels indirektem
Immunfluoreszenzantikdrpertest (IFAT) zum Nachweis gruppenspezifischer 1gG-Antikrper
gegen E. canis. Es wurde hierfiir der kommerzielle Testkit ,,MegaScreen FLUOEHRLICHIA
c.* (Firma MegaCor, Horbranz, Osterreich) verwendet. Die Serumantikdrper binden an das
auf einem Objekttrager fixierte Antigen und werden mit Fluoreszein-Isothiocyanat
konjugierten anti-Hund IgG-Antikorpern mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar
gemacht, wo sie als griingelb leuchtende intrazelluldre Einschlusskorperchen (Morulae)

erscheinen.

62



III. A Material und Methoden

Fiir alle Proben und fiir je eine Positiv- und eine Negativkontrolle pro Objekttrager wurden
zwei Verdiinnungsstufen (1:50 und 1:100) mit PBS (pH 7,4; Tab. 7) angefertigt. Die mit
Antigen beschichteten Objekttrager wurden beschriftet und auf Raumtemperatur gebracht.
Dann wurden jeweils 10 ul der hergestellten Verdiinnungen auf die Felder des Objekttrigers
aufgetragen und dieser in einer feuchten Kammer bei 37 °C fiir 10 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurde der Objekttriger mit PBS-Puffer aus einer Spritzflasche abgespiilt und
zwei mal 5 Minuten in einer Glaskiivette mit frischem PBS-Puffer gewaschen. Nach
Abschiitteln der Fliissigkeit wurden 10 pl Anti-Hund IgG-FITC (F-7884, Sigma,
Deisenhofen), 20-fach verdiinnt mit PBS pH 7,4 mit 0,03 % Evans Blue (1 %; Merck,
Darmstadt), aufgetragen und erneut in einer feuchten Kammer bei 37 °C fiir 10 Minuten
inkubiert. Im Anschluss wurde der Objekttrager in frischem PBS-Puffer pH 7,4 in
Glaskiivetten gewaschen, die Fliissigkeit abgeschiittelt und mit Eindeckmittel (MegaScreen
Fluovet, MegaCor) blasenfrei eingedeckt. Die Auswertung erfolgte bei 400-facher
VergroBerung unter dem Fluoreszenzmikroskop, wobei Proben ohne erkennbare spezifische
Fluoreszenz als negativ beurteilt wurden, wiahrend Proben, die nur eine Fluoreszenz bei der
Verdiinnung 1:50 zeigten, als grenzwertig und Proben mit einer Fluoreszenz auch bei 1:100

als positiv beurteilt wurden.

Tab. 7: Herstellung des PBS-Puffers

Stammldsung NaCl (Merck, Darmstadt ) 389,25 ¢
K,;HPO4x3H,0 (Merck, Darmstadt) 171,25 g
KH,PO4(Merck, Darmstadt) 195¢g
Aqua dest. Ad 2500ml
Gebrauchslésung Stammldsung 1:20 mit Aqua dest. verdiinnen, pH einstellen

4.6.2 Serologische Untersuchung auf Anaplasma phagocytophilum

Fiir den Nachweis von Antikorpern gegen A. phagocytophilum in den Hundeseren der Proben
F1 bis F72 und OF1 bis OF133 wurden mit Antigen beschichtete Objekttrager, die von der
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Firma Focus Technologies, California, USA, hergestellt wurden, verwendet. Es wurden
Verdiinnungen der Seren sowie je einer Positiv- und einer Negativkontrolle pro Objekttrager
von 1:32 und 1:64 untersucht. Auf die beschrifteten, auf Raumtemperatur gebrachten
Objekttrager wurden je 20 ul der zu untersuchenden Verdiinnungen aufgetragen und in einer
feuchten Kammer im Wérmeschrank bei 37 °C 30 Minuten inkubiert. Anschlieend wurden
die Objekttrager mit PBS (pH 7,2) abgespiilt, zweimal 5 Minuten lang in Glaskiivetten mit
frischem PBS-Puffer gewaschen, in Aqua dest. geschwenkt und luftgetrocknet. Nun wurden
auf jedes Feld 20 ul Anti-Hund IgG-FITC (F-7884 der Firma Sigma, Deisenhofen; 1:20 mit
PBS-Puffer [pH 7,2] verdiinnt und mit 0,03 % Evans-Blue der Firma Merck) aufgetragen.
Nach erneuter Inkubation fiir 30 Minuten bei 37 °C in einer feuchten Kammer im
Wirmeschrank wurden die Objekttrager vorsichtig mit PBS (pH 7,2) abgespiilt, zweimal 5
Minuten in Glaskiivetten mit PBS (pH 7,2) gewaschen und in Aqua dest. geschwenkt. Die
luftgetrockneten Objekttrager wurden mit Eindeckmittel (MegaScreen Fluovet, MegaCor)
versehen und bei 400-facher VergroBerung unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Die
Einteilung erfolgte in ,,negativ‘(keine Fluoreszenz), ,,grenzwertig™ (Fluoreszenz lediglich bei

Verdiinnung 1:32) und ,,positiv* (Fluoreszenz auch bei Verdiinnung 1:64).

5. Vergleich der Untersuchungsmethoden

AbschlieBend  wurden  die  Testergebnisse  der  verschiedenen  angewandten
Untersuchungsmethoden paarweise (Blutausstrich - Real-time PCR, Blutausstrich - IFAT und
PCR — IFAT) miteinander verglichen. Dabei wurde der prozentuale Anteil der

iibereinstimmenden Ergebnisse berechnet.

64



III. B Ergebnisse

B Ergebnisse

1. Real-time PCR zum Nachweis von Ehrlichia canis und Anaplasma

phagocytophilum

1.1 Primer- und Sondenkonstruktion

1.1.1 Ehrlichia canis

Fiir die PCR EC-16S wurde mit Hilfe der Software ,,Beacon Designer 2.1* eine Sonde (EC-
S1) zu den bereits publizierten Primern EC-1 und EC-2 (Pusterla et al., 2000a) konstruiert
(Tab. 8; Abb. 10). Die Auswahl der geeignetsten Sonde erfolgte anhand Sequenz-
unterschieden in der 16S rDNA gegeniiber nahe verwandter Ehrlichienspezies und der

Bewertung der Sonden durch das Programm.

Tab. 8: Sequenzen von Primern und Sonde fiir die PCR EC-16S

Sequenz
EC-1 5’-CGGACAATTATTTATAGCCTC-3’
EC-2 5’-CCATTACCTCACCAACTAG-3’
EC-S1 5’-6-FAM-CGCGATCCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAATCGCG-Dabcyl-3’

Eine Uberpriifung der Spezifitit von Primern und Sonde gegeniiber verwandten Ehrlichien
erfolgte zundchst anhand eines Alignments mit E. chaffeensis, E. platys, A. phagocytophilum,
und N. sennetsu (Abb. 10). Zusdtzlich wurde die Spezifitit mit dem ,,Blast Search* Programm
der NCBI-Genbank fberpriift. Der Primer EC-1 zeigte aber insbesondere am 3’-Ende
Sequenzunterschiede zu anderen Ehrlichienarten, so dass eine Amplifikation dieser Erreger
nicht zu erwarten war. Der Primer EC-2 hingegen war als unspezifischer Primer konstruiert
worden und zeigte mit verschiedenen Bakterien wie Pseudomonaden, Streptomyces oder
Leptospiren eine Ubereinstimmung von 100%, jedoch nicht mit der DNA von Siugern. Fiir
die Sonde EC-S1 wurde festgestellt, dass sie nur auf verschiedene E. canis Stimme passte.
Bei E. chaffeensis, der am nichsten verwandten Ehrlichienart, bestand in der zentralen

Sondenregion, und zwar an der elften Position der bindenden Region, eine Misspaarung.
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E. canis (AY394465) @ ........ CARACCTGGCG. . NAGCCTACCA. . TGCANGTCGARACGGACA 38
E.coanie: (U267407 GGt e AAGCCTAACACATGCAAGTCGARCGGACA 29
E. canis (M73221) CTCAGRACGAACGCTGGCGGCAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACA 50
E. chaff. (U60476) CTCAGAACGAACGCTGGCGGCAAGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACA 50
E. chaff. (U23503) CTCAGAACGAACGCTGGCGGCAAGCCTAACACATGCAAGTCGARCGGACA 50
E. chaff. (AF147752) CTCAGAACGAACGCTGGCGGCARGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACA 50
A. platys (AF156784) CTCAGAACGAACGCTGGCGGCAAGCTTAACACATGCAAGTCGAACGEATT 50
A. platys (MB2801) CTCAGAACGAACGCTGGCGGCAAGCTTAACACATGCAAGTCGAACGEATT 50
A. phag. (AYS527214) @ ..... AACGAACGCTGGCGGCAAGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGATT 45
E. sennet. (M73225) CTCAGAACGAACGCTAGCGETAGGCTTAACACATGCARGTCGARCGGAAT 50
E. sennet. (M73219) .. ... .iiiieninn T N —— T AAT 3
A. platys (AY077619)  ...... ACGAACGCTGGCGGCARGCTTAACACATGCARGTCGAACGGATT 44
E. canis (A¥394465) NTTATTTATAGCCTCTNGGCTATAGGAMATTGTTAGTGGCAGACGGETGA 88
E. canis (U26740) ATTATTTATAGCCTCT . GGCTATAGGARATTGTTAGTGGCAGACGGGTGA 78
E. canis (M73221) ATTATTTATAGCCTCT . GGCTATAGGAARATTGTTAGTGGCAGACGGGTGA 99
E. chaff. (U60476) ATTGCTTATAACCTTTTGGTTATARATAATTGTTAGTGGCAGRCGGEGTGA 100
E. chaff. (U23503) ATTGCTTATAACCTTTTGGTTATAAATAATTGTTAGTGGCAGACGGGTGA 100
E. chaff. (AF147752) ATTGCTTATAACCTTTTGGTTATAARATAATTGTTAGTGGCAGACGGETGA 100
A. platys (AF156784) .TTTGTCGTAGCTT. . . . GCTATGATAAA . AATTAGTGGCAGACGGGTGA 94
A. platys (MB2B01) .TTTGTCGTAGCTT. . . .GCTATGATAAA . AATTAGTGGCAGACGGGTGA 94
A. phag. (A¥527214) ATTCTTTATAGCTT. .. .GCTATARAGAATAGTTAGTGGCAGACGGGTGA 91
E. sennet. (M73225)  ...... CAAAGCTGC. . . . TTGCCAGCTTGGTCCCGTGGCAGACGGGTEC 90
E. sennet. (M73213%) v vs. CAARGCTGC....TTGCCAGCTTGGTCCCGTGGCAGACGGGTGC 43
A. platys (AY077619) .TTTGTCGTAGCTT. . . .GCTATGATAAA . ARTTAGTGGCAGACGGGTGA 88
E. canis (A¥394465) GTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGEAATAGCCATTAGARATGET 138
E. canis (U26740) GTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGARATGGET 128
E. canis (M73221) GTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGAAATGGT 149
E. chaff. (Us0476) GTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTATGGAATAGCCATTAGARATGAT 150
E. chaff. (U23503) GTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTATGGAATAGCCATTAGARATGAT 150
E. chaff. (AF147752) GTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTATGGAATAGCCATTAGARATGAT 150-
A. platys (AF156784) GTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGALATGGT 144
A. platys (M82801) GTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGT 144
A. phag. (AY527214) GTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGT 141
E. sennet. (M73225) GTAACGCGTGGGAACTTGCCTGGTAGTAGGGAATAACCAGTGGARAACATT 140
E. sennet. (M73219) GTAACGCGTGGGAACTTGCCTGGTAGTAGGGAATAACCAGTGGARACATT 93
A. platys (AY0776139) GTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGARATGGST 138
E. canis (AY394465) GGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGRAAGATTTATCGCTATTAGATG 188
E. canis (U26740) GGCTARTACTGTATAATCCCCGAGGGGEAAAGATTTATCGCTATTAGATG 178
E. canis (M73221) GGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATA 199
E. chaff. (Uc0476) GGGTAATACTGTATAATCCCTGCGEGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG 200
E. chaff. (U23503) GGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGEGARAGATTTATCGCTATTAGATG 200
E. chaff. (AF147752) GGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGARAGATTTATCGCTATTAGATG 200
A. platys (AF156784) GGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGRAAAGATTTATCGCTATTAGATG 194
A. platys (M82801) GGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGARAGATTTATCGCTATTAGATG 194
A. phag. (AY527214) GGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGARAGATTTATCGCTATTAGATG 151
E. sennet. (M73225) GGGCAACACCCTATACGCCCTGAGGGGGARAA . ATTTATTGCTATCAGATA 189
E. sennet. (M73219) GGGCAACACCCTATACGCCCTGAGGGGGARA . ATTTATTGCTATCAGATA 142
A. platys (AY077619) GGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG 188
E. canis (AY294465) AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGETCAGETAATGECTTACCAAGGCTAT 238
E. canis (U26740)} AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGETGAGGTARTEECTTACCAAGGCTAT 228
E. canis (M73221) AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGETGAGGTAATGGCTTACCAAGGCTAT 249
E. chaff. (U60476) AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTARTGGCTTACCAAGGCTAT 250
E. chaff. (U23503) AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCTAT 250
E. chaff. (AF147752) AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCTAT 250
A. platys (AF156784) AGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGT 244
A. platys (MB28B01)} AGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGT . GT 243
A. phag. (AYS527214) AGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAT 241
E. sennet. (M73225) GGCCCGCGTTAGATTAGCTAGTTEGGTGGGEGTAATGGCCTACCAAGGCGAC 239
E. sennet. (M73219) GGCCCGCGTTAGATTAGCTAGTTGGTGGGETAATGGCCTACCAAGGCGAC 192
A. platys (AY077619) AGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGT 238
E. canis (AY394465) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 288
E. canis (U26740) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 278
E. canis (M73221) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 299
E. chaff. (U60476) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 300
E. chaff. (U23503) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 300
E. chaff. (AF147752) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 300
A. platys (AF156784) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 294
A. platys (MB2801) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 293
a. phag. (AY527214) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 291
E. sennet. (M73225) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACAC 289
E. sennet. (M73219) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACAC 242
A. platys (AY077619) GATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATAC 288

Abb. 10: Lage von Primern und Sonde der PCR EC-16S im Vergleich mit Sequenzen
verschiedener Ehrlichia spp.; ~ Primer EC-1; m Sonde EC-S1; m Primer EC-2; Anmerkung:

N. sennetsu wird in diesem Alignment noch als E. sennetsu bezeichnet
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Bei der PCR ECP-p30 wurde fiir die manuell konstruierten Primer (ECP-1 und ECP-2) und
die vom Programm ,,Beacon Designer 2.1 ermittelte Sonde (ECP-S1; Tab. 9), anhand der
Alignments ebenfalls eine Uberpriifung der Spezifitit durchgefiihrt. Fiir E. ewingii waren
keine Sequenzinformationen fiir den Sequenzbereich verfiigbar, der fiir die Lage der Primer
und Sonde ausgewidhlt worden war (Abb. 11). Von einer Spezifitdt von Primern und Sonde
kann jedoch bereits ausgegangen werden, wenn keine Amplifikation von E. chaffeensis

erfolgt.

Tab. 9: Sequenzen von Primern und Sonde fiir die PCR ECP-p30

Sequenz
ECP-1 5’-AGTTACCCTATCACACCAGAAGTC-3’
ECP-2 5’-CGTCAAGAGTTACTGAAGCAGATG-3’
ECP-S1 5’-6-FAM-CGCGATCTACTACAGGAGTTATTACAGGTATCTTCTCGATCGCG-Dabcyl-3’

Beide Primer sowie die Sonde wiesen deutliche Sequenzunterschiede zum p28-Gen von E.
chaffeensis, der E. canis am nichsten verwandten Ehrlichienart auf. So bestanden sowohl
beim Forward-Primer als auch beim Reverse-Primer Unterschiede in den ersten drei Basen
am 3’-Ende, die eine spezifische Amplifikation des p30-10-Gens von E. canis erwarten lie3en
(Abb.6). Die zusitzliche Untersuchung der Spezifitit mit dem ,,Blast Search® Programm der
NCBI-Genbank bestdtigte dies. Primer und Sonde passten zu 100% nur zu Sequenzen

verschiedener Isolate von E. canis.
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E. canis p30 (AF52B515) ATAGGTATTAGTTACCCTATCACACCAGAAGTCTCTEGCATTTATTGGTGG 692
E. canis p30 (AF528512) ATAGCTATTACGTTACCCTATCACACCAGAAGTCTCTGCATTTATTGGTGG 692
E. chaff. (ARF077734) TTAGGTTTARGCTACTCTATAAGCCCAGARARCTTCTETCTTTGTCGGCGG 925
E. chaff. (AF077735) TTAGETTTAAGCTACTCTATAAGCCCAGAAACTTCTGTCTTTGTCGGCGG 593
E. chaff. (AF077733) TTAGGTTTAAGCTACTCTATAAGCCCAGAAACTTCTGTGTTTATTGGTGG 931
E. chaff. (AF077732) TTAGGTTTAAGCTACTCTATAAGCCCAGARACTTCTEGTGTTTATTGETGG 930
B awingid (AF287063)  nisrieersres i pe i sy e e e e e i s e e R AT M e A 505
B ewingda IBE28T96L) s e i e s S R e e R 505
B ewingid (RE2BTI6MY | i e e e e ma e e e e re e e A AR R A e m AR 505
E. canis p28 (AF082749) CTGGGCATTAGTTACTCTATTAATCCGGARACCTCTGTTTTCATCGGTGG 686
E. canis p28 (AF082747) CTGGGCATTAGTTACTCTATTAATCCGGARACCTCTETTTTCATCGGTGG 686
E. canis p28 (AF082750) CTGGGCATTAGTTACTCTATTAATCCCGGARACCTCTCTTTTCATCGGTGG 686
E. canis p30 (AF528515) ATACTACCATGGCGTTATTGGTAATARATTTGAGAAGATACCTGTAATAR 742
E. canis p30 (AF528512) ATACTACCATGGCGTTATTGGTAATARATTTGAGAAGATACCTGTAATAR 742
E. chaff. (AF077734) ACATTTCCATARAGGTAATGGGAAACGAATTCAGAGATATTCCTGCTATAR 975
E. chaff. (AF077735) ACATTTCCATAAGGTAATGGGARACGAATTCAGAGATATTCCTGCTATAR 643
E. chaff. (AF077733) ACATTTTCATRARAGGTGATAGGARAACGAATTTAGAGATATTCCTGCTGTAA 981
E. chaff. (AF077732) ACATTTTCATAAGGTGATAGGARACGAATTTAGAGATATTCCTGCTGTAR 980
B ewingld [APEETEER] Locuiasms s e e s i e  a a e s R e e e 505
B ewingly [AFZETREY) o e i e i e e e e e e e e TR 505
E., ewingii [AF2BTIEL) o uun e s st st s st sosmmssntsnnrnsssnsssssssssssssssssss 505
E. canis p28 (AF0B82749) GCATTTCCACAGGATCATAGGTAATGAGTTTAGAGATATTCCTECAATAG 736
E. canis p28 (AF0B2747) GCATTTCCACAGGATCATAGGTAATGAGTTTAGRAGATATTCCTGCAATAG 736
E. canis p28 (AF082750) GCATTTCCACAGGATCATAGGTAATGAGTTTAGRAGATATTCCTGCAATAG 736
E. canis p30 (AF528515]) CTCCTETAGTATTALATGATGCTCCTCARACCACATCTGCTTCAGTAACT 792
E. canis p30 (AF528512) CTCCTGTAGTATTAAATGATGCTCCTCARACCACATCTGCTTCAGTAACT 792
E. chaff. (AF077734) TACCTAGTGGATCAAGTCTTACA. . .GGGAATCACCCTGCAATAGTARCH 1022
E. chaff. (AF077735) TACCTAGTGGATCAAGTCTTACA. . .GGGAATCACCCTGCAATAGTAACA 690
E. chaff. (AF077733) TACCTAATGGATCAAGTCTTACA. . .GGARACCACCCTGCAATAGTAACA 1028
E. chaff. (AF077732) TACCTAGTGGATCAAGTCTTACA. . .GGARARCCACCCTGCAATAGTARCA 1027
B, dwingil IRPERTIEDL] i i e s e Al e e e e ma e e e e e ) By s e e 505
B. awingid [BEZHTOET) s s o rmimn o e e 4 4 AL S A R 505
Ee @Wingdd (BBEZATOBL) o mimsie e e e e s e S e e S e 505
E. canis p28 (AF0B2749) TACCTAGTAACTCAACTACAATARGTGGACCACAATTTGCAACAGTAACA 786
E. canis p28 (AF0B2747) TACCTAGTAACTCAACTACAATARGTGGACCACAATTTGCAACAGTARCA 786
E. canis p28 (AF082750) TACCTAGTAACTCAACTACAATARGTGGACCACAATTTGCAACAGTAACA 786
E. canis p30 (AF528515) CTTEACGTTGGATACTTTGGCGGAGRAATTGGAATCGAGGTTCACCTTCTA 842
E. canis p30 (AF528512) CTTCACGTTGGATACTTTGECECAGAAATTGGAATGAGGTTCACCTTCTA 842
E. chaff. (AF077734) CTAGATGTATGCCACTTTGGTATAGRACTTGGAGGARGATTTGCTTTCTA 1072
E. chaff. (AF077735) CTAGATGTATGCCACTTTGEGTATAGAACTTGGAGGAAGATTTGCTTTICTA 740
E. chaff. (AF077733) CTGGACGTATGCCACTTTGGTATAGAGCTTGGAGGAAGGTTTGCTTTCTA 1078
E. chaff. (BF077732} CTGGACGTATGCCACTTTGGTATAGAGCTTGGAGGARAGETTTGCTTTCTA 1077
E. ewingii [ARRBFTO6D) . e e e R SRS R AT R e S s 505
¥, ewingid ((RAE2GTIELNY e e ere e w0 e e S R e W e e e R e R 505
E. ewingii [AFZETH64) wovemmms sm s s s s s s s 8 08 48 A ke e e 505
E. canis p28 (AF082749) CTARATGTGTGTCACTTTGGTTTAGAACTTGGAGGAAGATTTARCTTC . . 834
E. canis p28 (AFDB82747) CTAAATGTGTGTCACTTTGGTTTAGAACTTGGAGGAAGATTTAARCTTC. . 834
E. canis p28 (AF0DB2750) CTAAATGTGTGTCACTTTGGTTTAGAACTTGGAGGAAGATTTAACTTC. . 834

Abb. 11: Lage von Primern und Sonde der PCR ECP-p30 im Vergleich mit Sequenzen
verschiedener Ehrlichia spp.;  Primer ECP-1; m Sonde ECP-S1; m Primer ECP-2

1.1.2 Anaplasma phagocytophilum

Bei der PCR AP-16S wurde der Forward-Primer auf einen Genabschnitt gerichtet, der im 3’-
Bereich zwar keine Abgrenzung zu A. platys erlaubte, aber in der ersten oder zweiten
Basenposition Unterschiede zu den einbezogenen Wolbachien- und Ehrlichiensequenzen,

einschlieBlich N. risticii, zeigte. Der Reverse-Primer wurde jedoch als fiir A. phagocytophilum
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spezifisch konstruiert, da die ersten beiden Basen am 3’-Ende von der entsprechenden Region
bei A. platys (AY077619, AF156784, M82801), der am néchsten verwandten Anaplasmenart,
sowie von der dritten Base von N. risticii (M21290) und von mindestens einer der ersten drei
Basen bei den berlicksichtigten Wolbachien und Ehrlichien verschieden waren. Die Sonde
wurde auf einen bei diesen Erregern konservierten Bereich platziert, war also unspezifisch

(Tab. 10; Abb. 12).

Tab. 10: Primer und Sonde fiir die PCR AP-16S

Sequenz
AP-3 5’-TATGGGATAGCCACTAGAAATG-3’
AP-4 5’-CTCAGACCAGCTATAGATCATC-3’
AP-S2 5’-6-FAM-CGCGATCTCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTGATCGCG-Dabcyl-3’
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2. phag. (AY527214) AATAGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGT 118
A. platys (AY077619) AR AATTACTGGCAGACCGGGTGAGTAATGCATAGGRATCTACCTAGTAGT 115
A. platys (AF156784) AR . AATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGT 121
A. platys (MB2801) AR, AATTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTACCTAGTAGT 121
Wolbachia (RY354613) TA . ACTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGTATAGGAATCTACCTAGTAGT 116
Wolbachia (AJ632147) TA.ACTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGTATAGGARTCTACCTAGTAGT 96
E. risticii (M21290) GT. . .CCCETGGCAGACGGETGCEGTAACGCGTGGGAACTTGCCTGGTAGT 140
E. canis (AY394465) AATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGARTCTACCTAGTAGT 115
E. canis (U26740) AATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGT 105
E. canis (M73221) AATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGARTCTACCTAGTAGT 126
E. chaff. (U60476) AATTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGT 127
E. chaff. (U23503) ARTTGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGARTCTACCTAGTAGT 127
E. chaff. (AF147752) AATTGTTAGTGECAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGT 127
E. sennet. (M73225) GT. . .CCCGTGGCAGACGGGTGCGTAARCGCCTGGGAACTTGCCTGGTAGT 1757
E. sennet. (M73219) GT. . .CCCGTGGCAGACGGGTGCGTAACGCGTGGGAACTTGCCTGGTAGT 70
Rickettsia (D84558) AG...TTAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTGEGAATCTACCCATCAGT 1.2
A. phag. (AY527214) ATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGEGGE 168
A. platys (AY0776189) ATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCERGEE 165
A. platys (AF156784) ATGGGATAGCCACTAGAARTGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGEGE 171
A. platys (M82801) ATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGEEE 171
Wolbachia (AY394613) ACGGAATAATTGTTGGAAACGGCAACTAATACCGTATACGCCCTACGGGE 166
Wolbachia (AJ632147) ACGGAATAATTGTTGGAAACGGCAACTAATACCGTATACGCCCTACGGGG 146
E. risticii (M21290) AGGGAATAACCAGTGGAAACATTGGGCAACACCCTATACGCCCTGAGGGG 190
E. canis (AY394465) ACGGAATAGCCATTAGAARTGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGG 165
E. canis (U26740) ACGGAARTAGCCATTAGARATGETGGCTAATACTGTATAATCCCCGAGRGG 155
E. canis (M73221) ACGGAATAGCCATTAGARATGETGEETAATACTGTATAATCCCCGAGGGE 176
E. chaff. (U60476) ATGGAATAGCCATTAGARATGATGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGE 177
E. chaff. (U23503) ATGGAATAGCCATTAGAAATGATGGGTARTACTGTATARATCCCTGCGGGE i
E. chaff. (AF147752) ATGGAATAGCCATTAGARATGATGGGTAATACTGTATAATCCCTGCGGGG 177
E. sennet. (M73225) AGGGAATAACCAGTGGAAACATTGGGCAACACCCTATACGCCCTGAGGGG 167
E. sennet. (M73219) AGGGAATAACCAGTGGARACATTGGGCARCACCCTATACGCCCTGAGGGG 120
Rickettsia (D84558) ACGGAATAACTTTTAGAAATARRAGCTRATACCGTATATTCTCTACGGARA 162
A. phag. (AY527214) GAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTA 218
A. platys (AY077619) GAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTA 215
A. platys (AF156784) GAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTA 221
A. platys (MB2801) GALAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTA 221
Wolbachia (AY394613) GARAAATTTATTGCTATTAGATGAGCCTATATTAGATTAGCTAGTTGGTG 216
Wolbachia (AJ632147) GAAAAATTTATTGCTATTAGATGAGCCTATATTAGATTAGCTAGTTGGTG 196
_E. risticii (M212%0) GARA.ATTTATTGCTATCAGATAGGCCCGCGTTAGATTAGCTAGTTIGGTG 239
E. canis (AY394465) GAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTG 215
E. canis (U26740) GAMAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTG 205
E. canis (M73221) GAAAGATTTATCGCTATTAGATAAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTG 226
E. chaff. (U60476) GAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTA 227
E. chaff. (U23503) GAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTA 227
E. chaff. (AF147752) GARAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTA 227
E. sennet. (M73225) GAAA. ATTTATTGCTATCAGATAGGCCCCCGTTAGATTAGCTAGTTGGTG 216
E. sennet. (M73219) GAAA . ATTTATTGCTATCAGATAGGCCCGCGTTAGATTAGCTAGTTGGTG 169
Rickettsia (D84558) GAARGATTTATCGCTGATGGATGAGCCCGCGTCAGATTAGGTCCTTGGETG 212
A. phag. (AY527214) GGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGAT 268
A. platys (AY0776189) GGGTAAMGGCCTACCARGGCAGTGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGAT 265
A. platys (AF156784) GGGTAAAGGCCTACCAAGGCAGTGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGAT 271
A. platys (M82801) GGGTARAAGGCCTACCAAGGC . GTGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGAT 270
Wolbachia (AY394613) GAGTAATAGCCTACCAAGGCAATGATCTATAGCTGATCTGAGAGGATGAT 266
Wolbachia (AJ632147) GGGTAATAGCCTACCAAGGCAATGATCTATAGCTGATCTGAGAGGATGAT 246
E. risticii (M21290) GGGTAATGECCTACCARGGCGACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGAT 289
E. canis (AY¥394465) AGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGAT 265
E. canis (U26740) AGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGETCTGAGAGGACGAT 255
E. canis (M73221) AGGTAATGGCTTACCAAGGCTATCGATCTATAGCTGETCTCAGAGGACGAT 276
E. chaff. (U60476) AGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGAT 277
E. chaff. (U23503) AGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGAT 277
E. chaff. (AF147752) AGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGAT 277
E. sennet. (M73225) GGGTAATGGCCTACCARGGCGACGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGAT 266
E. sennet. (M73219) GGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCTATAGCTGETCTGAGAGGATGAT 219
Rickettsia (DB4558) AGGTAACGGCTCACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT 262

Abb. 12: Lage von Primern und Sonde der PCR AP-16S im Vergleich mit Sequenzen
verschiedener Ehrlichia spp.; ~ Primer AP-3; m Sonde AP-S2; m Primer AP-4; Anmerkung:
N. sennetsu sowie N. risticii werden in diesem Alignment noch als E. sennetsu bzw. E. risticii

bezeichnet
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1.2 Optimierung der PCR-Bedingungen

1.2.1 Optimierung der PCR-Parameter fiir Ehrlichia canis

Die Optimierung wurde mit einem iCycler iQt™m (Bio-Rad, Miinchen) und mit folgendem
Temperaturprofil durchgefiihrt: initiales Aufheizen auf 95 °C fiir 13 Minuten, gefolgt von 50
Zyklen in der Abfolge Denaturierung bei 95 °C fiir 30 s, Annealing bei der jeweils
eingestellten Temperatur in °C fiir 1 min und Extension bei 72 °C fiir 30 s. Die Fluoreszenz
wurde bei jedem Annealingschritt gemessen. Nach jedem Lauf wurden die Daten mit der
Software Version 3.0A analysiert (iCycler iQm™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad,
Miinchen). Bei der Optimierung wurde genomische DNA eingesetzt, die bereits mittels
konventioneller PCR positiv auf E. canis getestet worden war. Pro Lauf wurde eine

Negativkontrolle (Wasser statt DNA) mitgefiihrt.

Optimierung der Annealing-Temperatur und der Magnesiumchloridkonzentration

Fiir die E. canis -Real-time PCRs EC-16S (mit den Primern EC-1 und EC-2 und der Sonde
EC-S1) und ECP-p30 (mit den Primern ECP-1 und ECP-2 und der Sonde ECP-S1) wurden
verschiedene Annealing-Temperaturen in Kombination mit verschiedenen
Magnesiumchloridkonzentrationen getestet. Fiir die PCR EC-16S wurden zundchst
Annealing-Temperaturen von 50 °C, 55 °C und 60 °C in Kombination mit MgCl,-
Konzentrationen von 2 mM, 5 mM und 8 mM analysiert (Tab. 11) und im Anschluss daran
zur weiteren Eingrenzung der Reaktionsoptima PCR-Léaufe bei 48 °C, 51 °C, 54 °C und 57 °C
mit jeweils 2 mM, 3,5 mM und 5 mM MgCl, durchgefiihrt. Unter Einbeziehung des
Schwellenwertes, der Sigmoiditit der Fluoreszenzkurven, der Steilheit der Kurven in der
exponentiellen Phase der PCR und der absoluten Hohe der Fluoreszenz ergaben sich fiir die
PCR EC-16S dabei Optima bei einer Annealing-Temperatur von 57 °C und einer MgCl,-

Konzentration von 4 mM.

Die PCR ECP-p30 wurde anfangs ebenfalls mit Annealing-Temperaturen von 50 °C, 55 °C
und 60 °C in Kombination mit MgCl,-Konzentrationen von jeweils 2 mM, 5 mM und 8§ mM
(Tab. 11) getestet. AnschlieBend erfolgten Reaktionsldufe bei Temperaturen von 57 °C, 61 °C
und 63 °C bei einer MgCl,-Konzentration von 5 mM. Hierbei ergab sich das Optimum bei

einer Annealing-Temperatur von 57 °C und eine MgCl,-Konzentration von 5 mM.
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Tab. 11: Pipettierschema fiir die Optimierung anhand der MgCl,-Konzentration

MgCl,-Konzentration 2 mM smM 8mM
10x Puffer mit 1,5mM MgCl, 5 pul 5ul 5ul
Primer 1 (50 uM) 1 ul 1 ul 1 ul
Primer 2 (50 uM) 1 ul 1 ul 1 ul
Sonde (50 uM) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
dNTP (10mM each) 1,25 ul 1,25 ul 1,25 ul
HotStar Taq (5u/ul) 0,5ul 0,5ul 0,5 ul
MgCl; (25 mM) 1l 7 ul 13 ul
H,0O 34,75 ul 28,75 ul 22,75 pl
DNA 5ul 5ul 5ul
Gesamtvolumen 50 pl 50 pl 50 pl

Optimierung mit Dimethylsulfoxid (DMSO) und Bovinem Serumalbumin (BSA)

Zusitzlich wurde der Einfluss von DMSO und BSA gepriift. Dabei wurden Kombinationen
aus 0 %, 2 % und 4 % DMSO mit jeweils 0 pl und 10 pl (1g/1) BSA bei 4 mM und 6 mM
MgCl, fiir die PCR EC-16S und bei 5 mM und 7 mM MgCl, fiir die PCR ECP-p30 getestet.
Sowohl der Zusatz von DMSO als auch der von BSA wirkten sich negativ aus. Es kam zu
einem spateren und flacheren Kurvenanstieg, sowie zu einer geringeren Fluoreszenz. Auf eine

Zugabe von DMSO oder BSA wurde daher verzichtet.

Optimierung dNTP-Konzentration

Sowohl die PCR EC-168S als auch die PCR ECP-p30 wurden nun mit verschiedenen dNTP-
Konzentrationen getestet, und zwar wurden 1,25 ul und 2,5 ul ANTP (10 mM each) pro 50 pl
Ansatz zugegeben. Die restlichen Bedingungen entsprachen den in Tabelle 12
zusammengefassten Werten. Die niedrigere Zugabe von 1,25 pul ANTP (10 mM each) lieferte

in beiden Fillen bessere Ergebnisse.
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Tab. 12: Optimalbedingungen der PCRs EC-16S und ECP-p30 fiir E. canis
PCR-EC-16S PCR-ECP-p30 Hersteller
Primer EC-1/ EC-2 Primer ECP-1/
und Sonde EC-S1  ECP-2 und Sonde

ECP-S1
Annealing-Temperatur 57°C 57°C
10x Puffer mit 1,5 mM 5 pul 5ul Qiagen, Hilden
MgC'Z
MgCl; (25mM) 5ul 7 ul Qiagen, Hilden
H.O 30,75 wl 28,75 ul
Primer 1 (50 uM) 1 ul 1 ul ThermoHybaid, Ulm
Primer 2 (50 uM) 1 ul 1 ul ThermoHybaid, Ulm
Sonde (50 uM) 0,5 ul 0,5 ul ThermoHybaid, Ulm
dNTP (10mM each) 1,25 ul 1,25 ul Roth
HotStar Taq (5u/ul) 0,5 pul 0,5 pl Qiagen, Hilden
DNA 5ul 5ul
Gesamtvolumen 50 ul 50 ul

1.2.2 Optimierung der PCR fiir Anaplasma phagocytophilum

Die Optimierung der PCR wurde mit einem iCycler iQrm (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt.
Die Reaktionsbedingungen waren: initiales Autheizen auf 95 °C fiir 13 Minuten, gefolgt von
50 Zyklen in der Abfolge Denaturierung bei 95 °C fiir 30 s, Annealing bei der jeweils
eingestellten Temperatur in °C fiir 1 min und Extension bei 72 °C fiir 30 s. Die Fluoreszenz
wurde bei jedem Annealingsschritt gemessen. Nach jedem Lauf wurden die Daten mit der
Software Version 3.0A analysiert (iCycler iQmv Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad,
Miinchen). Zur Amplifizierung wurde genomische DNA aus dem Blut eines Hundes

eingesetzt, bei dem im Giemsa gefdarbten Blutausstrich die bei einer Infektion mit A.
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phagocytophilum typischen Einschlusskorperchen (Morulae) in den Granulozyten
diagnostiziert worden waren. AuBlerdem waren im Serum des Hundes mittels IFAT
spezifische Antikorper gegen A. phagocytophilum nachgewiesen worden. Pro Lauf wurde
eine Negativkontrolle (Wasser statt DNA) mitgefiihrt.

Optimierung der Annealing-Temperatur und der Magnesiumchloridkonzentration

Die PCR AP-16S mit den Primern AP-3 und AP-4 und der Sonde AP-S2 wurde zunéchst bei
Annealing-Temperaturen von 50°, 55° und 60°C in Kombination mit Magnesiumchlorid-
konzentrationen von jeweils 2 mM, 5 mM und 8 mM (Pipettierschema analog Tab. 11)
getestet, wobei die schlechtesten Ergebnisse bei 50 °C und 8 mM MgCl, erzielt wurden.
Deshalb wurden im Anschluss Annealing-Temperaturen von 55°, 57°, 60°C, 62°C und 64 °C
mit Magnesiumchloridkonzentrationen von 3 mM, 3,5 mM, 4 mM, 4,5 mM und 5 mM
kombiniert. Unter Einbeziehung des Schwellenwertes, der Sigmoiditit der Fluoreszenz-
kurven, der Steilheit der Kurven in der exponentiellen Phase der PCR und der absoluten Hohe
der Fluoreszenz ergaben sich fiir die PCR AP-16S dabei Optima bei einer Annealing-

Temperatur von 60 °C und einer MgCl,-Konzentration von 4,5 mM.

Optimierung mit DMSO und BSA

Der Einfluss von DMSO und BSA wurde gepriift, indem den Reaktionsansétzen
Kombinationen aus 0 %, 2 % und 4 % DMSO mit jeweils 0 pul und 10 pl (1g/l) BSA bei 4,5
mM und 6,5 mM MgCl, zugefiigt wurden. Sowohl der Zusatz von DMSO als auch der von
BSA wirkten sich negativ aus. Es kam zu einem spéteren und flacheren Kurvenanstieg, sowie
zu einer geringeren Fluoreszenz. Auf eine Zugabe von DMSO oder BSA wurde daher

verzichtet.

Optimierung der ANTP-Konzentration

Die PCR AP-16S fiir A. phagocytophilum wurde nun mit 2 verschiedenen dNTP-
Konzentrationen (1,25 pl und 2,5 pl [10 mM each] pro 50 ul Ansatz) getestet. Die Zugabe

von 1,25 ul ANTP (10mM) lieferte bessere Ergebnisse. Die ermittelten Optimalbedingungen
der PCR AP-16S sind in Tab. 13 zusammengefasst.
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Tab. 13: Optimalbedingungen der PCR AP-16S fiir A. phagocytophilum

PCR-AP-16S Hersteller
Annealing-Temperatur 60°C
10x Puffer mit 1,5 mM MgCl, 5ul Qiagen, Hilden
MgCl, (25mM) 6 ul Qiagen, Hilden
H,O 29,75 ul
Primer AP-3 (50 uM) 1l ThermoHybaid, Ulm
Primer AP-4 (50 uM) 1l ThermoHybaid, Ulm
Sonde AP-S2 (50 uM) 0,5 ul ThermoHybaid, Ulm
dNTP (10mM each) 1,25 ul Roth
HotStar Taq (5u/ul) 0,5 ul Qiagen, Hilden

DNA (Positivkontrolle A.phagocytophilum) 5 ul

Gesamtvolumen 50 ul

2. Ergebnisse des Vergleichs verschiedener Real-time PCRs

2.1 PCRs zur Untersuchung auf Ehrlichia canis

2.1.1 Analytische Spezifitit

Zur Bestimmung der analytischen Spezifitit der PCRs EC-16S und ECP-p30 wurden die
Tests nach den in Tab. 12 angegeben Bedingungen durchgefiihrt. Bei beiden PCRs lieferte nur
der Ansatz, der genomische DNA von E. canis enthielt, ein positives Ergebnis, nicht jedoch

DNA von nahe verwandten Erregern (Tab. 14).
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Tab. 14: Ergebnisse der PCR EC-16S und ECP-p30 bei Einsatz von DNA unterschiedlicher

Erreger

Erreger PCR EC-16S PCR ECP-p30
E. canis positiv positiv

N. risticii negativ negativ

A. phagocytophilum negativ negativ

A. platys negativ negativ

B. canis negativ negativ

B. gibsoni negativ negativ

H. canis negativ negativ
Negativkontrolle negativ negativ

2.1.2 Analytische Sensitivitét

Um die analytische Sensitivitdt der beiden Nachweisverfahren fiir E. canis (PCR EC-16S und
ECP-p30) zu vergleichen, wurden Verdiinnungsstufen E. canis-haltiger genomischer DNA
unbekannter Konzentration eingesetzt. Bei beiden PCRs wurde ein positives Ergebnis bis zu
einer Verdiinnungsstufe von 107 erzielt. Die Schwellenwerte bei der PCR ECP-p30 lagen
meist niedriger als bei der PCR EC-16S (Tab. 15) und die Kurven der PCR ECP-p30 wiesen
einen steileren Anstieg und einen sigmoideren Verlauf auf. Zusitzlich zeigte sich eine
deutlich hohere absolute Fluoreszenz als bei der PCR EC-16S, weshalb die PCR mit den
Primern ECP-1 und ECP-2 und der Sonde ECP-SI1, die auf das Membranprotein p30-10
gerichtet ist, fiir die weiteren Untersuchungen (Validierung und Untersuchung der

Patientenproben) ausgewéhlt wurde.
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Tab. 15: Schwellenwerte der PCR EC-16S und ECP-p30 bei Einsatz unterschiedlicher DNA-

Verdiinnungen von E. canis

Verdunnungsstufe der E. canis- PCR EC-16S PCR ECP-p30
DNA

10° 36,2 32,2

10" 38,0 36,1

10” 39,2 39,7

10 negativ negativ

10 negativ negativ

10° negativ negativ

2.1.3 Ergebnisse der Validierung der PCR ECP-p30 anhand geblindeter Proben

Zur Validierung der PCR ECP-p30 wurden ausgesuchte und geblindete Proben in die PCR
eingesetzt, wie in Kap. III, A, 2.1.3 ausfiihrlich dargestellt. Hierbei wurden von den 22
eingesetzten tatsdchlich positiven Proben 18 Proben richtig positiv beurteilt, wihrend 4 der
eingesetzten positiven Proben ein falsch negatives Ergebnis lieferten. Alle 28 eingesetzten
negativen Proben ergaben richtig negative Resultate. Es kam zu keinen falsch positiven
Testergebnissen. Die Testresultate der PCR wurden in eine Vier-Felder Tafel eingetragen
(Abb.5 und Abb. 13), um die diagnostische Sensitivitdt, die diagnostische Spezifitit und die

diagnostische Effizienz des Testes zu berechnen.

Test positiv:
18

Test negativ:
32

Infektion mit E. canis
vorhanden: 22

richtig positiv:
18

falsch negativ:
4

Infektion mit E. canis nicht
vorhanden: 28

falsch positiv:
0

richtig negativ:
28

Abb. 13: Vier-Felder-Tafel mit den Ergebnissen der PCR ECP-p30
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Es ergab sich eine diagnostische Sensitivitat von 82 % (18/22) fiir die PCR ECP-p30, das
heifit dass eine vorhandene Infektion mit E. canis mit einer Wahrscheinlichkeit von 82% zu
einem positiven Testergebnis flihrt. Dementsprechend betrug die Unempfindlichkeit, also die

Wahrscheinlichkeit, trotz vorhandener Infektion ein negatives Testergebnis zu erhalten, 18 %b.

Fiir die PCR ECP-p30 wurde eine diagnostische Spezifitat von 100 % (28/28) berechnet, es
ist also kein positives Testergebnis zu erwarten, wenn keine Infektion mit E. canis vorliegt.

Die diagnostische Unspezifitat betrug fiir diesen Test somit 0 %b.

Aus den Ergebnissen der PCR ergab sich eine diagnostische Effizienz von 92 % (46/50). Sie
gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine richtige Zuordnung durch das Laborergebnis
erfolgt. Ein falsches Ergebnis (diagnostische Ineffizienz) ist somit mit einer Wahrschein-

lichkeit von 8 % zu erwarten.

Der pradiktive Wert des positiven Testergebnisses (pradpos), der den Anteil richtig
positiver Testergebnisse unter allen positiven Ergebnissen angibt, lag fiir die PCR ECP-p30
bei 100 % (18/18). Der pradiktive Wert des negativen Testergebnisses (pradneg), das
heiflt die Wahrscheinlichkeit dass keine Infektion mit E. canis vorliegt, wenn das Test-
ergebnis negativ ist, betrug 87,5 % (28/32).

2.2 Ergebnisse des Vergleichs der PCR AP-16S mit bereits publizierten Real-time
PCRs zur Untersuchung auf Anaplasma phagocytophilum

Zur Beurteilung der Qualitit der PCR AP-16S wurde das entwickelte Testverfahren mit
bereits publizierten PCRs verglichen. Hierfiir wurden eine Real-time PCR, die als Zielgen
ebenfalls die 16S rDNA aufweist und mit den Primern Ep50r und Ep145f und der Sonde
Ep80p durchgefiihrt wird (Pusterla et al., 1999a), sowie eine Real-time PCR, die auf das
Oberflachenprotein msp2 gerichtet ist und die Primer ApMSP2f und ApMSP2r und die Sonde
ApMSP2-HEX aufweist (Courtney et al., 2004), im Folgenden als PCR AP-MSP2 bezeichnet,

einbezogen.
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2.2.1 Analytische Spezifitit

Zur Beurteilung der analytischen Spezifitdt der PCR AP-16S, der PCR nach Pusterla et al.
(1999a) und der PCR AP-MSP2 wurden verschiedene, mit A. phagocytophilum nahe
verwandte Erreger und andere beim Hund im Blut vorkommende Pathogene getestet. Dabei
ergab sich, dass die PCR AP-MSP2 nur mit A. phagocytophilum ein positives Ergebnis
lieferte, wihrend die PCR AP-16S und die PCR nach Pusterla et al. (1999a) auch mit A. platys

und N. risticii ein positives Resultat erbrachten (Tab. 16).

Tab. 16: Ergebnisse der PCR AP-16S, der PCR nach Pusterla et al. (1999a) und der PCR AP-
MSP-2 (Courtney et al., 2004) bei Einsatz von DNA unterschiedlicher Erreger

Erreger PCR AP-16S PCR Pusterla et al. PCR AP-MSP2
(1999a)
A. phagocytophilum  positiv positiv positiv
A. platys positiv positiv negativ
E. canis negativ negativ negativ
N. risticii positiv positiv negativ
B. canis negativ negativ negativ
B. gibsoni negativ negativ negativ
H. canis negativ negativ negativ

2.2.2 Analytische Sensitivitét

Zur Uberpriifung der analytischen Sensitivitit wurden Verdiinnungsreihen genomischer DNA
mit unbekannter Konzentration an A. phagocytophilum eingesetzt. Die PCR AP-16S war
hierbei um eine Zehnerpotenz sensitiver als die PCR nach Pusterla et al. (1999a) und ergab
ein positives Ergebnis bis zu einer DNA-Verdiinnung von 10, Mit der PCR AP-MSP2 wurde
allerdings auch mit der stirksten verwendeten Verdiinnung von 10 ein positives Ergebnis
erzielt. Die Schwellenwerte lagen bei der PCR AP-MSP2 niedriger als bei den anderen
getesteten PCR (Tab. 17). Zudem wurde eine hohere absolute Fluoreszenz beobachtet als bei

der PCR Ap-16S und bei der PCR nach Pusterla et al. (1999a).
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Tab. 17: Schwellenwerte der PCR AP-16S, der PCR nach Pusterla et al. (1999a) und der PCR
AP-MSP2 (Courtney et al., 2004) bei Einsatz unterschiedlicher DNA-Verdiinnungen von A.

phagocytophilum

Verdunnungsstufe

PCR AP-16S

der extrahierten DNA

10°
10™
1072
107
10™
10°

24,8
28,0
32,5
34,6
36,1

negativ

PCR Pusterla et al. PCR AP-MSP2

(1999a)

30,5 18,6
34,6 21,6
39,9 25,8
41,5 29,9
negativ 22,9
negativ 36,3

Zusiétzlich wurden Verdiinnungen A. phagocytophilum-positiven Blutes mit negativ

getestetem Hundeblut hergestellt und erst im Anschluss die DNA-Extraktion durchgefiihrt.

Auch hier wies die PCR nach Pusterla et al. (1999a) die geringste Sensitivitdt auf und lieferte
ein positives Ergebnis bis zu einer Verdiinnung von 107. Die PCRs AP-16S und AP-MSP2

waren um eine Zehnerstufe sensitiver. Bei der PCR AP-MSP2 lagen die Schwellenwerte

erneut in der Regel niedriger als bei den anderen Tests (Tab. 18). Zudem zeigten die Kurven

in der exponentiellen Phase der PCR einen steileren Verlauf und insgesamt eine hohere

absolute Fluoreszenz.

Tab. 18: Schwellenwerte der PCR AP-16S, der PCR nach Pusterla et al. (1999a) und der PCR
AP-MSP2 (Courtney et al., 2004) bei Einsatz von DNA von A. phagocytophilum aus

unterschiedlichen Blutverdiinnungen

Verdunnungsstufe PCR-AP-16S

des Blutes
10°
10™
1072
107
10
10°

29,6
30,4
32,7
33,4
35,9

negativ

PCR Pusterla et al. PCR AP-MSP2

(1999a)

35 22,1
37,6 25,8
44,2 28,1
42 31,6
negativ 43
negativ negativ
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2.2.3 Ergebnisse der Validierung anhand geblindeter Proben

Zur Validierung und zum Vergleich der PCR AP-16S, der PCR nach Pusterla et al. (1999a)
und der PCR AP-MSP2 wurden ausgesuchte und geblindete Proben eingesetzt. Keiner der
Tests lieferte hierbei ein falsch positives Ergebnis. Die PCR nach Pusterla et al. (1999a)
lieferte fiir 9 der insgesamt 25 eingesetzten positiven Proben ein positives Testresultat,
wiahrend in 16 der tatsdchlich positiven Proben der Nachweis von A. phagocytophilum nicht
erbracht wurde. Mit der PCR AP-16S konnten 16 der insgesamt 25 positiven Proben richtig
erkannt werden, wahrend die PCR AP-MSP2 fiir 24 der insgesamt 25 eingesetzten Proben ein
positives Testresultat lieferte (Abb.6).

PCR AP-16S PCR nach Pusterla et PCR AP-MSP2
al. (1999a)
Test Test Test Test Test Test
positiv: negativ: positiv: negativ: positiv: negativ:
16 34 9 41 24 26
Infektion mit A. richtig falsch richtig falsch richtig falsch
phagocytophilum| positiv: negativ: positiv: negativ: positiv: negativ:
vorhanden: 25 16 9 9 16 24 1
Infektion mit A. falsch richtig falsch richtig falsch richtig
phagocytophilum | positiv: negativ: positiv: negativ: positiv: negativ:
nicht vorhanden: 0 25 0 25 0 25
25

Abb. 14: Ergebnisse der Untersuchung geblindeter Proben mittels der verschiedenen PCRs

Anhand dieser Ergebnisse wurden die diagnostische Sensitivitit, die diagnostische Spezifitit

und die diagnostische Effizienz berechnet und vergleichend dargestellt (Tab. 19).
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Tab. 19: Vergleich der Ergebnisse der Validierung fiir die PCRs zur Untersuchung auf A.
phagocytophilum

PCR AP-16S PCR nach PCR AP-MSP2

Pusterla et al.

(1999a)
diagnostische Sensitivitat 64% 36% 96%
diagnostische Unempfindlichkeit 36% 64% 4%
diagnostische Spezifitat 100% 100% 100%
diagnostische Unspezifitat 0% 0% 0%
diagnostische Effizienz 82% 68% 98%
diagnostische Ineffizienz 18% 32% 2%
pradiktiver Wert des positiven 100% 100% 100%
Testergebnisses
pradiktiver Wert des negativen 74% 61% 96%

Testergebnisses

Aufgrund der Ergebnisse der Validierung mittels geblindeter Proben und der Ergebnisse der
Spezifitits- und der Sensitivititspriifung wurde fiir die Untersuchung der Patientenproben die

PCR AP-MSP2 ausgewibhlt.

3. Nachweisgrenze der PCR ECP-p30 fir Ehrlichia canis und der PCR AP-
MSP2 fir Anaplasma phagocytophilum

Zur Ermittlung der Nachweisgrenze wurden in Plasmide einligierte PCR-Produkte der PCR
ECP-p30 (ECk) fir E. canis und der PCR AP-MSP2 (APk) fiir A. phagocytophilum
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verwendet. Mittels Agarosegel-Elektrophorese und Vergleich der Bandenintensititen der
Plasmid-DNA-Losungen mit einem Standard wurde fiir die Plasmidlosung ECk eine DNA-
Konzentration von 10 ng/pl ermittelt. Dies entspricht einer Molekiilzahl von 2,9x10'* pro ml.
Fiir die Plasmidlosung APk ergab sich eine Konzentration von 120 ng/ul und somit eine

Anzahl von 3,5x10" Molekiilen/ml.

Bei der Ermittlung der Nachweisgrenze wurden Verdiinnungsstufen der Plasmidlosungen von
10" bis 10" eingesetzt und die PCRs fiir E. canis und A. phagocytophilum nach den in Tab.
12 bzw Tab. 6 angegebenen Bedingungen unter Einsatz von 5 ul DNA-L6sung durchgefiihrt.
In der PCR ECP-p30 wurde dabei maximal eine Verdiinnung von 10” eingesetzte DNA-
Losung als positiv bewertet, was einer nachweisbaren Plasmidzahl von 14,5 Molekiilen
(Genkopien) pro 50 ul Ansatz entspricht. Die Nachweisgrenze der PCR AP-MSP2 (Courtney
et al., 2004) lag bei einer Verdiinnung der Plasmidlosung von 10™'°. Dies entspricht einer

nachweisbaren Plasmidzahl von 17,5 Molekiilen pro 50 pl Ansatz.

4. Ergebnisse der Untersuchung von Patienten auf Infektion mit Ehrlichia

canis und Anaplasma phagocytophilum

4.1 Patientengut der Ehrlichia canis-Studie

Bei den 244 Hunden (Proben EC1 bis EC244), die in die Studie zur Untersuchung auf E.
canis einbezogen wurden, handelte es sich um 93 (38,1%) ménnliche und 151 (61,9%)
weibliche Tiere. Das Alter der Hunde variierte von 3 Monaten bis 12 Jahre, wobei das
durchschnittliche Alter bei 2,9 Jahren lag. 19 Hunde wurden von ihren Besitzern in der
Tierklinik vorgestellt, wihrend 52 Tiere unmittelbar von der Straf3e aufgelesen worden waren.
Die meisten der einbezogenen Hunde, und zwar 173 Tiere, waren zu einem fritheren
Zeitpunkt ins Tierheim aufgenommen worden und hielten sich zum Zeitpunkt der
Probennahme schon lidnger dort auf. Bei 68 Tieren (27,9%) der 244 untersuchten Hunde lag

vorberichtlich Zeckenbefall vor. Klinische Symptome und Befunde, die auf eine monozytare
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Ehrlichiose hindeuten konnen, wurden bei 18 (7,4%) der Tiere festgestellt. Es handelte sich
hierbei um Abmagerung (13/18), Hamorrhagien (7/18), Fieber (1/18) sowie Andmie (2/18)
und Thrombozytopenie (4/18).

4.2 Patientengut der Anaplasma phagocytophilum-Studie

In die Studie zur Untersuchung auf A. phagocytophilum wurden Blutproben von insgesamt
205 Hunden einbezogen. Von 72 Hunden (Probenbezeichnung F1 bis F72) war Blut eigens
fiir die Studie von Tierdrzten eingesandt worden. Hierbei handelte es sich um 43 (59,7%)
méinnliche und 29 (40,3%) weibliche Tiere, deren Alter durchschnittlich 6,1 Jahre betrug und
zwischen 3 Monaten und 15 Jahren variierte. Aulerdem wurden Proben von 133 Hunden
(Probenbezeichnung OF1 bis OF133), von denen Blut im Rahmen der Routinediagnostik des
Instituts fiir Vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie eingesandt worden war,
einbezogen. Die Proben wurden aus allen Hundeblutproben, die in das Routinelabor
eingesandt worden waren, zufillig ausgewdhlt. Innerhalb dieser Gruppe war fiir 21 (15,8%)
Tiere das Alter und fiir 2 (1,5%) Tiere das Geschlecht unbekannt. Bei den restlichen Hunden
handelte es sich um 66 ménnliche (50,4%) und 65 weibliche (49,6%) Hunde, deren Alter 3
Monate bis 14 Jahre und durchschnittlich 4,1 Jahre betrug.

4.3 Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung auf Anaplasma

phagocytophilum

Die lichtmikroskopische Untersuchung Giemsa-gefarbter Buffy-coat-Ausstriche auf A.
phagocytophilum zum Nachweis von Einschlusskérperchen (Morula) in den Granulozyten
(Abb. 3) wurde bei den auf Anforderung eingesandten Proben (F1 bis 72) unter Verwendung
von Immersionsdl bei 500facher VergroBerung durchgefiihrt. Auch bei 10-miniitiger

Untersuchung jedes Blutausstriches wurde A. phagocytophilum in keinem Fall nachgewiesen.
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4.4 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung

4.4.1 Real-time PCR fiir Ehrlichia canis

Die Untersuchung der Proben EC1-EC244 auf E. canis erfolgte mittels der PCR ECP-p30
unter den in Tab. 12 zusammengefassten Bedingungen mit einem iCycler iQ™ (Bio-Rad)
unter folgenden Reaktionsbedingungen: initiales Autheizen auf 95 °C fiir 13 Minuten, gefolgt
von 50 Zyklen in der Abfolge Denaturierung bei 95 °C fiir 30 s, Annealing bei 57°C fiir 1 min
und Extension bei 72 °C fiir 30 s. Die Fluoreszenz wurde bei jedem Annealingsschritt
gemessen. Nach jedem Lauf wurden die Daten mit der Software Version 3.0A analysiert

(iCycler iQr™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, Miinchen).

Bei 34 der 244 untersuchten Proben (13,9 %) wurde der Nachweis von E. canis-DNA
erbracht, und zwar bei 15 ménnlichen und 19 weiblichen Tieren. Insgesamt wurde somit bei
16,1 % der mannlichen und 12,6 % der weiblichen Hunde eine Infektion diagnostiziert. Das
Alter der mit E. canis befallenen Tiere variierte von 0,5 bis 7 Jahren und betrug durchschnitt-
lich 2,3 Jahre. Von den 34 positiv getesteten Hunden waren zwei Tiere von ihren Besitzern in
der Tierklinik vorgestellt worden, zwdlf Tiere waren unmittelbar von der Strasse aufgelesen
worden und 20 Hunde waren zu einem fritheren Zeitpunkt eingefangen worden und hielten
sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme schon lédnger im Tierheim auf. Somit wurde DNA von
E. canis bei 10,5 % der Tiere in privatem Besitz, bei 23,1 % der direkt von der Strasse
aufgelesenen Hunde und bei 11, 6% der Hunde, die sich schon ldnger im Tierheim aufhielten,
nachgewiesen. Die Unterschiede zwischen Stralen- und Tierheimhunden waren signifikant

(p<0,05).

Bei 16 (47,1 %) der in der PCR positiv auf E. canis getesteten Hunde wurde vorberichtlich
Zeckenbefall beschrieben. Vier (11,8 %) der positiven Tiere zeigten klinische Symptome oder
auffillige Laborbefunde. Bei zwei (5,9 %) aller positiv getesteten Hunde wurde Abmagerung
festgestellt, ein (2,9 %) Hund zeigte ausgeprigte Himorrhagien und bei einem weiteren Tier
(2,9 %) deuteten Abmagerung und Hamorrhagien auf eine Infektion mit E. canis hin, wiahrend
bei den anderen infizierten Tieren (88,2%) keinerlei klinische Symptome beobachtet wurden.
Klinische oder labordiagnostische Befunde wurden jedoch auch bei 14 Tieren (6,6 %)
ermittelt, bei denen keine Infektion mit E. canis nachgewiesen werden konnte. Bei sechs

dieser Tiere war Abmagerung festgestellt worden, ein Hund hatte eine Thrombozytopenie und
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zwel Tiere zeigten Himorrhagien als alleiniges Symptom. Bei den restlichen Tieren wurde
eine Kombination mehrerer Symptome beobachtet: ein Hund wies eine Andmie mit gleich-
zeitiger Thrombozytopenie auf, zwei Tiere zeigten Hdmorrhagien und waren zudem abge-
magert, ein Hund hatte Fieber, eine Thrombozytopenie und war abgemagert und bei einem

Hund wurden Abmagerung, Himorrhagien, Andmie und Thrombozytopenie diagnostiziert.

4.4.2 Real-time PCR fiir Anaplasma phagocytophilum

Die Untersuchung der Patientenproben F1-F72 und OF1-133 auf A. phagocytophilum erfolgte
mit der PCR AP-MSP2 nach Courtney et al. (2004) mit einem iCycler iQ™ (Bio-Rad,
Miinchen) unter folgenden Reaktionsbedingungen: initiales Aufheizen auf 95 °C fiir 13
Minuten, gefolgt von 50 Zyklen in der Abfolge Denaturierung bei 95 °C fiir 15 s, Annealing
und Extension bei 60 °C fiir 1 min. Die Fluoreszenz wurde bei jedem Annealingsschritt
gemessen. Nach jedem Lauf wurden die Daten mit der Software Version 3.0A analysiert

(iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, Miinchen).

Bei den 72 Proben, die eigens fiir diese Studie von Tierdrzten eingesandt wurden, wurde bei
einem Hund (1,4 %) der Nachweis von A. phagocytophilum erbracht. Es handelte sich hierbei
um eine 3-jdhrige, laut Anamnese sterilisierte Golden Retrieverhiindin, die durch
Abgeschlagenheit und Lahmheiten auffiel und vorberichtlich Zeckenbefall hatte. Bei einer
sechs Monate spiter durchgefiihrten Nachuntersuchung mittels PCR wurde DNA von A.
phagocytophilum nicht mehr nachgewiesen. Die Hiindin war dabei zwischenzeitlich nicht

antibiotisch behandelt worden.

Von den Proben der 133 Hunde, die aus der Routinediagnostik des Instituts stammten,
lieferten zwei (1,5 %) ein positives Ergebnis in der PCR. Hierbei handelte es sich um ein 4-
jéhriges ménnliches Tier, das keine klinischen Symptome zeigte, und eine 7-jéhrige Hiindin,

bei der labordiagnostisch Andmie und Thrombozytopenie festgestellt worden waren.
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4.4.3 Sequenzierung ausgewéhlter PCR-Produkte

Die Sequenzierung der PCR-Produkte durch die Firma MWG Biotech bestitigte die Identitét
der PCR-Produkte. Fiir E. canis wurden die 149 bp grolen PCR-Produkte von den Hunden
EC9, EC111 und EC235 sowie von der Positivkontrolle direkt sequenziert und ergaben
eindeutig lesbare Nukleotidsequenzen von 31 bp, 64 bp, 40 bp bzw. 24 bp, die jeweils zu

100 % mit der Sequenz des p30-10-Genes von E. canis (NCBI-Genbank-Zugangs-Nummer
AF528515) und damit mit dem PCR-Zielgen tibereinstimmten.

Fir das PCR-Produkt von A. phagocytophilum war eine Klonierung und anschlieende
Sequenzierung noétig, da eine direkte Sequenzierung des PCR-Produktes aufgrund der
geringen Lénge von 77 bp nicht erfolgreich war. Dabei wurde eine vollstindige
Ubereinstimmung der Sequenz des PCR-Produktes aus dem Hund OF64 mit der PCR-
Zielsequenz, dem msp2-Gen von A. phagocytophilum, bestatigt.

4.5 Ergebnisse der serologischen Untersuchung

4.5.1 IFAT zum Nachweis von Ehrlichia canis

Die Untersuchung der 244 Serumproben (EC1 bis EC244) auf spezifische Antikorper fiir E.
canis mittels IFAT ergab bei 102 Proben (41,8 %) ein positives Ergebnis. Bei 20 (8,2 %) der
untersuchten 244 Hundeseren lag das Ergebnis des IFAT in einem grenzwertigen Bereich,
hier erfolgte daher keine Zuordnung zu einem positiven oder negativen Ergebnis, wihrend

122 Proben (50,0 %) negativ reagierten.

Bei den im IFAT positiv reagierenden Tieren handelte es sich um 46 ménnliche und 56
weibliche Hunde. Damit wiesen 49,5 % aller untersuchten méannlichen und 37,1 % aller
untersuchten weiblichen Tiere spezifische Antikorper gegen E. canis auf. Das Alter der
positiv getesteten Tiere variierte von 0,5 bis 12 Jahre und betrug durchschnittlich 3,5 Jahre.
Von den 102 positiv getesteten Hunden waren sechs Tiere von ihren Besitzern in der
Tierklinik vorgestellt worden, 21 waren unmittelbar von der Strasse aufgelesen worden und

75 waren zu einem fritheren Zeitpunkt eingefangen worden und hielten sich zum Zeitpunkt

87



III. B Ergebnisse

der Blutentnahme schon ldnger im Tierheim auf. Somit wiesen 31,6 % der Tiere in privatem
Besitz, 40,4 % der direkt von der Strasse aufgelesenen Hunde und 43,4 % der Hunde, die sich
schon ldnger im Tierheim authielten, spezifische Antikorper gegen E. canis auf. Die

Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht signifikant (p>0,05).

Bei 12 (11,8 %) der 102 Tiere mit spezifischen Antikérpern gegen E. canis traten Symptome
oder Befunde auf, die auf eine monozytire Ehrlichiose hinweisen konnen. Vier Tiere (3,9 %
der im IFAT positiven Hunde) waren abgemagert, zwei (2,0 %) zeigten Hdmorrhagien, wei-
tere zwei Tiere (2,0 %) fielen durch Abmagerung und Hamorrhagien auf, ein Hund (1,0 %)
wies eine Andmie mit einer gleichzeitigen Thrombozytopenie auf, ein Hund (1,0 %) zeigte
eine Thrombozytopenie und zwei Tiere (Je 1,0 %) zeigten eine Kombination mehrerer
typischer Symptome (ein Hund Fieber, Abmagerung und Thrombozytopenie; ein weiterer
Abmagerung, Hamorrhagien, Andmie und Thrombozytopenie). Bei 88,2 % der Tiere mit
spezifischen Antikdrpern gegen E. canis konnten keine klinischen Symptome festgestellt
werden. Sechs der 142 Tiere ohne Antikoérper gegen E. canis waren klinisch auffillig. Vier
dieser Tiere waren abgemagert, ein Hund zeigte Himorrhagien und ein Hund fiel durch

Abmagerung und gleichzeitiges Auftreten von Hamorrhagien auf.

4.5.2 IFAT zum Nachweis von Anaplasma phagocytophilum

Bei den Proben F1 bis F72, die eigens von Tierdrzten fiir diese Studie eingesandt wurden,
wurden in 12 (16,7 %) Seren spezifische Antikdrper gegen A. phagocytophilum nachge-
wiesen. Insgesamt 13 Proben (18,1 %) lieferten ein grenzwertiges Ergebnis, wihrend 47
Seren (65,3 %) eindeutig negativ beurteilt wurden. Die antikdrperpositiven Seren stammten
von je 6 minnlichen und weiblichen Tieren. Somit reagierten 14,0 % der Seren aller unter-
suchten méinnlichen Tiere und 20,7 % der Seren aller untersuchten weiblichen Tiere positiv.
Das Alter der seropositiven Tiere variierte von 3 bis 13 Jahren und betrug durchschnittlich 8,0

Jahre.

In 46 (34,6 %) der 133 aus der Routinediagnostik des Instituts entnommenen Proben (Seren
OF1 bis OF133) wurde der Nachweis spezifischer Antikorper gegen A. phagocytophilum
erbracht. Ein grenzwertiges Ergebnis lieferten 18 (13,5 %) der Proben, wéhrend 69 (51,9 %)

als negativ beurteilt werden konnten. Das Alter der im IFAT positiven Tiere lag zwischen 1
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und 14 Jahren und bei durchschnittlich 5,2 Jahren. Bei 5 (10,9 %) dieser Hunde war jedoch
das Alter unbekannt. Bei den positiven Hunden handelte es sich um 21 ménnliche und 24
weibliche Tiere. Bei einem Hund lagen keine Angaben iiber das Geschlecht vor. Somit waren
31,8 % aller untersuchten ménnlichen und 36,9 % aller untersuchten weiblichen Tiere
seropositiv. Die Unterschiede in den Ergebnissen des IFAT bei Einbeziechung der

grenzwertigen Resultate der beiden Patientengruppen waren signifikant (p<0,05).

5. Vergleich der Untersuchungsmethoden

Fir E. canis ergab sich, dass der Anteil der im IFAT positiv getesteten Hunde mit 41,8 %
(102/244) wesentlich hoher war als der Anteil der in der PCR positiven Tiere mit 13,9 %
(34/244). Im IFAT als grenzwertig beurteilt wurden Seren von 20 Hunden. Von diesen
reagierten 19 in der PCR negativ und nur bei einem dieser Hunde wurde mittels PCR der
Nachweis von E. canis erbracht. Bei lediglich 31 der 102 Hunde mit positivem
Antikdrpernachweis im IFAT wurde E. canis-DNA in der PCR nachgewiesen, wihrend bei
31 der 34 in der PCR positiven Tiere auch Antikorper im IFAT diagnostiziert wurden. Eine
Ubereinstimmung der Untersuchungsergebnisse von IFAT und PCR lag insgesamt bei 61,9%
der Proben (151 von 244) vor (Tab. 20). Es muss jedoch angemerkt werden, dass die im [FAT
grenzwertigen Ergebnisse als nicht {ibereinstimmend bewertet wurden, da keine eindeutige

Zuordnung zu den positiven oder negativen PCR-Ergebnissen erfolgen konnte.

Tab. 20: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von PCR und IFAT fiir E. canis

PCR
positiv negativ
positiv 31 71 102
IFAT grenzwertig 1 19 20
negativ 2 120 122
34 210 244

89



III. B Ergebnisse

Bei A. phagocytophilum wurden fiir die Proben F1 bis F72 drei verschiedene Testverfahren in
den Vergleich einbezogen (Tab. 21). Dabei war der Anteil der positiven Tiere bei der
Untersuchung der Buffy-coat-Ausstriche mit 0 % am niedrigsten, betrug bei der
Untersuchung mittels PCR 1,4 % (1/72) und erreichte beim IFAT 16,7 % (12/72). Die
Ergebnisse der Buffy-coat-Ausstriche stimmten zu 98,6 % (71/72) mit den Ergebnissen der
PCR f{iberein, wahrend beim Vergleich der Ergebnisse der Buffy-coat-Ausstriche mit den
Ergebnissen des IFAT eine prozentuale Ubereinstimmung von 65,3 % (47/72) errechnet
werden konnte. Die im IFAT grenzwertigen Ergebnisse (13/72) wurden dabei als nicht
iibereinstimmend bewertet, da keine Zuordnung zu den positiven bzw. negativen Ergebnissen
der Ausstriche erfolgen konnte. Identische Ergebnisse bei PCR und IFAT wurden bei 66,7 %
(48/72) der untersuchten Hunde erzielt. Auch hier wurden die grenzwertigen Ergebnisse des
IFAT als nicht libereinstimmend gewertet, die entsprechenden Proben ergaben aber alle ein
negatives PCR-Resultat (Tab.21). Bei dem Hund (F65), der in der PCR positiv auf A.
phagocytophilum getestet worden war, konnten im Buffy-coat Ausstrich keine fiir eine
Infektion mit A. phagocytophilum typischen Einschlusskorperchen nachgewiesen werden,
wihrend im Serum des Tieres spezifische Antikorper mit einem Titer von 1:64, dies
entspricht der ersten positiven Verdiinnungsstufe, nachgewiesen wurden. In einem sechs
Monate nach der ersten Untersuchung durchgefiihrten Test wurde im Serum ein Titer von

1:32, also ein grenzwertiger Befund, ermittelt.

Tab. 21: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von PCR und IFAT der Patienten F1 bis
F72 fiir A. phagocytophilum

PCR
positiv negativ
positiv 1 11 12
IFAT grenzwertig 0 13 13
negativ 0 47 47
1 71 72

Die Proben OF1 bis OF133, die aus der Routinediagnostik des Instituts fiir Vergleichende

Tropenmedizin und Parasitologie stammten, wurden nur mittels PCR und IFAT auf A.
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phagocytophilum untersucht, wobei der Anteil positiver Testergebnisse im IFAT mit 34,6 %
(46/133) hoher war als der Anteil der positiven Testergebnisse in der PCR, der 1,5 % (2/133)
betrug. Eine Ubereinstimmung der Testergebnisse konnte in 52,6 % (70/133) der untersuchten
Proben ermittelt werden (Tab. 22). Grenzwertige Ergebnisse im IFAT wurden als nicht
iibereinstimmend gewertet. Bei einem Hund (OF14), der in der PCR positiv getestet worden
war, lieferte der IFAT ein grenzwertiges Ergebnis. Bei dem anderen in der PCR positiv
getesteten Hund (OF64) wurden im Serum spezifische Antikdrper gegen A. phagocytophilum

nachgewiesen.

Tab. 22: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von PCR und IFAT der Patienten OF1 bis
OF133 fiir A. phagocytophilum

PCR
positiv negativ
positiv 1 45 46
IFAT grenzwertig 1 17 18
negativ 0 69 69
2 131 133
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C Diskussion

1. Ehrlichia canis

1.1 Entwicklung und Validierung einer Real-time PCR fir Ehrlichia canis

Bei E. canis, dem Erreger der kaninen monozytiren Ehrlichiose handelt es sich um einen
Erreger mit weltweiter Verbreitung in tropischen und subtropischen Gebieten, der durch R.
sanguineus tiibertragen wird (Groves et al., 1975; Murphy et al., 1998a). Nach Ausbildung
einer akuten Phase der Erkrankung kommt es bei infizierten Hunden sehr héufig zur
Ausbildung einer subklinischen und eventuell zu einer anschlieenden chronischen Phase, in

der sowohl Diagnostik als auch Therapie sehr schwierig sind.

Bisherige diagnostische Moglichkeiten fiir E. canis bergen eine gewisse Problematik.
Hématologische Tests, die vor allem das Auszdhlen der Thrombozytenzahlen erfassen, sind
einfach und kostengiinstig durchzufiihren und werden in Italien (Personliche Mitteilung Frau
Friz, Leiterin des Tierheims der Lega Pro Animale in Castel Volturno, Italien) und Brasilien
(Bulla et al., 2004) haufig als ,,Screening“-Tests fiir E. canis angewendet. Himatologische
Werte, vor allem Thrombozytenzahlen, im Normbereich schlieBen aber eine Infektion mit E.
canis nicht aus (Waner et al., 1997). Das Bestimmen der Thrombozytenzahlen wurde jedoch
in endemischen Gebieten als geeigneter ,,Screening“-Test angesehen und eine Thrombo-
zytopenie kann als Anlass fiir weiterfiihrende Diagnostik bewertet werden (Troy und
Forrester, 1990; Bulla et al., 2004). Der lichtmikroskopische Nachweis typischer Einschluss-
korperchen, der Morulae, in den Monozyten ist einfach und kostenglinstig, besitzt jedoch eine
geringe Sensitivitdt (Igbal et al., 1994). Am ehesten gelingt die Diagnose in der akuten Phase
der CME, wihrend die Parasitdmie in der subklinischen Phase fiir einen lichtmikroskopischen
Nachweis meist zu gering ist (Harrus et al., 1998a). Die Sensitivitit ist jedoch stark vom
Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen abhéingig. So wurden die besten Ergebnisse mit
Ausstrichen erzielt, die aus Buffy-coat-Material und Lymphknotenaspiraten angefertigt
wurden. Hierbei wurde fiir Buffy-coat-Ausstriche eine Sensitivitit von bis zu 66 % ermittelt,
wihrend in Blutausstrichen nur bei 8 % der infizierten Tiere Morulae nachgewiesen wurden

(Mylonakis et al., 2003). Aufgrund der geringen Sensitivitit ist dieser Test als alleiniges
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diagnostisches Verfahren fiir E. canis nicht ausreichend. Ein verldsslicher, sensitiver
Nachweis von E. canis ist die Isolierung des Erregers aus Zellkulturen (Cell Culture
Isolation, CCI). Dieser Test ist jedoch aufgrund der hohen Kosten und der langwierigen Nach-

weiszeit von bis zu 34 Tagen fiir die Routinediagnostik nicht geeignet (Igbal et al., 1994).

Der IFAT ist sicherlich der fiir die Diagnose kaniner monozytérer Ehrlichiose am hiufigsten
angewandte Test. Vorteilhaft ist dabei, dass der serologische Nachweis von Antikérpern
gegen E. canis mit geeigneter Laboreinrichtung und geschultem Personal schnell und einfach
durchzufiihren ist und oft schon zwei bis sechs Tage nach der Exposition gelingt (Rikihisa et
al., 1992; Igbal et al., 1994). Nachteilig erwies sich eine Kreuzreaktivitit mit E. ewingii und
E. chaffeensis (Rikihisa et al., 1992; Perez et al., 1996). Da diese Ehrlichienspezies bisher nur
in den USA nachgewiesen wurden (Neer, 1998; Buller et al., 1999), besitzt die Kreuz-
reaktivitit bei der Diagnostik mittels IFAT in Europa damit vermutlich keine Bedeutung.
Wichtiger, und vor allem in endemischen Gebieten problematisch, ist jedoch, dass mit
serologischen Verfahren lediglich Antikorper nachgewiesen werden, die keinen direkten
Riickschluss darauf erlauben, ob der Erreger noch vorhanden und fiir Krankheitssymptome
verantwortlich ist, oder ob er ldngst eliminiert wurde und nur die Antikdrper persistieren. Es
ist bekannt, dass nach erfolgter Therapie und Erregerelimination Antikorper noch fiir bis zu
12 Monate nachweisbar sind (Bartsch und Greene, 1996; Breitschwerdt et al., 1998b). In
anderen Studien wurden erhohte Antikorpertiter noch 15 bis 31 Monate nach Therapiebeginn
ermittelt (Perille und Matus, 1991). Hier ist jedoch fraglich, ob es tatsdchlich zu einer
Erregerelimination gekommen ist, oder ob es sich um therapieresistente Fille mit
Erregerpersistenz handelt. Infolge dieser Problematik sind der IFAT und andere serologische
Testverfahren nicht dazu geeignet, einen Therapieerfolg zu iiberpriifen (Igbal und Rikihisa,

1994; Neer et al., 1999).

Auf dem Nachweis der Erreger-DNA basierende PCR-Verfahren stellen daher eine
vielversprechende Alternative bei der Diagnostik kaniner Ehrlichiosen dar. Diese Tests sind
schnell durchfiihrbar, haben das Potential zur hohen Sensitivitit und Spezifitit und sind, da
sie die Erreger direkt nachweisen, besser geeignet, die Elimination der Erreger nach erfolgter
Therapie zu iiberpriifen. In der Vergangenheit wurden zahlreiche ,,konventionelle* Protokolle
entwickelt, die mittels einfacher oder ,,geschachtelter” (,,nested”) PCR-Reaktionen einen
Nachweis von E. canis-DNA erlauben (Igbal et al., 1994; McBride et al., 1996; Wen et al.,
1997; Breitschwerdt et al., 1998a; Mathew et al., 2000; Pusterla et al., 2000a; Inokuma et al.,
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2001b; Stich et al., 2002). Sowohl ,nested“-PCRs als auch die Kombination von PCR-
Verfahren mit Chemilumineszenz Hybridisierung (Mathew et al., 2000) sind jedoch mit
einem erhohten Zeitaufwand verbunden. Zudem sind nach der Durchfiihrung konventioneller
PCRs weitere Arbeitsschritte zum Nachweis und zur Verifizierung der PCR-Produkte notig.
Dabei ist die Beurteilung nur durch eine Agarosegelelektrophorese, bei der die Grofe des
PCR-Produktes abgeschétzt werden kann, zur eindeutigen Identifizierung der Spezifitit des
Produktes nicht ausreichend. Weitere Arbeitsschritte wie Sequenzierung oder zumindest eine
Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus- (RFLP-) Analyse sind erforderlich. Da fiir diese
Arbeitsschritte ein Offnen der PCR-GefiBe und Umgang mit den PCR-Produkten
unumginglich ist, ist das Risiko der Kontamination der Umgebung mit der amplifizierten
DNA betrdchtlich. Kontaminationen stellen sicherlich einen wichtigen Nachteil fiir die
Anwendung konventioneller PCRs in der Routinediagnostik dar und kénnen unter Umstéinden

so weit gehen, dass ein Einsatz bestimmter PCR-Protokolle tiber Jahre nicht mehr moglich ist.

Die Real-time PCR bietet demgegeniiber entscheidende Vorteile. So erfolgt die Durchfiihrung
von Real-time PCRs in einem geschlossenen System. Da die Identifizierung der PCR-
Produkte bereits wihrend des Reaktionsablaufes mittels generierter Fluoreszenz geschieht
(Higuchi et al., 1993; Heid et al., 1996), entfallen die post-PCR-Prozesse und das Offnen der
Reaktionsgefdfle. Das Kontaminationsrisiko wird dadurch deutlich reduziert. Im Gegensatz
zum Agarosegel, bei dem nur die Grofle des entstandenen Produktes betrachtet wird, erfolgt
bei der Real-time PCR ein sequenzspezifischer Nachweis des Amplifikats. Es kommt nur bei
Hybridisierung einer beispielsweise bei ,,Molecular Beacons* 26 bis 30 Basen langen Region
der Sonden mit einem komplementiren Strang zu einem messbaren Fluoreszenzsignal. Ein
weiterer Vorteil des Verfahrens ist die schnelle Durchfiihrbarkeit. Die gesamte Untersuchung
inklusive DNA-Extraktion ist innerhalb von vier bis sechs Stunden abgeschlossen. Zudem ist
bei entsprechendem Protokoll auch eine quantitative Bestimmung der Erreger im Proben-
material moglich. Hohe Gehalte an Erreger-DNA im Ausgangsmaterial fithren zu niedrigen
Schwellenwertzyklen mit steilen Kurven, wéhrend spét ansteigende, flache Kurven auf wenig
enthaltene Ziel-DNA schlieBen lassen. In unserer Studie wurde jedoch auf eine quantitative
Erregerbestimmung verzichtet. Da bei der Real-time PCR sehr kleine PCR-Produkte erzeugt
werden, die einschlieBlich des Bereiches der Sondenhybridisierung iiblicherweise 100 bis 150
Basenpaare umfassen, wird meist eine hohe Sensitivitit erreicht. Aufgrund der genannten

Vorteile gegeniiber traditionellen Verfahren und dem erfolgreichen Einsatz bei der Diagnostik
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anderer Erreger (Wiirth, 2004; Zahler-Rinder et al., 2004) war die Entwicklung einer Real-

time PCR fiir E. canis ein Ziel der vorliegenden Arbeit.

Ein wichtiger Aspekt bei dieser Entwicklung einer Real-time PCR fiir E. canis war die
Auswahl geeigneter Zielgene. Innerhalb der Art E. canis sollte der zu vervielfdltigende
Sequenzabschnitt mdglichst konserviert sein, um keine Stimme oder Varianten des Erregers
bei der PCR auszuschliefen. Diese Voraussetzung wurde von den ausgewdéhlten Fragmenten
der 16S rDNA und des p30-10-Genes erfiillt, was durch die erstellten ,,Multiple Sequence
Alignments® bestdtigt wurde. Die Sequenz des Zielgenes sollte jedoch speziesspezifische
Unterschiede aufweisen, um die Konstruktion ausreichend spezifischer Primer und Sonden fiir
E. canis zu ermoglichen. Eine Amplifikation nahe verwandter Ehrlichienspezies wie E.
chaffeensis, N. sennetsu oder E. ewingii sollte nicht erfolgen. Da die Konstruktion von
Primern und Sonden anhand von ,,Multiple Sequence Alignments* erfolgte, war es notig, dass
in der NCBI-Genbank Sequenzen der nahe verwandten Spezies verfligbar waren, die mit der
Sequenz von E. canis verglichen werden konnten. Diese Vorraussetzung war zum Zeitpunkt
der Untersuchung fiir die 16S rDNA und fiir das Gen p30-10 erfiillt. Hierbei wurde besonders
auf Sequenzunterschiede zu E. chaffeensis geachtet. Da es sich hierbei um die zu E. canis am
nichsten verwandte Ehrlichienart handelt, war davon auszugehen, dass eine PCR spezifisch
fiir E. canis ist, wenn keine Amplifikation von E. chaffeensis-DNA erfolgt (Stich et al., 2002;
Personliche Mitteilung, R.W. Stich). Hierbei zeigte sich, dass die 16S rDNA innerhalb des
Genus Ehrlichia viele konservierte Bereiche aufwies. Bei der Konstruktion der Primer und
Sonden wurde darauf geachtet, dass speziesspezifische Sequenzabschnitte miteinbezogen
wurden. Aufgrund der weitreichenden Sequenzunterschiede zu E. chaffeensis, die bei Primern
und Sonden fiir das Zielgen p30-10 noch ausgeprigter waren und durch die Ergebnisse des
Blast-Search-Programmes der NCBI Genbank bestétigt wurden, musste nicht von einer
Amplifikation von E. chaffeensis ausgegangen werden. Die Eignung des Gens p30 als Zielgen
fiir eine diagnostische PCR wurde bereits nachgewiesen. So wies eine ,,konventionelle*
,hested“-PCR, die das p30-Gen zum Ziel hat, eine 100- bis 1000-fach héhere Sensitivitét auf
als eine ,,nested“-PCR, die ein Fragment der 16S rDNA amplifiziert (Stich et al., 2002). Nach
Abschluss der hier présentierten Untersuchungen wurde eine Real-time PCR zum Nachweis
von E. canis publiziert (Branger et al., 2004). Diese hat als Zielgen die 16S rDNA und wurde

in die vorliegende Studie aus zeitlichen Griinden nicht miteinbezogen.
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Nach Entwicklung und Optimierung der beiden Real-time PCRs EC-16S und ECP-p30 fiir E.
canis erfolgte ein direkter Vergleich der beiden Testverfahren. Bei der Uberpriifung der
analytischen Spezifitit der PCRs lieferten beide Tests nur fiir den Ansatz, in dem E. canis-
DNA enthalten war, ein positives Ergebnis. Eingesetzte DNA-Ldsungen von A. platys, N.
risticii, A. phagocytophilum, Babesia canis, B. gibsoni und Hepatozoon canis lieferten ein
negatives Ergebnis, was auf eine Spezifitit gegeniiber den getesteten Erregern schlieBen ldsst.
Leider konnte die Spezifitit gegeniiber E. chaffeensis nicht experimentell iiberpriift werden,
da keine DNA des Erregers zur Verfligung stand. Wie bereits erwdhnt, sollte eine
Amplifikation aufgrund der Sequenzunterschiede im Bereich der Primerregion jedoch nicht
moglich sein. Eine Bestdtigung der Spezifitit der PCR einschlieBlich Sondenhybridisierung
erfolgte durch die Sequenzierung einiger in der PCR positiv getesteter Proben. Hierbei wurde
festgestellt, dass eine 100%ige Ubereinstimmung der Sequenzen der PCR-Produkte mit der
Sequenz des p30-Genes von E. canis vorliegt und somit die erwartete speziesspezifische
Amplifikation auftrat. Beim Vergleich der analytischen Sensitivitét lieferte die PCR ECP-p30
etwas bessere Ergebnisse. Beide PCRs ergaben ein positives Ergebnis bis zu einer
Verdiinnungsstufe von 10, Da es sich bei den eingesetzten Verdiinnungen um E. canis DNA
unbekannter Konzentration handelte, konnte dabei aber keine absolute Nachweisgrenze
ermittelt werden und kein direkter Vergleich mit der Sensitivitét publizierter PCRs erfolgen.
Die Schwellenwerte der PCRs EC-16S und ECP-p30 lagen bei den drei positiv getesteten
Verdiinnungsstufen 10°, 10” und 102 bei 36,2, 38,0, und 39,2 bzw. 32,2, 36,1 und 39,7 und
somit bei der PCR ECP-p30 insgesamt etwas niedriger als bei der PCR EC-16S. Aullerdem
war der Kurvenverlauf bei der PCR ECP-p30 steiler und sigmoider und es zeigte sich eine
hohere absolute Fluoreszenz als bei der PCR EC-16S. Anhand dieser Ergebnisse und der
weitreichenderen Sequenzunterschiede zu E. chaffeensis, wurde entschieden, die weiteren

Untersuchungen mit der PCR ECP-p30 durchzufiihren.

Bei der Durchfiihrung der Validierung der PCR ECP-p30 wurden 22 positive und 28 negative
geblindete Proben eingesetzt. Hierbei wies der Test eine hohe diagnostische Spezifitit
(100 %) auf. Es kam zu keinen falsch-positiven Ergebnissen, was fiir den erfolgreichen
Einsatz der PCR in der Routinediagnostik sehr wichtig ist. Die diagnostische Sensitivitit des
Testes lag bei 82 %. Die priadiktiven Werte der positiven und negativen Testergebnisse lagen
bei 100 % bzw. 87,5 %. Somit kann bei Vorliegen eines positiven Testergebnisses mit hoher
Sicherheit von einer Infektion mit E. canis ausgegangen werden und ein Behandlungsversuch

eingeleitet werden. Vier der 22 positiven Proben wurden nicht richtig zugeordnet. Da die
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Konzentration des Erregers in den Proben unbekannt war, konnte nicht festgestellt werden, ob
es sich vielleicht um Material handelte, in denen wenige Erreger enthalten waren. Zudem
handelte es sich bei den falsch-negativen Ergebnissen um Proben, von denen nicht geniigend
Material flir die Erstellung von Duplikaten vorhanden war, so dass kein direkter Vergleich
von zwei Untersuchungsergebnissen erfolgen konnte. Bei der Beurteilung der Ergebnisse der
Validierung miissen zusitzlich die Schwierigkeiten bei der DNA-Extraktion beriicksichtigt
werden. Bei dem Untersuchungsmaterial handelte es sich um tiefgefrorene Knochenmarks-
aspirate, die teilweise aufgrund von Kliimpchenbildung nicht gut zu verarbeiten waren. Einige
dieser Kliimpchen mussten von den ,,QIAamp spin“-Sdulchen entfernt werden, da sie
entweder die Pipettenspitze verstopften oder nicht durch die Membran der Sdulchen
diffundierten und einfach auf deren Oberfliche liegen blieben. Hierbei ist nicht
auszuschlieBen, dass in den Kliimpchen Erreger enthalten waren, deren DNA somit fiir eine
weitere Untersuchung nicht zur Verfligung stand und es so zu falsch negativen PCR-
Ergebnissen kam. Bei der Bestimmung der Nachweisgrenze mittels in Plasmide einligierter
PCR-Produkte wurde fiir die PCR ECP-p30 eine Nachweisgrenze von 14,5 Molekiilen pro 50
ul Ansatz errechnet. Hierbei entspricht die Anzahl nachweisbarer Molekiile der Anzahl

nachweisbarer Genkopien.

1.2 Untersuchung von Patienten

Die Anwendung der entwickelten Real-time PCR fiir E. canis sollte sogleich in der
Untersuchung von Patientenproben aus einem bekannten endemischen Gebiet, Castel
Volturno in Kampanien, Italien, getestet werden. Die Auswahl der Patienten erfolgte durch
dort tdtige Tierdrzte nach von uns festgelegten Kriterien. Alter und Rasse sollten keinen
Einfluss auf die Teilnahme haben, vielmehr sollte eine breit gefacherte, fiir die Hunde-
population in Italien reprasentative Gruppe untersucht werden. Deshalb wurden Hunde jeden
Alters einbezogen. Einziges Ausschlusskriterium war eine Behandlung mit gegen Ehrlichien
wirksamen Medikamenten in den letzten drei Monaten. Dieser Spielraum sollte eine
Reinfektion ermdglichen, wenn die Tiere zu einem fritheren Zeitpunkt behandelt worden
waren. Der tatséchliche Infektionsstatus der Tiere konnte anhand der Fragebdgen und der

Anamnese nicht erhoben werden.
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Beim Vergleich der Ergebnisse von PCR und IFAT ergab sich wie erwartet, dass die Zahl der
seropositiven Tiere (102) weit groBBer war als die Zahl der Hunde, bei denen der direkte
Erregernachweis gelang (34). Ein Grund fiir ein negatives PCR-Ergebnis bei seropositiven
Tieren konnte sein, dass mittels IFAT lediglich Antikdrper nachgewiesen wurden, wihrend
der Erreger schon léngst eliminiert worden war. So reagieren Tiere, denen nach einer
Infektion eine erfolgreiche Elimination der Erreger gelang, unter Umstdnden noch ldngere
Zeit seropositiv (Igbal und Rikihisa, 1994; Breitschwerdt et al., 1998b; Neer et al., 1999).
Dies ist besonders in der vorliegenden Studie zu beachten, da nicht ausgeschlossen werden
kann, dass die einbezogenen Tiere zu einem fritheren Zeitpunkt eine Infektion durchgemacht
haben, dann aber behandelt wurden und den Erreger eliminiert haben. Ein weiterer Grund fiir
negative PCR-Ergebnisse bei seropositiven Tieren wire theoretisch eine Infektion mit nahe
verwandten Ehrlichienspezies wie E. chaffeensis oder E. ewingii (Rikihisa et al., 1992; Perez
et al., 1996) die im E. canis-IFAT kreuzreagieren, in der PCR aber nicht nachgewiesen
werden. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die Verbreitung dieser beiden Erreger auf die
USA beschrinkt ist (Neer, 1998; Buller et al., 1999). Als Ursache negativer Ergebnisse in der
PCR bei seropositiven Tieren kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die PCR ECP-
p30 fiir den Nachweis sehr geringer Erregerzahlen nicht sensitiv genug ist. Das Problem sehr
niedriger Parasitdmie tritt besonders wahrend der chronischen Phase der CME auf und ist in

der akuten Phase eher nicht zu erwarten.

Bei zwei der Hunde, die in der PCR ein positives Ergebnis lieferten, konnten im Serum
mittels I[FAT keine Antikorper nachgewiesen werden. Hierbei konnte es sich um Hunde in
einer frithen Phase der Infektionen handeln, bei denen zwar der Nachweis der Erreger mittels
PCR bereits gelang, jedoch noch keine fiir den Nachweis ausreichende IgG-Antikorper-
produktion erfolgt ist. Denkbar wire auch, dass die Immunantwort durch antibiotische
Behandlung gehemmt wurde (Dawson et al., 1996a) oder bei immunsupprimierten Tieren
verzogert auftritt (Wen et al.,, 1997). Als unwahrscheinlich wird jedoch die Moglichkeit
angesehen, dass eine neue, bisher unbekannte Ehrlichienspezies positive Ergebnisse in der

PCR liefert, und gleichzeitig im IFAT negativ reagiert (Wen et al., 1997).

Die Ubereinstimmung der PCR- und IFAT-Ergebnisse erreichte in der vorliegenden
Untersuchung 61,9 % und war damit fast identisch mit dem Ergebnis einer Studie von Wen
und Mitarbeitern (1997), bei der 62 % Ubereinstimmung ermittelt worden waren, aber etwas

niedriger als bei einer Studie von Kordick et al. (1999), wo bei Einbeziehung aller
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untersuchten Ehrlichienarten 73,1 % der Ergebnisse iibereinstimmten. In beiden Studien
wurden ebenfalls mehr seropositive Tiere ermittelt als PCR-positive. Hierbei ist jedoch
anzumerken, dass in der vorliegenden Studie die 20 im IFAT grenzwertigen Ergebnisse als
nicht {libereinstimmend bewertet wurden. Nur eine der im IFAT grenzwertigen Proben
reagierte in der PCR positiv. Wiren die Tiere fiir weitere serologische Nachuntersuchungen
zur Verfliigung gestanden, so dass eine eindeutige Gruppierung in seropositive und —negative
Tiere erfolgen hitte kdnnen, hétte sich der Anteil der iibereinstimmenden Ergebnisse unter

Umstédnden deutlich erhoht.

Wenn die Testergebnisse sowohl von IFAT als auch von PCR positiv sind, kann davon
ausgegangen werden, dass das Tier tatsdchlich mit E. canis infiziert ist. Im Gegenzug ist bei
zweil negativen Ergebnissen ein sicherer Ausschluss einer Infektion moglich (Wen et al.,
1997). In der vorliegenden Studie konnte nach diesen Kriterien bei 49,2 % (120/244) Tieren
eine Infektion mit E. canis ausgeschlossen werden, wihrend 12,7 % der Hunde demnach
eindeutig eine Infektion (31/244) aufwiesen und als behandlungsbediirftig angesehen werden.
Bei einem vorliegenden positiven Ergebnis in der PCR sollte angesichts des ermittelten
pradiktiven Wertes des positiven Testergebnisses von 100 % ein Behandlungsversuch in
jedem Fall eingeleitet werden. Es wire jedoch anzuraten, auch klinisch auffillige seropositive
Tiere einer Behandlung zu unterziehen, auch wenn kein Erregernachweis mittels PCR

erbracht werden konnte.

Die in der vorliegenden Studie untersuchten Blutproben stammten von Hunden eines
Tierheims in Castel Volturno, Italien. In diesem Tierheim wird ein enormer medikamenteller
und finanzieller Aufwand zur Einddimmung kaniner monozytirer Ehrlichiose betrieben. Es
wird sowohl versucht, infizierte Tiere durch den Einsatz von Tetrazyklin oder Doxyzyklin,
teilweise in Kombination mit Imidocarbdipropionat, zu therapieren, als auch Neu- bzw.
Reinfektionen durch Zeckenprophylaxe zu verhindern (Personliche Mitteilung Frau Friz,
Tierheimleiterin). Anhand der Untersuchung der Patienten sollten in der vorliegenden Studie
keine epidemiologischen Daten erhoben werden. Vielmehr sollte das neu entwickelte
Testverfahren an einer groBeren Anzahl von Patienten getestet werden um die Ergebnisse mit
etablierten diagnostischen Methoden und wie oben beschrieben mit anderen Studien zu
vergleichen. Dennoch ist durch die Einteilung der Patienten in drei Gruppen eine Spekulation
tiber den Infektionsstatus und den Erfolg durchgefiihrter Behandlungen mdglich: Der

Nachweis von E. canis mittels IFAT gelang bei 31,6 % der Tiere aus privatem Besitz, bei
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40,4 % der StraBlenhunde und bei 43,4 % der untersuchten Tierheimhunde. Der Anteil der
Tiere, die mit dem Erreger irgendwann Kontakt hatten, unterschied sich zwischen den
Gruppen nicht signifikant. Die in der PCR ermittelte Infektionsrate lag bei den unbehandelten
Stralenhunden ohne Zeckenprophylaxe mit 23,1 % ungefdhr doppelt so hoch wie bei den
Privathunden mit 10,5 % oder den Hunden im Tierheim mit 11,6 %. Die Unterschiede
zwischen den Stralenhunden und den Hunden aus dem Tierheim waren dabei signifikant. Die
Tierheimhunde wurden prophylaktisch gegen Zecken behandelt und die meisten erhielten,
wenn auch vor mindestens drei Monaten, Antibiotika. Die PCR-Positivitit bei diesen Tieren
war zwar niedriger als bei den unbehandelten Hunden, eine Behandlung reduziert diese Rate
aber nur um die Halfte, hatte also anscheinend nur in ca. 50 % der Félle Erfolg. Dies ist fiir
den betriebenen Aufwand, der zumindest im Tierheim erheblich ist (Personliche Mitteilung
Frau Friz, Tierheimleiterin), sehr wenig. Diese geringe Erfolgsquote bestitigt jedoch
Ergebnisse anderer Studien, in denen die Einschitzung vorherrscht, dass eine erfolgreiche
Therapie der CME sehr schwierig ist, vor allem wenn die Tiere nicht in der akuten, sondern
erst in der subklinischen oder chronischen Phase der Erkrankung behandelt werden. Die
Erfolgsrate lag in einer Studie von Harrus et al. (1998b) bei 75 %. Auch mit Doxyzyklin, das,
eventuell in Kombination mit Imidocarbdipropionat, das Mittel der Wahl darstellt (Harrus et
al., 1997; Neer et al., 2002), konnte in zwei weiteren Studien nicht in allen Féllen eine
Elimination der Erreger erreicht werden (Igbal und Rikihisa, 1994; Wen et al., 1997). Fiir die
positiven PCR-Befunde der Tiere in der vorliegenden Studie konnte die nicht vollstindige
Elimination der Erreger nach erfolgter Therapie verantwortlich sein, auch wenn eine

zwischenzeitliche Reinfektion nicht auszuschlieBen ist.

Der Hauptvektor R. sanguineus ist in subtropischen und tropischen Regionen weit verbreitet,
so dass in diesen Gebieten auch von einer Verbreitung von E. canis ausgegangen werden
muss, was durch serologische und molekularbiologische Studien in vermutlichen Endemie-
gebieten, in die Zecken und Hunde einbezogen wurden, bestétigt wurde (Voigt et al., 1993;
Baldelli et al., 1996; Murphy et al., 1998a; Breitschwerdt et al., 1998b; Suksawat et al., 2000;
Wen et al., 2003). Die Infektion von Hunden in endemischen Gebieten kann bereits im
Frithjahr erfolgen, da die Uberwinterung von E. canis in Zecken gewihrleistet ist, weil
infizierte Zecken den Erreger bis zu 155 Tage {ibertragen (Lewis et al., 1977). Die
Einschleppung von E. canis nach Deutschland ist vor allem durch den Import von Hunden aus
Endemiegebieten und durch Hunde, die beispielsweise im Urlaub in solche Gebiete reisen,

moglich. Aufgrund der eingeschriinkten Uberlebensfihigkeit von R. sanguineus in
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gemiBigten Breiten, die sich auf Gebdude und beispielsweise Hundezuchten beschrinkt
(Winkler et al., 1988), ist eine endemische Etablierung von E. canis in Deutschland zurzeit
jedoch nicht zu erwarten. Die braune Hundezecke fungiert aulerdem als Vektor fiir H. canis
(Baneth et al., 2001) und B. canis (Kordick et al., 1999), so dass neben der Ehrlichiose auch
die Hepatozoonose und die Babesiose als Reisekrankheiten, die in stideuropédischen und
anderen tropischen und subtropischen Léndern durch Zecken auf Hunde iibertragen werden,
beriicksichtigt werden sollten. Da fiir diese Erkrankungen keine Impfungen in Deutschland
verfiigbar sind, sollten Tiere, die in warme Klimazonen reisen, in jedem Fall prophylaktisch
gegen Zecken behandelt werden. Eine sehr gute Wirkung scheint, nach Erfahrungen von
Tierdrzten des Tierheims in Castel Volturno, hierbei Permethrin zu haben (Personliche

Mitteilung Frau Friz, Tierheimleiterin).

2. Anaplasma phagocytophilum

2.1 Entwicklung und Validierung einer Real-time PCR fiur Anaplasma

phagocytophilum

A. phagocytophilum, der Erreger der granulozytiaren Ehrlichiose bei Hund, Pferd, Rind und
beim Menschen, ist in den USA und Europa verbreitet. Aufgrund der zunehmenden Zahl an
nachgewiesenen Féllen insbesondere beim Menschen und des zoonotischen Potentials wurde
die Erkrankung als sogenannte ,,Emerging tick-borne infection* eingestuft (Christova et al.,
2003) und ist in den letzten Jahren auch in der Tiermedizin auf zunehmendes Interesse
gestoBen. Daher wurden zuverldssige diagnostische Tests zum Nachweis von A.

phagocytophilum zunehmend nachgefragt.

Die Diagnose einer Infektion mit A. phagocytophilum erfolgte bisher meist durch den
Nachweis von Antikorpern mittels Immunfluoreszenz. Der IFAT kann bereits sechs bis elf
Tage nach der Infektion positiv reagieren (Pusterla et al., 1997a). Dennoch sind insbesondere
in der initialen akuten Phase der Infektion falsch negative Ergebnisse nicht selten (Bakken et

al., 1996; Zhi et al., 1997; Massung et al., 1998). Eine aktuelle Infektionskrankheit kann
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zudem von fritheren eventuell klinisch inapparenten Infektionen nur durch die Auswertung
von Serumpaaren und dem Nachweis eines Titeranstieges unterschieden werden (Madigan et
al., 1990). Die fiir den E. canis- IFAT erwiahnten Probleme bei der Spezifitit existieren fiir A.
phagocytophilum allerdings nicht. So wurden fiir den Erreger der granulozytdren Ehrlichiose
bisher keine Kreuzreaktionen mit anderen nahe verwandten Ehrlichienarten nachgewiesen

(Dumler et al., 1995).

Insbesondere zur Erkennung akuter Infektionskrankheiten bietet sich daher der direkte
Erregernachweis an. Dies kann durch den lichtmikroskopischen Nachweis zytoplasmatischer
Einschlusskorperchen in den Granulozyten erfolgen (Madigan und Gribble, 1987). Bei
experimentell infizierten Rindern gelang der Nachweis von Morulae bereits fiinf bis acht Tage
nach der Infektion fiir sechs bis 14 Tage (Pusterla et al., 1997a). Die Sensitivitit der
Lichtmikroskopie ist offenbar etwas hoher als bei E. canis (Leutenegger et al., 2002), gute
Erfolgsaussichten sind jedoch auf einen sehr kurzen Zeitraum beschrinkt, so dass vor allem
bei einem negativen Ergebnis kein zuverldssiger Ausschluss einer Infektion erfolgen kann.
Eine Anreicherung der Erreger aus klinischem Material in Zellkulturen und anschlieBende
Detektion ist zwar moglich, aufgrund der hohen Kosten und der langen Dauer aber nicht fiir

die Routinediagnostik geeignet (Massung et al., 1998).

Die PCR als modernes molekularbiologisches Verfahren zur Detektion von A,
phagocytophilum-DNA bietet sich daher an, und in der Vergangenheit wurden zahlreiche
konventionelle einfache und geschachtelte PCR-Protokolle entwickelt. Wie Massung und
Slater (2003) jedoch zeigten, ergaben sich bei vielen Tests Probleme in der Sensitivitidt und
Spezifitdt. So wurden nur zwei von 13 einbezogenen PCRs als ausreichend sensitiv und
spezifisch fiir A. phagocytophilum beurteilt (Massung et al., 1998; McQuiston et al., 1999;
Massung und Slater, 2003). Real-time PCRs konnen, wie bereits in Abschnitt 1.1 dargestellt,
aufgrund ihrer raschen Durchfiihrbarkeit und der besseren Moglichkeit der
Kontaminationsvermeidung gegeniiber traditionellen PCRs und ,nested“-PCRs einen
Fortschritt in der molekularbiologischen Diagnostik mit sich bringen. Zudem ist durch den
Einsatz sequenzspezifischer Sonden eine direkte Verifizierung der Spezifitidt des Produktes
moglich, da diese nur bei Vorliegen eines komplementédren Sequenzabschnittes binden und es

nur dann zur Generierung von Fluoreszenz kommt.
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In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Real-time PCR zum Nachweis von A.
phagocytophilum entwickelt und in ihrer Leistungsfahigkeit mit der zunéchst einzigen von
Pusterla und Mitarbeitern (1999a) publizierten und dann auch mit der im weiteren Verlauf der
Untersuchungen verdffentlichten Real-time PCR von Courtney et al. (2004) verglichen. Die
Auswahl des Zielgenes erfolgte nach dhnlichen Kriterien wie bei E. canis. So sollten in der
NCBI-Genbank vergleichbare Sequenzen nahe verwandter Bakterienspezies fiir das Zielgen
verfiigbar sein, um die Identifizierung speziesspezifischer Sequenzabschnitte zu ermdglichen.
Zum Zeitpunkt der Untersuchungen lagen fiir A. platys, N. risticii und Wolbachia spp. nur
16S rDNA-Sequenzen vor. A. platys, der Erreger der infektiosen kaninen zyklischen
Thrombozytopenie, wird vermutlich durch die braune Hundezecke, R. sanguineus, auf Hunde
ibertragen und wurde auch in Siideuropa (Kontos und Papadopoulos, 1987; Pennisi et al.,
1989; Sainz et al., 1999) in Hunden nachgewiesen. N. risticii besitzt besonders bei Pferden als
Erreger des ,,Potomac Horse Fever* Bedeutung. In seroepidemiologischen Studien in den
USA wurden jedoch auch bei Hunden, Katzen, Coyoten, Schweinen und Ziegen Antikdrper
gegen N. risticii detektiert (Perry et al., 1989; Magnarelli und Anderson,1993; Pusterla
2000a). Wolbachien werden hédufig als Symbionten in Zecken nachgewiesen (Hartelt et al.,
2004), kommen aber tiblicherweise nicht in Hundeblut vor. Eine Ausnahme stellte ein Hund
dar, bei dem im Blut, wahrscheinlich aufgrund einer Infektion mit Dirofilaria immitis, eine
Wolbachia sp. nachgewiesen wurde (Unver et al., 2003). Das Auftreten von Wolbachien in
kaninem Blut ist somit eher unwahrscheinlich und die Behandlung aller Ehrlichien erfolgt auf
die gleiche Weise (Ohashi et al., 1998a). Basierend auf dem Sequenzalignment wurden fiir die
PCR-Primer Sequenzabschnitte identifiziert, die als spezifisch fiir A. phagocytophilum
angesehen wurden, da besonders am 3’-Ende der Primerregionen Unterschiede zu den
einbezogenen nahe verwandten Ehrlichienarten A. platys und N. risticii bestanden.
Ublicherweise kann besonders durch die Auswahl spezifischer Regionen am 3’-Ende der
Primer eine hohe Spezifitit erreicht werden (Sommer und Tautz, 1989). Das entwickelte
Testverfahren wurde nun mit zwei bereits publizierten Real-time PCRs verglichen. Bei der
Uberpriifung der analytischen Spezifitéit mittels verschiedener Erreger wurde festgestellt, dass
nur die PCR AP-MSP2 (Courtney et al., 2004) spezifisch fiir A. phagocytophilum war. Die
PCR AP-16S und die PCR nach Pusterla et al. (1999a) lieferten zwar fiir E. canis, B. canis, B.
gibsoni und H. canis ein negatives Ergebnis, ergaben aber auller fiir A. phagocytophilum auch
fiir A. platys und N. risticii ein Produkt. Dies war aufgrund der oben beschriebenen Auswahl
der Primer eigentlich nicht zu erwarten, {iber die Griinde der Unspezifitidt der PCR kann aber

nur spekuliert werden. So wire es mdglich, dass bei den fiir die Primer ausgewihlten
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Sequenzabschnitten innerhalb der Arten A. platys und N. risticii Polymorphismen auftreten,
so dass es aufgrund von speziesspezifischen Variationen zu einer Amplifikation der Erreger
kam. Zudem ergab sich in der Untersuchung der analytischen Sensitivitit der drei Tests
mittels eingesetzter DNA- und Blutverdiinnungsreihen bei der PCR AP-MSP2 die hochste
Sensitivitit. Sie war um eine Verdiinnungsstufe hoher als bei der PCR AP-16S und um zwei
Verdiinnungsstufen hoher als bei der PCR nach Pusterla et al. (1999a). Auch bei der
Validierung anhand geblindeter Proben lieferte die PCR AP-MSP2 die besten Ergebnisse.
Kein Test lieferte falsch positive Ergebnisse, so dass die diagnostische Spezifitit jeweils 100
% betrug. Hierbei muss jedoch erwdhnt werden, dass keine Proben mit nahe verwandten
Erregern geblindet eingesetzt wurden, da solche Proben mit gesicherter Freiheit von A.
phagocytophilum nicht verfiigbar waren. Bei der Auswertung der diagnostischen Sensitivitat
hingegen ergaben sich gravierende Unterschiede: Sie betrug fiir die PCR nach Pusterla et al.
(1999a) 36 %, fiir die PCR AP-16S 64 % und fiir die PCR AP-MSP2 96 %. Einschridnkend
muss jedoch erwdhnt werden, dass fiir die Herstellung der geblindeten Proben nur positives
Blut eines einzigen Patienten zur Verfiigung stand, das mit erregerfreiem Blut verdiinnt
wurde. Aufgrund der unbekannten Erregerkonzentration des Blutes wére es mdglich, dass
viele der geblindeten Proben im Bereich der Nachweisgrenze der PCR AP-16S und der PCR
nach Pusterla et al. (1999a) lagen und somit nur mit der PCR AP-MSP2 positiv getestet
werden konnten. Es ist fraglich, inwieweit dieses Vorgehen die realen Verhéltnisse bei der
Untersuchung von Patientenproben wiederspiegelt, so dass beide Tests eventuell bessere
Ergebnisse erzielt hitten, wenn Blutproben verschiedener positiver Tiere unverdiinnt
eingesetzt worden wiren. Insgesamt ergab sich ohne Zweifel, dass die PCR AP-MSP2
(Courtney et al., 2004) sensitiver und spezifischer ist als die beiden anderen Real-time PCRs,

so dass die Untersuchung der Patientenproben mittels dieses Verfahrens erfolgte.

2.2 Untersuchung von Patienten

Fiir die Untersuchung von Patienten auf A. phagocytophilum wurden insgesamt 75 Tierérzte
angeschrieben und um die Einsendung von Hundeblut gebeten. Aufgrund der geringen
Resonanz, es wurden nur 72 Blutproben auf diese Weise erhalten, war es ndtig, zusitzlich
Proben aus dem Routinelabor des Instituts fiir Vergleichende Tropenmedizin und

Parasitologie in die Untersuchung mit einzubeziehen. Alle Tiere, von denen Blut eigens fiir
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die Studie eingesandt worden waren, wiesen vorberichtlich Zeckenbefall auf. Von den Proben
F1 bis F 72 wurde nur bei einem Hund (1,4 %) der Nachweis von A. phagocytophilum mittels
PCR erbracht. Es handelte sich hierbei um eine dreijahrige Golden Retrieverhiindin, die durch
Abgeschlagenheit und Lahmbheiten auffiel. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass fiir diese
Symptomatik nicht die Infektion mit A. phagocytophilum, sondern vielmehr eine ebenfalls
diagnostizierte Herzerkrankung und Arthrosen des Tieres verantwortlich waren. Mittels IFAT
wurden gleichzeitig im Serum des Tieres Antikorper gegen A. phagocytophilum bis zu einer
Verdiinnung von 1:64, was der ersten positiven Verdiinnungsstufe entspricht, nachgewiesen.
Im Lichtmikroskop waren allerdings keine Einschlusskorperchen im Buffy-coat-Ausstrich der
Hiindin nachweisbar. Interessanterweise wurden bei einer etwa sechs Monate spéter
durchgefiihrten Nachuntersuchung mittels PCR keine Erreger mehr nachgewiesen und der
Titer im IFAT war auf 1:32 gesunken, obwohl der Hund laut behandelndem Tierarzt
zwischenzeitlich nicht antibiotisch therapiert worden war. Dies unterstiitzt die Annahme, dass
es sich bei A. phagocytophilum, im Gegensatz zu E. canis, um eine selbstlimitierende
Infektion handelt (Hunfeld et al., 2004), obwohl auch Berichte {iber persistierende Infektionen
bei Tieren existieren (Foggie, 1951; Stuen et al.,, 1998). Der Antikorpertiter der Golden
Retrieverhiindin war nach sechs Monaten um eine Stufe gesunken, was ebenfalls mit friiheren
Studien, bei denen AntikOrpertiter bei unbehandelten Tieren 120 bis 180 Tage persistierten
(Liz, 1994; Pusterla et al., 1997a) vereinbar scheint. Wie zu erwarten war, wurden mittels
IFAT bei einem deutlich hoheren Anteil, und zwar bei 16,7 % (12/72) der Tiere Antikdrper

nachgewiesen. 18,1 % (13/72) der Hundeseren lieferten ein grenzwertiges Ergebnis.

Bei den Proben, die aus der Routinediagnostik zufillig ausgewéhlt worden waren, konnte
mittels PCR bei 1,5 % (2/133) der Nachweis von A. phagocytophilum erbracht werden.
Interessanterweise war die Infektionsrate in der PCR somit bei den zufillig ausgewihlten
Hunden ebenso hoch wie bei den eigens dafiir eingesandten Proben. Bei den PCR-positiven
Hunden aus der Routinediagnostik handelte es sich um ein 4-jdhriges ménnliches Tier, mit
einem grenzwertigen Ergebnis im IFAT, ohne klinische Symptome, und eine 7-jdhrige
seropositive Hiindin, bei der labordiagnostisch Andmie und Thrombozytopenie festgestellt
worden waren. Zudem wurden im Buffy-coat-Ausstrich Morulae von A. phagocytophilum in
den Granulozyten nachgewiesen. Bei dieser Hiindin wurde nach erfolgter antibiotischer
Therapie eine Kontrolluntersuchung mittels PCR durchgefiihrt, die ein negatives Ergebnis
erbrachte. Dies gibt Grund zu der Annahme, dass sich Infektionen mit A. phagocytophilum im

Gegensatz zu E. canis gut therapieren lassen und es nicht zu einer Erregerpersistenz kommt.
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Im IFAT konnten bei 34,6 % der Tiere aus der Routinediagnostik (46/133) Antikdrper gegen
A. phagocytophilum nachgewiesen werden, wihrend 13,5 % (18/133) ein grenzwertiges
Ergebnis lieferten. Die bei beiden Hundegruppen hohere Positivititsrate im IFAT im
Vergleich zur PCR ldsst, zumal Kreuzreaktivitidten mit anderen Ehrlichienarten nicht bekannt
sind (Dumler et al. 1995), sehr niedrige Erregerkonzentrationen oder eine bereits erfolgte
Erregerelimination vermuten. Die Antikdrpernachweise bei immerhin 16,7 % und 34,6 % der
untersuchten Hunde lassen aber durchaus auf eine Bedeutung von A. phagocytophilum als
Krankheitserreger bei Hunden in Deutschland schlieBen. Es handelt sich jedoch offenbar
hdufig um selbstlimitierende Infektionen, die zumindest teilweise klinisch inapparent

verlaufen.

Als Vektor fiir A. phagocytophilum fungiert in Europa Ixodes ricinus (,,Gemeiner Holzbock*)
(Daniels et al., 1997; Reubel et al., 1998b; Petrovec et al., 1999), eine in Deutschland weit
verbreitete und dominierende Zeckenart. Es ist anzunehmen, dass auch A. phagocytophilum in
I. ricinus-Zecken in ganz Deutschland vorkommt. So wurden mittels PCR Befallsraten von
1,0 % in Baden-Wiirttemberg (Hartelt et al., 2004), von 2,3 % in Thiiringen (Hildebrandt et
al., 2003) und 1,6 % in Bayern (Fingerle et al., 1999) ermittelt. Da insbesondere Hunde, bei
denen keine Zeckenprophylaxe durchgefiihrt wird, hdufig von I. ricinus-Zecken befallen sind,
ist ein regelmafBiger Kotakt mit A. phagocytophilum zu erwarten, was in der vorliegenden
Studie durch die hohen Seroprdvalenzen bestitigt wird. Dabei ergab sich ein signifikanter
Unterschied der Ergebnisse des IFAT bei den beiden Hundegruppen. Dies ldsst eine
Spekulation iiber ein regionales Vorkommen von A. phagocytophilum zu. So stammte ein
Grofteil der eigens fiir die Untersuchung eingesandten Blutproben aus dem Allgidu, wahrend
die zufillig ausgewihlten Proben aus der Routinediagnostik keiner Region zugeordnet werden
konnten, sondern vielmehr aus ganz Deutschland stammten. Dies ldsst deutschlandweit ein
haufigeres Vorkommen von A. phagocytophilum vermuten als in der Region, aus der die fiir
diese Studie gezielt eingesandten Proben stammten. In der vorliegenden Arbeit wurde
erstmals an einer groferen Zahl von Hunden in Deutschland die Befallsrate mit A.
phagocytophilum ermittelt und hierbei sowohl der serologische als auch der molekular-

biologische Nachweis des Erregers erbracht.
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V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Real-time PCR-basierte Nachweisverfahren fiir E. canis
und A. phagocytophilum entwickelt, validiert und im Anschluss fiir die Untersuchung von
Patientenproben eingesetzt. Fiir E. canis wurden fiir zwei Tests Primer und Sonden des Typs
»Molecular Beacon“ konstruiert, die auf unterschiedliche Zielgene gerichtet waren, die
Reaktionsbedingungen optimiert und die Leistungsfahigkeit beider Tests verglichen. Die PCR
EC-16S hatte hierbei die 16S rDNA als Zielgen, wihrend die PCR ECP-p30 auf das p30-10-
Gen von E. canis gerichtet war. Bei der Ermittlung der analytischen Sensitivitit und
analytischen Spezifitit ergab sich, dass beide Tests in ihren Leistungen sehr dhnlich waren.
Beide PCRs waren spezifisch und lieferten nur fiir DNA von E. canis ein positives Ergebnis,
wihrend die tbrigen getesteten Erreger A. platys, N. risticii, A. phagocytophilum, Babesia
canis, B. gibsoni und H. canis in der PCR negativ reagierten. Da die PCR ECP-p30 bei der
Sensitivitdtspriifung geringfligig besser beurteilt wurde, wurde entschieden, die weiteren
Untersuchungen mit diesem PCR-Protokoll durchzufiihren. Zur Bestimmung der
diagnostischen Sensitivitdit und Spezifitdt dieses Tests wurde eine extern kontrollierte
Validierung mit geblindeten Proben durchgefiihrt. Hierbei ergab sich eine diagnostische
Spezifitdt von 100 %. Die diagnostische Sensitivitit der Real-time PCR betrug 82 %. Der
pradiktive Wert des positiven Testergebnisses lag fiir die PCR ECP-p30 bei 100 %, wahrend
der priadiktive Wert des negativen Testergebnisses 87,5 % erreichte Als Nachweisgrenze

wurden 14,5 Molekiile des Zielgens pro 50 ul Ansatz ermittelt.

Im Anschluss wurde die Eignung des Tests an Blutproben von Hunden aus einem fiir E. canis
endemischen Gebiet untersucht. Dabei wurden 244 Blutproben einbezogen und die
Ergebnisse der PCR mit denen eines IFATs verglichen. Die Blutproben stammten aus
Kampanien, Italien und wurden dort durch Tierdrzte von Hunden gewonnen, die in einer
Tierarztpraxis mit angeschlossenem Tierheim vorgestellt wurden. Die Tiere waren drei
Gruppen zuzuordnen: Ein Teil der Hunde, und zwar 19 Tiere, wurde von privaten Besitzern in
der Praxis vorgestellt, 52 Tiere waren unmittelbar zuvor von der Strasse aufgelesen worden
und die dritte Gruppe, die 173 Hunde umfasste, hielt sich zum Zeitpunkt der Probennahme
schon langere Zeit im Tierheim auf. Innerhalb des Tierheims wird ein hoher diagnostischer

und medikamenteller Aufwand zur Erkennung und Bekd@mpfung von E. canis mittels
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antibiotischer Therapie und Zeckenprophylaxe betrieben. In die Untersuchung einbezogen
wurden jedoch nur Hunde, die mindestens drei Monate lang nicht mehr mit einem gegen E.
canis wirksamen Medikament behandelt worden waren. Bei der serologischen Untersuchung
der Hunde mittels IFAT ergab sich ein Anteil seropositiver Tiere von insgesamt 41,8 %, der
auch bei Betrachtung der drei verschiedenen Gruppen nur wenig variierte. So betrug der
Anteil seropositiver Tiere innerhalb der Gruppe der Hunde aus dem Tierheim 43,4 %,
wihrend 40,4 % der StraBenhunde und 31,6 % der Tiere in privatem Besitz seropositiv waren.
Diese Unterschiede waren nicht signifikant. Ein direkter Erregernachweis mittels Real-time
PCR erfolgte bei 13,9 % der untersuchten Tiere. Beim Vergleich der
Untersuchungsergebnisse von PCR und IFAT wurde eine Ubereinstimmung bei 61,9 % der
untersuchten Proben ermittelt. Bei Betrachtung der einzelnen Hundegruppen lag der Anteil
der in der PCR positiven Tiere bei den StraBenhunden mit 23,1 % ungefihr doppelt so hoch
wie bei den Tieren in Privatbesitz (10,5 %) oder den Tierheimhunden im Tierheim (11,6 %).
Der Unterschied zwischen den Stralenhunden und den Tierheimhunden war somit signifikant.
Diese Ergebnisse weisen auf ein hdufiges Vorkommen von E. canis im Untersuchungsgebiet
hin und stiitzen die Auffassung, dass eine Erregerelimination mittels Antibiotikatherapie nur

schwer zu erreichen ist.

Fir A. phagocytophilum wurde in der vorliegenden Studie ebenfalls eine Real-time PCR
entwickelt und das Testverfahren unter Einbeziehung zweier bereits publizierter Real-time
PCR-Protokolle und zwar von Pusterla et al. (1999a) und von Courtney et al. (2004), validiert.
Bei der Entwicklung der Real-time PCR fiir A. phagocytophilum wurde als Zielgen die 16S
rDNA herangezogen, da nur hierfiir vergleichbare Sequenzen nahe verwandter Ehrlichien-
spezies verfligbar waren. Alle drei vorliegenden Testverfahren wurden auf ihre analytische
Spezifitit und ihre analytische Sensitivitét iiberpriift und zusitzlich im Rahmen einer extern
kontrollierten Validierung mittels geblindeter Proben verglichen. Hierbei zeigte sich, dass nur
die PCR nach Courtney et al (2004), hier als PCR AP-MSP2 bezeichnet, eine sehr gute
Spezifitat fir A. phagocytophilum besal3. Die anderen Tests lieferten auch fiir N. risticii und
A. platys positive Ergebnisse. Die analytische Sensitivitidt war bei diesem Test ebenfalls um
mindestens eine Zehnerpotenz hoher als bei den anderen beiden PCRs. Im Rahmen der
Validierung wurde fiir die PCR AP-MSP2 eine diagnostische Spezifitit von 96 % ermittelt,
wihrend die im Rahmen dieser Studie entwickelte PCR AP-16S eine Spezifitit von 64 % und
die PCR nach Pusterla et al. (1999a) einen Wert von 36 % erreichten. Der pradiktive Wert des
positiven Testergebnisses betrug fiir die drei PCRs somit 96 %, 74 % bzw. 61 %. Fiir die
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Untersuchung von Patientenproben auf Befall mit A. phagocytophilum wurde deshalb die
PCR AP-MSP2 ausgewihlt. In die Studie wurden Hunde aus Deutschland einbezogen, und
zwar sowohl 72 Blutproben, die eigens fiir diese Studie auf Anforderung von Tierdrzten
eingesandt worden waren, als auch 133 Proben, die aus verschiedensten Griinden in das
Routinelabor des Institutes eingesandt worden waren. Die 72 eigens fiir die Studie
gewonnenen Proben wurden mittels Buffy-coat-Ausstrich, PCR und IFAT auf A.
phagocytophilum untersucht. Lichtmikroskopisch konnten in keinem Fall Einschluss-
korperchen des Erregers in den Granulozyten nachgewiesen werden. Mittels PCR wurde
jedoch bei einem Hund (1,4 %) der Nachweis von A. phagocytophilum erbracht. Im IFAT
konnten bei 16,7 % der 72 untersuchten Hundeseren spezifische Antikorper gegen den
Erreger nachgewiesen werden. Eine Ubereinstimmung der Ergebnisse von PCR und Buffy-
coat-Ausstrichen lag bei 98,6 % der Proben vor. Beim Vergleich der Ergebnisse der Buffy-
coat-Ausstriche mit den Ergebnissen des IFAT wurde eine prozentuale Ubereinstimmung von
65,3 % errechnet. Identische Ergebnisse bei PCR und IFAT wurden bei 66,7 % der
untersuchten Hunde erzielt. Die 133 Proben, die zufillig aus allen Einsendungen in das
Routinelabor des Instituts flir vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie ausgewahlt
worden waren, wurden mittels PCR und IFAT untersucht, wobei zwei Tiere (1,5 %) in der
PCR und 34,6 % im IFAT ein positives Ergebnis lieferten. Die Identitdt des PCR-Produktes
eines der positiven Tiere wurde durch Klonierung und anschlieBende Sequenzierung bestitigt.
Eine Ubereinstimmung der Testergebnisse von IFAT und PCR bestand bei 52,6 % der
untersuchten Proben. Diese Ergebnisse stiitzen die Auffassung, dass Hunde in Deutschland
haufig mit A. phagocytophilum in Kontakt kommen, dass es sich dabei aber meist um eine

selbstlimitierende, klinisch inapparente Infektion handelt.
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V. Summary

Development and evaluation of Real-time PCR assays for the detection of

Ehrlichia canis and Anaplasma phagocytophilum (Anaplasmataceae)

In this study two Real-time based PCR assays for the detection of E. canis and A.
phagocytophilum were developed, validated and subsequently used for the analysis of canine
blood samples. For E. canis two sets of primers and probes of the type “Molecular Beacon”
were designed, which were aimed at different genes. After optimizing the PCR assays the
efficacy of the two tests was compared. While PCR EC-16S amplified a fragment of the 16S
rDNA, the PCR ECP-p30 was targeted at the p30-10-gene. When the analytical sensitivity
and analytical specifity were analysed, both tests were found to be very similar. Both PCR
assays were very specific. Only DNA of E. canis produced positive PCR results, while the
other tested pathogens A. platys, N. risticii, A. phagocytophilum, B. canis, B. gibsoni and H.
canis tested negativ. Because PCR ECP-p30 seemed to be slightly more sensitive than PCR
EC-16S further analysis was made with this protocol. An externally controlled evaluation
with blinded samples was performed in order to determine the diagnostic sensitivity and
specifity of the test. The diagnostic specifity of the PCR assay was 100 %, while the
diagnostic sensitivity was 82 %. The predictive value of positive test results was 100 %, while
the predictive value of negative test results achieved 87,5 %. The detection threshold of the

PCR ECP-p30 was 14,5 molecules of the target-gene per 50 pl solution.

Subsequently the aptitude of the developed test was examined with canine blood samples. 244
blood samples from dogs were analysed and the results of PCR were compared wit IFA
results. The canine blood samples originated from Campania, Italy and were taken from
veterinarians working in a clinic with included animal shelter. The dogs were assigned to
three different groups: 19 dogs were taken to the veterinarians by their private owners, 52
dogs were caught directly from the street and the third group, including 173 dogs, had already
been in the animal shelter for a longer time when the blood samples were taken. The animal
shelter spares no expenses for diagnosis and treatment of E. canis by antibiotics and for tick
prophylaxis. In this study, only dogs were included, which had not been treated for E. canis
for at least three months. Serologic testing of the dogs by IFA resulted in 41,8 % seropositive
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dogs and showed little variance among the three different groups. In the group of the animal
shelter dogs antibodies against E. canis were detected in 43,4 % of the analysed samples,
while 40,4 % of the stray dogs and 31,6 % of the privately owned dogs showed seropositive
reaction. The differences were not significant. The pathogen itself was detected by Real-time
PCR in 13,9% of the dogs. When results of PCR and IFA were compared, results matched in
61,9 % of the analysed samples. Closer examination of the groups showed, that 23,1% of the
stray dogs were positive in PCR which is about twice as high as the percentage of positive
privately owned (10,5 %) or animal shelter dogs (11,6 %). The difference among the stray
dogs and the animal shelter dogs was significant. These results show, that E. canis is probably
widely spread in the investigation area and support the conclusion, that an elimination of the

pathogen by antibiotic treatment is difficult to achieve.

Additionally a Real-time PCR was developed for A. phagocytophilum and validated by
comparing two assays published by Pusterla et al. (1999a) and Courtney et al. (2004). When
the PCR assay was developed, the 16S rDNA was used as target, because only for this gene
comparable sequences of related Ehrlichia species were available. All three PCR protocols
were tested for their analytic specifity and analytic sensitivity and additionally validated by an
externally controlled blinded evaluation. Only the PCR by Courtney et al. (2004), here called
PCR AP-MSP2, had a high specifity for A. phagocytophilum. The other tests also amplified
N. risticii and A. platys. The analytical sensitivity of PCR AP-MSP2 was also one dilution
step higher than of the other tests. During the blinded externally controlled evaluation the
diagnostic sensitivity of PCR AP-MSP2 was determined to be 96 %, while the sensitivity of
the PCR AP-16S developed in this study achieved 64 % and the sensitivity of the PCR by
Pusterla et al. (1999a) was 36 %. The predictive value of the positive test result was 96 %, 74
% and 61 % respectively for the three PCRs. Because of these results, PCR AP-MSP2 was
chosen for the analysis of clinical blood samples of dogs living in Germany. The study
included 72 blood samples, that were sent to us by veterinarians specifically for this
investigation and 133 canine blood samples, that were sent to the routine diagnostic
laboratory of the institution for several purposes. The 72 samples specifically for this study
were examined for A. phagocytophilum by buffy-coat smears, PCR and IFA. Morulae in the
granulocytes could not be detected by light microscopy in any case. PCR for A.
phagocytophilum was positive for one dog (1,4 %) and 16,7 % of the 72 samples were
positive in IFA testing. A concordance of the results of PCR and buffy-coat smears was

determined in 98,6 %, while buffy-coat and IFAT results showed a concordance in 65,3 % of

111



V. Summary

the samples and results of PCR and IFAT corresponded in 66,7 % of the cases. The 133
samples, that were randomly selected from all canine blood samples sent to the routine
diagnostic laboratory of the institution were analysed by PCR and IFAT. Two dogs were
tested PCR positive for A. phagocytophilum and 34,6 % had specific antibodies. The identity
of the PCR-product from one of the positive dogs was confirmed by cloning and subsequent
sequencing. A concordance between the results of IFAT and PCR was determined in 52,5 %
of the analysed blood samples. These results support the view, that dogs in Germany are often
exposed to A. phagocytophilum, but that canine granulocytic ehrlichiosis is often a self-

limiting infection without clinical signs.
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A Adenin

bp Nukleinsdurebasenpaar

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

Dabcyl Dimethylaminophenylbenzoesiure

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

rDNA ribosomale Desoxyribonukleinsidure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

FAM Carboxyfluoreszein

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

G Guanin

HEX Hexachlorfluoreszein

IFAT indirekter Immunfluoreszenzantikdrpertest
IgA Immunglobulin A

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

kbp Kilobasenpaare

mA Milliampere

M molar

min Minuten

mM millimolar

msp Oberfliachenprotein (Major Surface Protein)
ng Nanogramm

ul Mikroliter

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (phosphat buffered saline)
PCR Polymerasekettenreaktion

rpm Umdrehungen/min

RNA Ribonukleinsédure
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TAE
Taq

uv

Sekunden

Thymin
Tris-Acetat/EDTA
Thermus aquaticus
Unit, Einheit
Ultraviolett

Volt
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VIIl. Anhang

1. Patientendaten der Ehrlichia canis-Studie
Probe | Geschlecht| Alter PCR IFAT Zecken- Klin. Symptome Herkunft
EC (Jahre) befall

1 w 1 negativ _ |positiv nein Privat

2 m 10 negativ __ [positiv ja Aném, Thro Privat

3 W 3 positiv  |positiv nein Privat

4 W 2 negativ  |negativ nein Strasse

5 W 3 negativ  |positiv nein Tierheim
6 W 6 negativ  |positiv nein Tierheim
7 m 2,5 positiv  |positiv ja Tierheim
8 W 2,5 positiv  |positiv nein Tierheim
9 w 1 positiv_ |positiv ja Strasse
10 w 1,5 negativ |negativ ja Strasse
11 m 4 negativ  |negativ ja Strasse
12 m 6 negativ  |negativ ja Strasse
13 m 5 positiv  |positiv ja Strasse
14 m 2 negativ__ [positiv ja Strasse
15 W 3 negativ __ |positiv ja Strasse
16 m 3 negativ__ [positiv ja Tierheim
17 w 9 negativ __ |positiv ja Tierheim
18 m 6 negativ __ [positiv ja Strasse
19 w 12 negativ  |positiv ja Tierheim
20 m 2 positiv  |positiv ja Strasse
21 W 7 negativ  |negativ nein Privat

22 m 1 positiv  |positiv ja Strasse
23 W 3 negativ  |negativ ja Tierheim
24 W 4 negativ __ |positiv ja Tierheim
25 w 2 negativ __ |positiv nein Tierheim
26 m 6 negativ  [positiv nein Tierheim
27 w 5 negativ  |positiv nein Tierheim
28 w 12 negativ  |negativ nein Tierheim
29 m 2 negativ  |negativ nein Tierheim
30 W 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
31 W 2 negativ__ |negativ ja Privat

32 m 2 positiv  |positiv ja Tierheim
33 w 3 negativ  |negativ ja Tierheim
34 W 2 negativ  |negativ nein Privat

35 m 2 negativ  |negativ nein Strasse
36 w 1 negativ  |grenzwertig |ja Privat

37 W 4 negativ  |negativ ja Tierheim
38 m 1,5 positiv  |positiv ja Tierheim
39 W 1 negativ  |negativ ja Tierheim
40 W 1 negativ  |negativ ja Tierheim
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Probe | Geschlecht| Alter PCR IFAT Zecken- Klin. Symptome Herkunft
EC (Jahre) befall

41 W 1 negativ _ |positiv nein Tierheim
42 W | negativ  |positiv ja Tierheim
43 W 1 negativ  |negativ ja Tierheim
44 W 2 positiv_ |positiv ja Tierheim
45 w 0,25 negativ  |negativ nein Tierheim
46 W 1 negativ  |grenzwertig |nein Tierheim
47 w 2 negativ  |positiv nein Tierheim
48 w 1,5 negativ  |positiv nein Tierheim
49 m 1 negativ  |negativ nein Strasse

50 m 1 negativ  |grenzwertig [nein Abm Tierheim
51 m 9 negativ  |grenzwertig |[nein Tierheim
52 W 3 negativ  |positiv nein Tierheim
53 m 10 negativ__ [positiv nein Tierheim
54 m 6 positiv  |positiv nein Tierheim
55 w 1 negativ  |grenzwertig |nein Tierheim
56 w 2,5 negativ  |grenzwertig |nein Tierheim
57 m 3 negativ_ |positiv nein Hiamor Tierheim
58 W 10 negativ  |positiv nein Thro Tierheim
59 m 1 negativ__ |negativ nein Tierheim
60 W 3,5 negativ  |negativ nein Tierheim
61 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
62 W 0,5 positiv  |positiv nein Tierheim
63 w 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
64 m 9 negativ _ [positiv nein Tierheim
65 W 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
66 m 3,5 negativ  |grenzwertig |[nein Tierheim
67 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
68 W 0,25 negativ  |negativ nein Tierheim
69 w 0,25 negativ  |negativ nein Tierheim
70 w 0,75 negativ  |negativ nein Privat

71 W 4 negativ  |positiv nein Tierheim
72 w 2,5 negativ  |grenzwertig |nein Tierheim
73 m 7 negativ  |negativ nein Tierheim
74 W 2 negativ  |grenzwertig [nein Tierheim
75 W 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
76 m 11 negativ___ [positiv nein Tierheim
77 W 4 negativ  |grenzwertig |nein Tierheim
78 W 4 positiv  |positiv nein Tierheim
79 W 6 negativ  |negativ nein Privat

80 w 3 negativ  |negativ nein Tierheim
81 w 10 negativ  |positiv nein Tierheim
82 m 7 negativ  |positiv nein Tierheim
83 m 7 negativ  [positiv nein Tierheim
84 m 2 negativ__ [positiv nein Tierheim
85 W 6 negativ  |positiv nein Tierheim
86 m S5 negativ  |negativ nein Tierheim
87 W 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
88 w 5 negativ  |positiv nein Tierheim
89 m 1,5 positiv  |positiv ja Strasse

90 W 1 negativ  |negativ nein Tierheim
91 W 4 negativ  |positiv ja Tierheim
92 W 6 negativ  |positiv nein Tierheim
93 W 1 negativ  |negativ nein Tierheim
94 m 3 negativ.__ negativ nein Privat
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Probe | Geschlecht| Alter PCR IFAT Zecken- Klin. Symptome Herkunft
EC (Jahre) befall

95 m 1 negativ  |negativ nein Privat

96 m 5 negativ  [positiv nein Tierheim
97 W 1 positiv  |positiv nein Tierheim
98 m 7 positiv grenzwertig |ja Tierheim
99 w 0,5 negativ  |negativ ja Tierheim
100 w 1 negativ  |grenzwertig |ja Strasse
101 w 3 negativ  |positiv ja Privat
102 W 0,5 positiv  |positiv nein Strasse
103 W 0,5 positiv. |positiv ja Strasse
104 W 0,5 negativ  |negativ ja Strasse
105 W 1 negativ__ |negativ ja Strasse
106 W 3 negativ  |negativ nein Strasse
107 m 4 negativ__ [positiv ja Strasse
108 m 1 negativ |negativ ja Strasse
109 w 1 negativ |negativ ja Hamor Tierheim
110 W 0,75 positiv  |positiv ja Abm Strasse
111 W 1 positiv. |positiv ja Strasse
112 W 3 negativ  |grenzwertig |ja Abm, Hamor Strasse
113 m 3 negativ  |negativ nein Tierheim
114 W 1 negativ  |grenzwertig [ja Strasse
115 w 1 negativ__ |negativ ja Strasse
116 w 1 positiv_ |positiv ja Abm, Himor Strasse
117 W 1 negativ  |negativ nein Strasse
118 w 10 negativ  |grenzwertig |ja Privat
119 m 8 negativ |negativ ja Privat
120 m 3 negativ  |negativ ja Privat
121 m 0,75 negativ__ |negativ nein Tierheim
122 m 1 negativ  |negativ nein Tierheim
123 m 2 positiv positiv nein Tierheim
124 m 0,25 negativ.__ negativ nein Tierheim
125 m 2 negativ  |negativ nein Tierheim
126 m 3 negativ  |negativ nein Tierheim
127 m 2 negativ _ [positiv nein Tierheim
128 m 4 negativ _ |positiv nein Tierheim
129 m 0,75 negativ  |negativ nein Tierheim
130 m 3 negativ  |positiv nein Tierheim
131 m 6 negativ  |negativ nein Tierheim
132 m 2 negativ  |negativ nein Tierheim
133 m 2 negativ  |negativ nein Tierheim
134 w 1 negativ  |negativ nein Tierheim
135 w 1 negativ  |negativ nein Tierheim
136 m 3 negativ  |negativ nein Tierheim
137 m 4 positiv  |positiv nein Tierheim
138 m 4 positiv positiv nein Tierheim
139 m 1 negativ  |negativ nein Tierheim
140 w 6 negativ __ |positiv nein Tierheim
141 W 9 negativ _ |positiv nein Tierheim
142 w 1 negativ  |negativ nein Tierheim
143 w 2 negativ  |negativ nein Tierheim
144 W 2 negativ  |negativ nein Tierheim
145 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
146 W 1 negativ __ |negativ nein Tierheim
147 w 2 negativ _ |negativ ja Tierheim
148 w 2 negativ  |negativ ja Tierheim
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Probe | Geschlecht| Alter PCR IFAT Zecken- Klin. Symptome Herkunft
EC (Jahre) befall

149 W 1 negativ  |negativ nein Tierheim
150 W 0,5 negativ  |negativ nein Privat
151 W 0,25 negativ  |negativ ja Tierheim
152 W 2 negativ  |negativ nein Tierheim
153 w 0,25 negativ _ |negativ ja Tierheim
154 W 2 negativ  |negativ ja Tierheim
155 W 1,5 positiv  |positiv ja Privat
156 w 2 negativ  |negativ ja Strasse
157 W 3 negativ  |negativ ja Strasse
158 W 0,75 negativ  |negativ nein Strasse
159 W 2 negativ__ |negativ nein Strasse
160 W 0,5 negativ  |negativ nein Privat
161 w 1 positiv_ |positiv nein Héamor Strasse
162 w 2 negativ  |negativ nein Strasse
163 W 2 negativ  |grenzwertig |nein Strasse
164 w 1 negativ  |positiv nein Strasse
165 W 2 negativ_ |positiv nein Fieb, Abm, Thro Tierheim
166 W 2 negativ  |positiv nein Tierheim
167 W 2 negativ__ |negativ nein Strasse
168 m 3 negativ  |grenzwertig [ja Strasse
169 w 3 negativ__ [positiv nein Abm, Himor Privat
170 m 0,75 negativ  |negativ nein Tierheim
171 w 1,5 negativ  |negativ ja Strasse
172 w 2 negativ  |negativ nein Abm Strasse
173 m 3 positiv |positiv ja Abm Strasse
174 W 2 negativ  |negativ ja Strasse
175 W 2 negativ_ |negativ nein Strasse
176 w 8 negativ  |negativ ja Strasse
177 m 1 negativ__ [positiv nein Strasse
178 W 2 positiv  |positiv nein Tierheim
179 m 3 positiv  |positiv nein Tierheim
180 m 1,5 negativ  |negativ nein Strasse
181 w 0,5 negativ  |negativ ja Strasse
182 W 12 negativ  |grenzwertig [nein Abm Strasse
183 m 2 negativ  [positiv ja Abm Strasse
184 m 2 negativ__ [positiv ja Strasse
185 W 2 negativ  |negativ nein Tierheim
186 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
187 m 2 negativ  |positiv nein Abm, Hiamor, Andm, Thro |[Strasse
188 w 6 negativ  |grenzwertig |ja Tierheim
189 w 0,5 negativ  |negativ ja Tierheim
190 m 3 negativ _ |positiv nein Tierheim
191 W 8 negativ  |negativ nein Tierheim
192 W 3 negativ  |negativ nein Tierheim
193 m 3 negativ  |positiv nein Tierheim
194 w 4 negativ __ |positiv nein Tierheim
195 W 2 negativ  |positiv nein Tierheim
196 w 5 negativ  |positiv nein Tierheim
197 w 5 negativ  |positiv nein Tierheim
198 m 5 negativ  |grenzwertig [nein Tierheim
199 m 0,75 negativ  |negativ nein Tierheim
200 W 1 positiv  |positiv nein Tierheim
201 m 3 negativ__ [positiv nein Tierheim
202 w 1 negativ __ |positiv nein Tierheim
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Probe | Geschlecht| Alter PCR IFAT Zecken- Klin. Symptome Herkunft
EC (Jahre) befall
203 W 4 positiv  |negativ nein Tierheim
204 W 2 negativ  |positiv nein Tierheim
205 W 1 negativ  |positiv nein Tierheim
206 W 0,75 positiv negativ nein Tierheim
207 w 3 negativ  |negativ nein Tierheim
208 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
209 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
210 w 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
211 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
212 m 6 negativ  [positiv nein Tierheim
213 m 8 negativ  |negativ nein Tierheim
214 m 6 negativ  |negativ nein Tierheim
215 m 4 negativ__ [positiv nein Tierheim
216 m 1 negativ  [positiv nein Tierheim
217 m 1 negativ  |negativ nein Tierheim
218 m 2 negativ _ [positiv nein Tierheim
219 W 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
220 W 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
221 W 1 negativ__ |positiv nein Abm Tierheim
222 W 1 positiv_ |positiv nein Tierheim
223 w 4 negativ _ |positiv nein Tierheim
224 W 2 negativ __ |positiv nein Tierheim
225 m 9 negativ _ [positiv nein Tierheim
226 m 8 negativ _ [positiv nein Tierheim
227 m 4 negativ  |negativ nein Tierheim
228 W 2 negativ  |negativ nein Tierheim
229 m 2 negativ__ [positiv nein Tierheim
230 W 3 negativ  |negativ nein Tierheim
231 w 6 negativ  |negativ nein Tierheim
232 w 1 negativ  |negativ nein Tierheim
233 W 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
234 m 2 negativ __ [positiv nein Tierheim
235 m 3 positiv  |positiv nein Tierheim
236 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
237 m 0,5 negativ  |negativ nein Tierheim
238 W 0,75 negativ  |negativ nein Tierheim
239 W 3 negativ  |positiv nein Tierheim
240 w 3 negativ _ |negativ ja Tierheim
241 W 2 negativ  |negativ nein Tierheim
242 w 2 negativ  |negativ nein Tierheim
243 w 2 negativ  |negativ nein Abm Tierheim
244 W 2 negativ  |negativ nein Tierheim

m = ménnlich; w = weiblich;

Abm=Abmagerung; Anim=Animie; Fieb=Fieber; Himor=Hamorrhagien; Thro=Thrombozytopenie
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2. Patientendaten der Anaplasma phagocytophilum-Studie

2.1 Eigens flr die Studie eingesandte Proben mit Fragebogen

Probe F Geschlecht | Alter (Jahre) | Buffy-coat- PCR IFAT Zeckenbefall
Ausstrich
1 m 2 negativ negativ negativ ja
2 A 1 negativ negativ negativ ja
3 A 4 negativ negativ grenzwertig  [ja
4 \4 9 negativ negativ negativ ja
5 A 11 negativ negativ negativ ja
6 m 7 negativ negativ positiv ja
7 m 4 negativ negativ negativ ja
8 A4 5 negativ negativ erenzwertig  [ja
9 m 10 negativ negativ negativ ja
10 m 4 negativ negativ erenzwertig  [ja
11 m 4 negativ negativ negativ ja
12 m 6 negativ negativ positiv ja
13 m 0,25 negativ negativ negativ ja
14 m 5 negativ negativ negativ ja
15 m 3 negativ negativ negativ ja
16 A4 9 negativ negativ negativ ja
17 m 7 negativ negativ erenzwertig  [ja
18 A 10 negativ negativ negativ ja
19 m 4 negativ negativ negativ ja
20 m 9 negativ negativ erenzwertig  [ja
21 \ 6 negativ negativ positiv ja
22 m 6 negativ negativ negativ ja
23 \ 4 negativ negativ positiv ja
24 m 2 negativ negativ negativ ja
25 m 10 negativ negativ negativ ja
26 m 3 negativ negativ negativ ja
27 m 4 negativ negativ grenzwertig  [ja
28 m 13 negativ negativ positiv ja
29 A 9 negativ negativ negativ ja
30 m 9 negativ negativ grenzwertig  [ja
31 A 7 negativ negativ erenzwertig  [ja
32 m 2 negativ negativ negativ ja
33 W 4 negativ negativ negativ ja
34 A 5 negativ negativ negativ ja
35 A 1 negativ negativ negativ ja
36 \4 1 negativ negativ negativ ja
37 A 1 negativ negativ negativ ja
38 m 5 negativ negativ negativ ja
39 \ 12 negativ negativ positiv ja
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Probe F Geschlecht | Alter (Jahre) | Buffy-coat- PCR IFAT Zeckenbefall
Ausstrich
40 m 5 negativ negativ negativ ja
41 \ 9 negativ negativ positiv ja
42 m 6 negativ negativ negativ ja
43 m 10 negativ negativ negativ ja
44 m 1 negativ negativ grenzwertig  [ja
45 A 5 negativ negativ grenzwertig  [ja
46 m 7 negativ negativ positiv ja
47 m 8 negativ negativ negativ ja
48 W 12 negativ negativ negativ ja
49 \ 3 negativ positiv positiv ja
50 A 7 negativ negativ negativ ja
51 \4 2 negativ negativ negativ ja
52 m 0,5 negativ negativ negativ ja
53 m 10 negativ negativ negativ ja
54 m 8 negativ negativ negativ ja
55 m 4 negativ negativ negativ ja
56 m 10 negativ negativ positiv ja
57 m 10 negativ negativ negativ ja
58 m 6 negativ negativ negativ ja
59 m 10 negativ negativ negativ ja
60 A 9 negativ negativ negativ ja
61 m 3 negativ negativ grenzwertig  [ja
62 m 1 negativ negativ negativ ja
63 A4 3 negativ negativ erenzwertig  [ja
64 m 10 negativ negativ negativ ja
65 m 7 negativ negativ negativ ja
66 m 10 negativ negativ positiv ja
67 \ 9 negativ negativ positiv ja
68 A 3 negativ negativ negativ ja
69 A 2 negativ negativ negativ ja
70 A 15 negativ negativ grenzwertig  [ja
71 m 13 negativ negativ negativ ja
72 m 1 negativ negativ negativ ja

m = ménnlich; w = weiblich;

157



VIII. Anhang

2.2 Aus der Routinediagnostik entnommene Proben ohne Fragebogen

Probe OF Geschlecht Alter (Jahre) PCR IFAT
1 % 0,5 negativ negativ
2 4 unbekannt negativ negativ
3 m 1 negativ negativ
4 unbekannt unbekannt negativ positiv
5 % 10 negativ negativ
6 m 14 negativ positiv
7 A 0,5 negativ negativ
8 m 2 negativ negativ
9 m 1 negativ positiv
10 W 2 negativ grenzwertig
11 m 1 negativ positiv
12 m unbekannt negativ negativ
13 A unbekannt negativ grenzwertig
14 m 4 positiv grenzwertig
15 m 7 negativ negativ
16 m 2 negativ negativ
17 A4 8 negativ negativ
18 4 0,5 negativ negativ
19 \ 2 negativ grenzwertig
20 m 1 negativ negativ
21 A4 7 negativ negativ
22 m 10 negativ positiv
23 A 3 negativ positiv
24 A unbekannt negativ positiv
25 A4 2 negativ negativ
26 4 1 negativ negativ
27 m 3 negativ negativ
28 m 1 negativ negativ
29 m 1 negativ negativ
30 W 4 negativ positiv
31 \ 0,5 negativ negativ
32 4 unbekannt negativ negativ
33 m 8 negativ positiv
34 m 6 negativ positiv
35 A 6 negativ positiv
36 m 10 negativ negativ
37 m 4 negativ negativ
38 m 1 negativ negativ
39 m 2 negativ grenzwertig
40 A 3 negativ positiv
41 m 11 negativ grenzwertig
42 m unbekannt negativ negativ
43 A unbekannt negativ negativ
44 4 0,5 negativ negativ
45 A 10 negativ negativ
46 m unbekannt negativ negativ
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Probe OF Geschlecht Alter (Jahre) PCR IFAT
47 \ 1 negativ negativ
48 4 2 negativ grenzwertig
49 m 4 negativ negativ
50 m 1 negativ positiv
51 m 0,5 negativ negativ
52 A 2 negativ positiv
53 m 0,75 negativ negativ
54 m 0,75 negativ negativ
55 \ unbekannt negativ negativ
56 m 9 negativ grenzwertig
57 \ 3 negativ positiv
58 W unbekannt negativ positiv
59 m 10 negativ positiv
60 4 2 negativ negativ
61 m 2 negativ negativ
62 W 5 negativ positiv
63 m unbekannt negativ negativ
64 A 7 positiv positiv
65 m 3 negativ negativ
66 m 7 negativ negativ
67 \ S negativ negativ
68 m unbekannt negativ negativ
69 A 0,75 negativ negativ
70 m 3 negativ positiv
71 m 0,25 negativ negativ
72 4 3 negativ negativ
73 A 0,5 negativ negativ
74 m 9 negativ negativ
75 \ 3 negativ negativ
76 m unbekannt negativ positiv
77 m unbekannt negativ negativ
78 m 2 negativ grenzwertig
79 m 7 negativ positiv
80 m 1 negativ grenzwertig
81 m 13 negativ negativ
82 m 3 negativ positiv
83 \ 0,5 negativ negativ
84 m 1,5 negativ positiv
85 A unbekannt negativ negativ
86 m 5 negativ positiv
87 m 12 negativ positiv
88 A 4 negativ positiv
89 m 0,75 negativ negativ
90 W 12 negativ grenzwertig
91 m 2 negativ positiv
92 A 1 negativ positiv
93 A 0,75 negativ negativ
94 m 6 negativ negativ
95 m 2 negativ positiv
96 4 2 negativ grenzwertig
97 m 7 negativ positiv
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Probe OF Geschlecht Alter (Jahre) PCR IFAT
98 A 8 negativ positiv
99 A 13 negativ positiv
100 m unbekannt negativ grenzwertig
101 m 2 negativ negativ
102 A 7 negativ positiv
103 W 2 negativ grenzwertig
104 m 3 negativ negativ
105 W 6 negativ positiv
106 A 1,5 negativ positiv
107 4 7 negativ negativ
108 A 3 negativ positiv
109 W 9 negativ positiv
110 m 2 negativ negativ
111 4 unbekannt negativ negativ
112 % 0,75 negativ negativ
113 W 5 negativ positiv
114 m 1,5 negativ negativ
115 m 8 negativ grenzwertig
116 A 3 negativ positiv
117 W unbekannt negativ positiv
118 A S negativ positiv
119 m 4 negativ negativ
120 A 3 negativ grenzwertig
121 W 3 negativ positiv
122 unbekannt unbekannt negativ negativ
123 m 0,5 negativ negativ
124 m 6 negativ positiv
125 m 7 negativ negativ
126 m 0,5 negativ grenzwertig
127 4 3 negativ negativ
128 A unbekannt negativ grenzwertig
129 4 1,5 negativ negativ
130 m 2,5 negativ positiv
131 m 10 negativ positiv
132 A 8 negativ negativ
133 4 5 negativ negativ

m=mainnlich; w=weiblich;
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