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EINLEITUNG

1 Einleitung

Tropische Theileriose ist eine durch den einzelligen Parasiten Theileria annulata
hervorgerufene Erkrankung bei Rindern, die in tropischen und subtropischen
Klimazonen der Erde vorkommt (Neitz, 1957; Dolan, 1989; Norval et al., 1992,
Mehlhorn et al., 1994). Der Erreger wird durch Zecken Utbertragen und verursacht
massive wirtschaftliche Schaden (Uilenberg, 1995; Brown, 1997). Die klinischen
Symptome der Erkrankung reichen, abhangig von der Virulenz des Erregers und der
Empfanglichkeit des betroffenen Tieres, von nicht erkennbaren Uber milde
Krankheitserscheinungen wie leichtem Fieber und geringgradigem Nasenausfluss bis
hin zu schwerem Durchfall und Lungenédem mit Exitus letalis (Neitz, 1957
Srivastava & Sharma, 1981).

Wichtig fur die Ausbreitung des Erregers innerhalb eines bestimmten Gebietes sind
vor allem die persistent infizierten, klinisch inapparenten Tiere (Reservoirwirte). Sie
beherbergen den Parasiten dauerhaft und fungieren dadurch als Infektionsquelle,
denn sie werden von Zecken befallen, die den Erreger bei der nachsten Blutmahlzeit
an ein anderes, evtl. nicht-infiziertes Tier weitergeben. Diese Reservoirwirte missen
im Rahmen von epidemiologischen Studien und Uberwachungsprogrammen sicher
identifiziert werden, um genauere Kenntnisse tber die Verbreitung zu erlangen und
um geeignete MalBhahmen zur Verlust-Minimierung (z.B. Management,
Vakzinierung) treffen zu kénnen.

Es gibt verschiedene diagnostische Verfahren, um eine Infektion mit Theileria
annulata nachzuweisen. In der frihen Phase der Erkrankung kann T. annulata direkt
mittels mikroskopischer Untersuchung von Blut- oder Organausstrichen
nachgewiesen werden (Laiblin, 1978; Mehlhorn & Schein, 1984). Diese
Nachweismethode ist jedoch sehr zeit- und personalintensiv. Weiterhin werden
moderne molekularbiologische Methoden wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
und der Reverse-Line Blot (RLB) erfolgreich fur die Identifizierung von T. annulata-
DNA in infizierten Rindern eingesetzt. Diese Methoden sind jedoch vergleichsweise
teuer und verlangen vom durchfiihrenden Personal ein hohes Mal3 an Kompetenz
(d"Oliveira et al., 1995; Gubbels et al., 1999).
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In spateren Phasen der Erkrankung und vor allem bei klinisch inapparenten,
persistent infizierten Tieren sind serologische Tests am besten fur die Diagnostik
geeignet, weil der Antikorper-Titer signifikant hoher ist als in der frihen Phase der
Infektion (Bakheit et al., 2004). Antikdrper gegen T. annulata kénnen mittels
Immunfluoreszenz-Antikorper-Test (IFAT) nachgewiesen werden (Burridge et al.,
1974), der im Vergleich zu Untersuchungen von Blutausstrichen sensitiver ist (Dhar &
Gautam 1977; Darghouth et al. 1996). Der IFAT ist jedoch zum einen in der
Interpretation subjektiv und zum anderen hat er einen geringen Durchsatz, was
besonders im Hinblick auf Massenuntersuchungen problematisch ist. AuRerdem sind
beim IFAT Kreuzreaktivitaten mit Antikérpern gegen andere Theileria-Spezies
beobachtet worden (Burridge et al. 1974; Kiltz et al. 1986). Die Komplement-
Bindungs-Reaktion (KBR) und der Hamagglutinations-Hemmungs-Test (HAHT)
eignen sich ebenfalls zum Nachweis spezifischer Antikorper (Uilenberg, 1981), aber
auch diese beiden Testverfahren sind aufgrund derselben Restriktionen wie der IFAT
nicht fir ausgedehnte epidemiologische Untersuchungen geeignet, welche auf dem
Nachweis von Antikdrpern basieren.

Als gut geeignet fur grol3 angelegte Untersuchungen hat sich der Enzym-gekoppelte
Immunadsorptionstest (ELISA) erwiesen, denn er ist relativ preiswert, einfach und
schnell durchfuhrbar, standardisierbar und automatisierbar. Ein indirekter ELISA fur
den Nachweis einer Infektion mit T. annulata wurde auf der Basis eines
immunreaktiven Oberflachenproteins, dem Theileria annulata Surface Protein (TaSP,
Schnittger et al., 2002), etabliert, validiert und fur epidemiologische Studien
verwendet (Bakheit et al., 2004; Salih et al., 2005a,b, 2007a,b; Seitzer et al., 2007).
Problematisch bei diesem Test ist jedoch, dass er nicht sicher zwischen Theileria
annulata und Theileria parva bzw. Trypanosoma brucei unterscheiden kann, so dass
er z.B. im Suden des Sudan, wo T. annulata und T. parva gemeinsam vorkommen
(Salih et al., 2007c), nicht fir eine sichere Diagnose einer Infektion mit Theileria
annulata eingesetzt werden kann. Untersuchungen von Seren experimentell mit
Babesia bovis infizierter Rinder ergaben zwar keine falsch positiven Ergebnisse,
dennoch besteht die Moglichkeit des Auftretens weiterer Kreuzreaktivitaten mit
Antikdrpern gegen noch nicht getestete Erreger.

Um nun einen diagnostischen Test zur Verfigung zu haben, der Antikdrper gegen
Theileria annulata spezifisch detektiert, ist in der vorliegenden Arbeit das System des
kompetitiven ELISA (cELISA) gewahlt worden. Aufgrund der Addition eines



EINLEITUNG

monoklonalen Antikérpers (mAKk), der lediglich an ein einziges Epitop des Antigens
bindet und dadurch mit den in den Seren befindlichen Antikdrpern, die an dasselbe
Epitop binden, um die Bindungsstelle konkurriert, liefert das kompetitive System
spezifischere Ergebnisse als das indirekte System (Knowles et al., 1993). Der
kompetitive ELISA wurde auf der Basis desselben Antigens (TaSP) wie der indirekte
ELISA von Bakheit et al. (2004) mit Hilfe von 50 negativen und 33 positiven Seren
aus Deutschland sowie 133 Seren aus dem Sudan entwickelt. Als monoklonaler
Antikorper diente der Klon ,1C7’, der von Shiels et al. (1986a) generiert und von
Schneider et al. (2004) als Marker fur die Schizonten-Membran in T. annulata-
infizierten Zellen verwendet worden ist. Um nun den mAk 1C7 fur die Etablierung des
CELISA verwenden zu konnen, mussten im Rahmen dieser Arbeit zun&chst
Untersuchungen zur subzellularen Bindungsstelle des 1C7 durchgefuhrt werden, die
bestétigen, dass der Antikorper spezifisch an TaSP bindet. Es musste auf3erdem
Uberpruft werden, ob der mAk 1C7 in der Lage ist, die Bindung von Serum-
Antikdrpern an rekombinantes TaSP kompetitiv zu hemmen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Durch Zecken Ubertragene Erkrankungen bei Nutzt  ieren

Zecken werden vor allem wegen ihrer Bedeutung als Vektor zu den
bemerkenswertesten Ektoparasiten der Nutztiere gezahlt, da aufgrund von
Erkrankungen, die durch Zecken Ubertragen werden, immense wirtschaftliche
Verluste entstehen (Uilenberg, 1995; Jongejan & Uilenberg, 2004; de la Fuente et al.,
2008). Bei den Erkrankungen handelt es sich vornehmlich um Bovine Babesiose,
Bovine Anaplasmose, Bovine Theileriose und um die Herzwasserkrankheit bei
Rindern und kleinen Wiederkauern, die von Uilenberg (1995) auch als ,the big four’
bezeichnet werden. Die durch Zecken ubertragenen Erkrankungen gehéren in
tropischen und subtropischen Landern zu den wichtigsten limitierenden Faktoren der
Rinderhaltung (Brown, 1997), wobei die jahrlichen, weltweiten 6konomischen
Verluste auf einige Milliarden Dollar geschatzt werden (de Castro, 1997). Auch im
Zuge der besonders in Afrika und Asien wachsenden Bevolkerung und dem damit
verbundenen ansteigenden Lebensmittelbedarf kommt diesen Erkrankungen eine
groR3e Bedeutung zu (Unger, 1996; Fischer et al., 1997).

2.2 Theilerien

Theilerien sind Protozoen, die durch verschiedene Zeckenspezies Ubertragen
werden und bei Huftieren z.T. schwere systemische Erkrankungen und massive
wirtschaftliche Verluste verursachen. Die einzelligen Parasiten gehéren dem Stamm
der Apikomplexa an, zu dem weitere fir Mensch und Tier relevante
Krankheitserreger wie Plasmodium, Toxoplasma, Eimeria und Babesia z&hlen.
Einige Arten von Theilerien (T. annulata, T. parva und T. lestoquardi) haben die unter
den Apikomplexa einzigartige Eigenschaft, die von ihnen infizierten Leukozyten des
Wirtes zu transformieren, was zu einer unkontrollierten Proliferation der befallenen
Zellen ahnlich einer Leukamie fuhrt (Brown et al., 1973; Shiels et al., 1986a; Rocchi
et al., 2006).
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2.2.1 Theilerien bei Rindern

Bei Rindern parasitieren verschiedene Theilerien-Spezies, von denen Theileria
annulata und Theileria parva die grof3te wirtschaftliche Bedeutung zukommt. Im
Folgenden werden die wichtigsten Spezies kurz dargestellt.

Der Erreger der Tropischen Theileriose ist als Theileria annulata beschrieben
(Vilenberg, 1981), er wird spater genauer erlautert.

Theileria parva verursacht das Ostkustenfieber und kommt in ost-, zentral- und
sudafrikanischen Landern vor, wobei sich das Verbreitungsgebiet mit dem der
Ubertragerzecke Rhipicephalus appendiculatus deckt (Perry et al., 1991; Uilenberg,
1995). In den betroffenen Gebieten kommt der Erreger in endemischer Stabilitat vor,
doch auch bei einheimischen Rinderrassen werden Kalberverluste bis zu 30%
beobachtet, wohingegen die Mortalitdt bei importierten Rindern 90% bis 100%
betragen kann (Irvin, 1985; Uilenberg, 1995; Perry & Young, 1995). Fir den
afrikanischen Raum stellt das Ostkistenfieber die bedeutendste durch Zecken
Ubertragene Krankheit dar (Rosenberger, 1994; Gitau et al., 1997). Schatzungen der
Mortalitat infolge Ostklstenfieber fir das Jahr 1989 ergaben, dass uber eine Million
Rinder in elf afrikanischen Landern dieser Krankheit zum Opfer fielen. Die absoluten
Okonomischen Kosten fir das Ostkustenfieber einschlief3lich Tierverluste, Ausgaben
fur Kontrolle und Forschung beliefen sich fir dasselbe Jahr auf ca. 168 Millionen
Dollar (Mukhebi et al., 1992). Neben dem Ostkiistenfieber verursacht T. parva auch
die Korridor-Krankheit (Stdafrika) und die Januar-Krankheit (Simbabwe), welche
dem Ostkustenfieber sehr ahnlich sind, aber durch unterschiedliche Stamme von
T. parva verursacht werden (Uilenberg, 1999).

Von den rund 63 Millionen in Ost-, Zentral- und Sud-Afrika gehaltenen Rindern sind
ca. 24 Millionen einem Infektionsrisiko mit Theileria parva ausgesetzt (ILRAD, 1992),
womit die durch T. parva verursachten Erkrankungen zu den bedeutendsten und
kostenaufwendigsten Rinderkrankheiten tberhaupt zéhlen.

Theileria mutans parasitiert bei Rindern, Zebus und Buffeln in Afrika sudlich der
Sahara, wobei die Mehrzahl der Infektionen klinisch inapparent verlauft. Es gibt
Berichte Uber das Vorkommen pathogener Linien von T. mutans in Ost-Afrika mit
Auftreten von Fieber und Anamie (Norval et al., 1992). Vektoren sind Zecken der

Gattung Amblyomma.

10
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In China, Korea und Japan ist T. sergenti (Jeong et al., 2005) weit verbreitet, dessen
Ubertrager Haemaphysalis longicornis ist. Eine Infektion mit T. sergenti fuhrt in erster
Linie zu Fieber und Anamie.

T. buffeli wird bei Rindern in Australien, Japan, Korea, Malaysia und den USA
nachgewiesen, wobei der Vektor in Australien Haemaphysalis humerosa ist (Gubbels
et al., 2000a).

Theileria orientalis kommt in Europa wie z.B. Frankreich und Portugal (L"Hostis et al.,
2002; Brigido et al.,, 2004) und Nordafrika vor und wird durch Haemaphysalis
punctata tbertragen.

Letztere drei Theileria-Arten sind noch nicht eindeutig voneinander abgegrenzt und
werden deshalb auch als Theileria sergenti/buffeli/orientalis-Komplex bezeichnet
(Fujisaki et al., 1994).

Fur das Rind avirulente Theileria-Spezies sind T. velifera und T. taurotragi, die durch

Amblyomma- respektive Rhipicephalus-Arten tGbertragen werden.

2.2.2 Theilerien bei kleinen Wiederkauern

Bei kleinen Wiederkauern kommen sechs verschiedene Spezies von Theilerien mit
unterschiedlicher Pathogenitat vor. So ist T. lestoquardi (= T. hirci) der Erreger der
bdsartigen Theileriose bei Schaf und Ziege (Morel & Uilenberg, 1981). T. lestoquardi
kommt in Afrika, Stdosteuropa, Kleinasien, Sudrussland und Indien vor und wird
durch Hyalomma anatolicum anatolicum Ubertragen. Weitere Spezies sind T. ovis,
T. separata (beide Ubertragen durch Rhipicephalus evertsi), T. recondita, T. sp.1
(China) und T. sp.2 (China) (Ahmed et al., 2006). Letztere zwei Arten sind von Yin et
al. (2007) als T. luwenshuni und T. uilenbergi beschrieben worden und werden durch
Haemaphysalis ginghaiensis Ubertragen. Die Transmission von T. recondita erfolgt

durch Haemaphysalis punctata (Alani & Herbert, 1988).

11
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2.3 Theileria annulata und Tropische Theileriose

2.3.1 Allgemeines

Entdeckt und zum ersten Mal beschrieben wurde Theileria annulata von
Dschunkowsky und Luhs (1904). Der Erreger wird durch Zecken der Gattung
Hyalomma Ubertragen (Robinson, 1982) und entwickelt sich in den Leuko- und
Erythrozyten des Wirtes (Srivastava & Sharma, 1981; Mehlhorn, et al., 1994).
Theileria annulata ist der Erreger der Tropischen Theileriose, die bei Rindern, Yaks
und Buffeln in tropischen und subtropischen Klimazonen der Erde vorkommt und
besonders bei hochgeziichteten Importrindern eine hohe Sterblichkeit und bei
Kreuzungsrassen massive 0konomische Verluste verursacht (Norval et al., 1992,
Mehlhorn et al., 1994).

2.3.2 Epizootiologie und 6konomische Bedeutung

Tropische Theileriose erstreckt sich von den mediterranen Uferzonen Siudeuropas
und Nordafrikas nach Siden bis in den Sudan und durch den mittleren Osten und
Zentralasien bis nach Indien und China (Dolan, 1989; Uilenberg, 1995) und es gibt
Berichte Uber das Vorkommen der Erkrankung in Eritrea und Mauretanien
(Vilenberg, 1981; Jacquiet et al.,, 1990). Die Verbreitung von T. annulata ist in
Abbildung 1 dargestellt. Weltweit gelten 250 Mio. Tiere als infektionsgefahrdet (Tait &
Hall, 1990). Musoke et al. (1996) sprechen sogar von 500 Mio. infektionsgefahrdeten
Tieren und die Erkrankung verursacht allein in Indien pro Jahr einen Verlust von 800
Mio. US$ (Brown, 1990).

[ T.parva |

http://www.theileria.org

O Uberlappung von T. annulataund T. parva

12
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Das oOkonomische Ausmald der Tropischen Theileriose wird von der jeweiligen
lokalen endemischen Situation bestimmt, welche durch das Verhéltnis zwischen
Umwelt, Vektor, Parasit und Wirt gekennzeichnet ist (Norval et al., 1992). In der
Epizootiologie der Erkrankung reicht das Spektrum von einer stabilen bis zu einer
instabilen endemischen Situation und ist abhangig von Faktoren wie Klima,
Management, Rasse, Haltungstradition und Produktionsrichtung (Perry, 1994). Eine
endemisch stabile Situation ist gekennzeichnet durch hohe serologische
Pravalenzraten (Deem et al., 1993) bei gleichzeitig niedriger klinischer Inzidenz und
Letalitatsrate (Perry & Young, 1995). Je instabiler die Situation wird, desto niedriger
sind die Seropravalenzen und desto mehr steigen die klinische Inzidenz und die
Letalitatsrate (O Callaghan et al., 1994; Perry, 1994).

Empfangliche Rinder, die in Gebieten gehalten werden, in denen die Vektoren
vorkommen, sind prinzipiell gefahrdet sich mit T. annulata zu infizieren. Besonders
betroffen sind die extensiv gehaltenen Tiere, die den Grol3teil der Gesamtpopulation
reprasentieren. Abhangig vom Klima (v. a. Temperatur und Feuchtigkeit) gibt es
saisonale Schwankungen beim Vorkommen der Erkrankung, die mit der Aktivitat der
Vektoren zusammenhéangen (Perry et al., 1991; Uilenberg, 1995).

Fur jede Erkrankung, so auch fur die Tropische Theileriose, existieren bestimmte
Risikofaktoren. Zum einen spielt das Alter eine wichtige Rolle, denn es gibt eine
gewisse Jungtierresistenz durch maternale Antikorper (Perry & Randolph, 1999), und
zum anderen sind sowohl der Ort der Tierhaltung (Feuchtgebiete, viel Buschwerk
etc.) als auch das Management (Aufstallungsmoglichkeiten, MalRhahmen gegen
Zeckenbefall) bedeutsam (Irvin, 1987; Salih et al., 2007a). Die Rasse der Rinder hat
ebenfalls Einfluss auf die Auspragung der Erkrankung. Einheimische Rinderrassen
sind im Vergleich zu importierten, hochgeziichteten Rassen resistenter, denn die
Resistenz einer lokalen Rinder-Population ist das Ergebnis einer lange andauernden,
naturlichen Selektion (Uilenberg, 1995). Ferner muss die Struktur der Betriebe in den
betroffenen Gebieten betrachtet werden, denn es gibt viele Kleinbetriebe, die haufig
am Existenzminimum leben und finanziell nicht in der Lage sind, teure Arzneimittel
fur die Zeckenprophylaxe oder die Behandlung der erkrankten Tiere zu erwerben
(Perry et al., 2002). Daher zielt die Bekdmpfungsstrategie auf kostenginstige und
verlassliche diagnostische Testverfahren in Kombination mit ebenfalls preiswerten

und sicheren Impfstoffen gegen die Tropische Theileriose.
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2.3.3 Lebenszyklus des Parasiten

Der Lebenszyklus von Theileria annulata besteht aus drei Phasen: Sporogonie,
Schizogonie und Gamogonie. Dabei durchlauft der Parasit eine asexuelle und eine
sexuelle Phase der Vermehrung, die mit einem Wirtswechsel assoziiert ist. In der den
Parasiten (Ubertragenden Zecke (Endwirt) findet die sexuelle Vermehrung
(Gamogonie) und die Sporogonie statt, wohingegen sich im Rind (Zwischenwirt), die
asexuelle Vermehrung in Form von Schizogonie und Merogonie ereignet. Der Zyklus
im Zwischenwirt beginnt in dem Moment, wenn die Sporozoiten, welche das
infektibse Stadium des Parasiten reprasentieren, die Speicheldrisen der Zecke beim
Saugakt verlassen und in das BlutgefaRsystem des Wirtes eindringen. Die
Sporozoiten infiltrieren ihrerseits die Leukozyten (Jura et al., 1983; Shaw, 1997;
Shaw, 2003) und entwickeln sich durch Schizogonie innerhalb von 24-48 Stunden
zum Makroschizonten, einem vielkernigen Syncytium, das durch wiederholte
Kernteilungen ohne anschlielende Zellteilung entsteht. Der Makroschizont
reprasentiert das Stadium des Parasiten, welches die flir Protozoen einzigartige
Wirtszelltransformation und Proliferation verursacht.

Ausgel6st durch die Fieberreaktion des Tieres (Glascodine et al., 1990) differenziert
sich der Makroschizont Uber Mikroschizonten zu Merozoiten, die dann ihrerseits in
die Erythrozyten eindringen (Shaw & Tilney, 1992; Mehlhorn & Schein, 1984) und
sich als sogenannte (runde oder ovale) Piroplasmen in diesen Zellen vermehren,
wobei man die Vermehrungsstadien in den Erythrozyten haufig in Form eines
,Malteser Kreuzes’ (Uilenberg, 1981) findet. Die Piroplasmenstadien des Parasiten
werden wahrend des Saugaktes von den Zecken aufgenommen und durchlaufen im
Zeckendarm eine Gamogonie, die zur Bildung von Zygoten fihrt. In den Epithelzellen
des Darmes entwickeln sich die Zygoten zu beweglichen Ookineten, die dann Uber
die Haemolymphe in die E-Zellen der Speicheldrisen wandern, wo sie sich zu
inaktiven Sporoblasten entwickeln. Nach der folgenden H&autung der Zecke
entstehen aus den Sporoblasten wahrend des Saugaktes tausende infektiose
Sporozoiten (Fawcett et al., 1982), die bei der Blutmahlzeit in den Wirt inokuliert
werden, womit der Kreislauf von neuem beginnt. Die Ubertragung des Parasiten
innerhalb der Zecke verlauft ausschlie3lich transstadial (Uilenberg, 1981). In

Abbildung 2 ist der Lebenszyklus von T. annulata vollstandig dargestellt.
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Zeckenstadiums werden die reifen Sporozoiten in den nachsten Wirt Gbertragen.
In Anlehnung an Mehlhorn & Schein (1984) und modifiziert nach Preston & Jongejan (1999).

234 Immunantwort des Wirtes auf eine Infektion mi t T. annulata

Der Verlauf einer Primarinfektion wird wesentlich durch immunsuppressive und
immunpathologische Vorgange gepragt. Die Sporozoiten befallen vorzugsweise
Haupthistokompatibilitats-Komplex (Major Histocompatibility Complex - MHC) Klasse
Il positive Zellen (Makrophagen und B-Zellen) in vitro (Spooner et al., 1988; Glass et
al., 1989), wohingegen in vivo die Monozyten als Hauptzielzellen gelten (Forsyth et
al., 1997). Nach uberstandener Infektion entwickelt sich eine Uber Jahre hinweg
belastbare Immunitdt gegen erneute Infektionen (Pipano, 1981). Spezifische
Antikdrper werden gebildet und bewirken eine partielle Immunitdt gegen freie
Sporozoiten und Merozoiten (Preston et al., 1999), bieten jedoch keinen Schutz
gegen die Etablierung einer Primarinfektion (Ahmed et al., 1988 und 2007). Die
zellvermittelte Immunitat ist effizienter, denn sie richtet sich in erster Linie gegen das
Schizontenstadium, welches fir den Hauptanteil der Kklinischen Symptome
verantwortlich ist (Irvin, 1985). Das Schizontenstadium wird sowohl durch die
angeborene (NK-Zellen, Makrophagen) als auch durch die erworbene Immunitat
(zytotoxische T-Zellen, T-Helfer-Zellen, B-Zellen) kontrolliert (Preston et al., 1999;
Ahmed et al., 2007), wobei den CD8" T-Zellen eine besondere Bedeutung zukommt
(Ahmed & Mehlhorn, 1999; McKeever et al., 2009; MacHugh et al., 2009).
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2.35 Pathogenese

Nach einer ca. achttagigen Inkubationszeit (Mehlhorn et al., 1994) kommt es bei
Tropischer Theileriose zunachst zu einer massiven Hyperplasie mononukleérer
Zellen und danach zur Lymphozytolyse, woflr multifaktorielle immunologische
Prozesse verantwortlich sind. In Lymphknoten, Milz, Leber, Nieren, Thymus,
Knochenmark, Labmagen und Darm vermehren sich lymphoide Zellen nahezu
unbegrenzt und verursachen z.T. lymphomartige Wucherungen (Eckert et al., 2008).
Spéater sind aktivierte Makrophagen mit gesteigerter Phagozytoseaktivitéat
(Hamosiderophagen durch Erythrophagie) sowie hochgeregelter TNF-Synthese als
Ursache fur Fieber, Entziindungen und spatere Kachexie anzusehen (Forsyth et al.,
1999). Letztendlich finden MHC-unabhangige zytotoxische Vorgange tUber NK-Zellen
mit Lymphozytolyse und gestorter Leukopoese statt und im finalen Stadium treten
Nekrosen und Hamorrhagien in allen Organen auf (Srivastava & Sharma, 1981),
wobei die Pathomechanismen im einzelnen noch nicht geklart sind. Bei letalem
Ausgang der Infektion sterben die Tiere i.d.R. nach zwei bis vier Wochen.
Uberlebende Rinder sind haufig unproduktive Kummerer, die den Parasiten
dauerhaft beherbergen und als Reservoirwirte oder Carrier bezeichnet werden
(Vilenberg, 1981; Irvin & Morrison, 1987).

2.3.6 Klinische Leitsymptome

Die Erkrankung beginnt mit Apathie, Schwéache und hohem Fieber (41C), bei Kiihen
auch mit plétzlichem Milchriickgang (Uilenberg, 1981). Herz- und Atemfrequenz sind
stark beschleunigt, die Schleimh&aute blass und leicht ikterisch und die Tiere weisen
Tranen-, Nasen- und Speichelfluss, Lymphknotenschwellungen und z. T. blutige
Diarrhoe auf (Giesecke & Wiesenhitter, 1965; Mehlhorn et al., 1994), wobei die
Auspragung der klinischen Symptome von der Menge der inokulierten Sporozoiten
abhangig ist (Radley et al., 1974; Morzaria & Nene, 1990; Preston et al., 1992 und
1999).

Durch den massiven Befall mit Makroschizonten und einer hochgradigen Parasitamie
von bis zu 80% betragt die Mortalitat bei einer Infektion mit T. annulata von 60% bis
90% (Brown, 1990; Uilenberg, 1981; Seifert, 1996). Die Mortalitat ist ihrerseits von
der Virulenz des Erregers und der Anfalligkeit des Rindes abhangig (Uilenberg, 1995;
Perry & Young, 1995), denn Rasse, Erndhrungszustand, Immunsystem und
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vorausgegangene Erkrankungen spielen eine wichtige Rolle fir die Auspréagung des
klinischen Bildes (Morzaria & Nene, 1990; Irvin, 1987). Wahrend des terminalen
Stadiums leiden die Tiere unter einem hochgradigen Lungenddem mit schwerer
Atemnot, Leukopenie, hamolytischer Anamie, Bilirubindmie und -urie sowie Ikterus
(Neitz, 1957). Jene Tiere, die sich von einer Infektion erholen, weisen keine
klinischen Symptome nach einer Superinfektion auf (Gautam, 1981; Brown, 1990),
stellen jedoch zeitlebens ein Erregerreservoir dar (Uilenberg, 1981, Irvin & Morrison,
1987).

2.3.7 Pathologische Befunde

Befunde bei der Sektion sind neben Schleimhautblutungen und Nekrosen in allen
Organen starke Schwellungen von Lymphknoten, Milz, Leber sowie nichteitrige
Nephritis und ein z.T. hochgradiges Lungenddem (Srivastava & Sharma 1981,
Mehlhorn et al., 1994). Nach ein bis zwei Wochen kommt es zu einem
Multiorganversagen, das letztendlich zum Tode des erkrankten Rindes fuhrt
(Uilenberg, 1981), wobei das Versagen der Lunge meist die primare Todesursache
darstellt. In fast allen Organen kann der Parasit post mortem nachgewiesen werden
(Forsyth et al., 1999).

2.3.8 Differentialdiagnosen

In Regionen der Welt, in denen die Erkrankung vorkommen kann, sollte bei Fieber
und Anamie im Rind immer die Tropische Theileriose als mdgliche Ursache in
Betracht gezogen werden (Uilenberg, 1981). Differentialdiagnostisch sind im
Speziellen neben Theileria parva und weiteren Arten von Theileria insbesondere
Babesiose und Anaplasmose in Betracht zu ziehen (Giesecke & Wiesenhlitter, 1965;
Morzaria & Nene, 1990). AulRerdem sollte an die Herzwasserkrankheit,
Trypanosomose und Bosartiges Katarrhalfieber gedacht werden (CFSPH, 2003).
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2.3.9 Moglichkeiten der Bekampfung von Tropischer T heileriose

Die Kontrolle der Tropischen Theileriose erfolgt durch vier verschiedene Anséatze:
Zeckenbekampfung, Chemotherapie, Impfung und die Methode ,Infektion & Therapie’
(Boulter & Hall, 2000).

2.3.9.1 Zeckenbekampfung

Die Bekampfung der Vektor-Zecken ist ein moglicher Ansatz zur Kontrolle der
Tropischen Theileriose, sie gestaltet sich jedoch sehr schwierig (Uilenberg, 1981; de
la Fuente & Kocan, 2006). Weiterhin gibt es Autoren (Tatchell, 1981; Young et al.,
1988; Pipano & Grewal 1990), die eine Zeckenbekampfung nur in moderatem Mal3e
empfehlen, um die direkten Schaden (z.B. Haut-/ Lederschaden, Schaffung von
Infektionspforten, Blutentzug) zu reduzieren, da fur den Erhalt der endemischen
Stabilitat die Infektionskette nicht unterbrochen werden sollte (Deem et al., 1993;
Perry & Young, 1995).

Bei der konventionellen Zeckenbekampfung werden Akarizide als Tauchbader oder
Sprays verwendet (Chizyuka & Mulilo, 1990). Neuere Methoden sind Akarizid-
impragnierte Ohrmarken, Pansen-Boli, die einen Wirkstoff gegen Zecken langsam
freisetzen und Akarizide zum Aufgiel3en (pour-on) (de Castro & Newson, 1993).
Letztere Moglichkeiten der Zeckenbekampfung sind zwar anwenderfreundlich, haben
aber dennoch Nachteile hinsichtlich der hohen Kosten, der méglichen Kontamination
von Fleisch und Milch sowie der Resistenzbildung bei den Zecken (Young et al.,
1988; de Castro, 1997).

Im Bereich des Managements gibt es Mdglichkeiten, die Tiere weitgehend vor einem
Befall mit Zecken zu schitzen, entsprechende MalRnahmen sind jedoch haufig teuer
und aufwendig und fur extensiv wirtschaftende Kleinbetriebe somit nicht praktikabel.
So konnen ganze Herden, insbesondere im Falle von importierten
Hochleistungskihen, auf kleinen Flachen oder in Stéllen gehalten und mit
zeckenfreiem Futter versorgt und zusatzlich in regelméafiigen Abstanden mit
Akariziden behandelt werden (Lawrence, 1990).

Eine Vakzinierung gegen Zecken mit Antigenextrakten ist teilweise erfolgreich (Kay &
Kemp, 1994). Untersuchungen von Willadsen et al. (1996 und 2004) und von de la

Fuente & Kocan (2003 und 2006) ergaben vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich
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der Immunisierung gegen Boophilus microplus und auch gegen Hyalomma

anatolicum anatolicum ist laut Gosh et al. (2008) ein Impfstoff in der Entwicklung.

2.3.9.2 Chemotherapie

Eine Chemotherapie wird eher selten fur die Behandlung von Infektionen mit
T. annulata durchgeftihrt, ist aber bedeutend bei der Bekdmpfung von Infektionen mit
T. parva (Uilenberg, 1995). Zur Behandlung werden Parvaquon (Clexon®) (McHardy
et al., 1985a) und Buparvaquon (Butalex®) (McHardy et al., 1985b) eingesetzt, wobei
Parvaguon gegen alle Stadien des Parasiten wirkt, wohingegen die Wirkung von
Buparvaquon nur gegen das Schizontenstadium gerichtet ist.

Eine Therapie ist in jedem Falle sehr teuer, so dass die genannten
Behandlungsmaflnahmen fir die Mehrzahl der Tierhalter aus den betroffenen

Regionen unwirtschaftlich sind.

2.3.9.3 Impfung

Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Zeckenbekdmpfung und der Therapie ist die
Entwicklung neuer, wirksamer und kostengunstiger Vakzinen zentraler Bestandtell
der Forschung. Die Impfung basierend auf einer Inokulierung der Tiere mit einer
attenuierten Zelllinie ist die am weitesten verbreitete Methode, um die Infektion mit
T. annulata zu kontrollieren, wobei es sich bei der Zelllinie um Schizonten-infizierte
Zellen handelt, die kontinuierlich in vitro kultiviert werden. Die Produktion und
Verwendung dieser Zellkultur-Vakzine ist von zahlreichen Autoren beschrieben
worden (Pipano, 1989; Brown, 1990). In Israel, dem Iran, Marokko, Tunesien, Indien,
China und Usbekistan sind attenuierte Vakzinen gegen T. annulata erfolgreich
eingesetzt worden (Uberblick von Shkap et al., 2007).

Fur mogliche molekular-basierte Impfstoffe wurden Sporozoitenproteine getestet, die
das Eindringen des Parasiten in die Wirtszelle verhindern sollen (Musoke et al., 1993
und 1996). Fur T. annulata wurde das Sporozoitenprotein SPAG-1 identifiziert und
charakterisiert (Williamson et al., 1989), und ein Antikorper gegen SPAG-1 hatte eine
neutralisierende Wirkung auf die Infektiositat der Sporozoiten fur die Wirtszelle (Hall
et al., 2000). Immunisierungsversuche mit rekombinantem SPAG-1 fuhrten allerdings

zu keiner vollstandigen und belastbaren Immunitat, weshalb es notwendig ist, weitere
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Proteine aus verschiedenen Entwicklungsstadien des Erregers zu identifizieren, zu
charakterisieren und deren Potential als Impfstoff zu untersuchen (Perry & Young,
1995). Dass dies ein mdglicher Ansatz ist, zeigten Versuche, bei denen eine
gleichzeitige Vakzinierung mit einer attenuierten Zelllinie und dem SPAG-1 Protein

einen synergistischen Effekt hatten (Darghouth et al., 2006).

2.3.9.4 Infektion & Therapie

Diese Methode wurde urspringlich fur T. parva entwickelt, da eine Attenuierung in
vitro bei T. parva nicht mdglich ist. Wie der Name vermuten lasst, werden die Tiere
mit einer definierten Dosis von Sporozoiten infiziert und danach mit einem
Chemotherapeutikum behandelt (Radley, 1981; Hashemi-Fesharki, 1988). Dabei ist
die Wahl des optimalen Zeitpunktes von entscheidender Bedeutung, denn eine zu
frih angesetzte Behandlung konnte den Parasiten vor seiner Etablierung in den
Leukozyten eliminierten, so dass keine Immunitat aufgebaut werden kann.
Andererseits mussen Arzneimittel frih genug appliziert werden, um das Auftreten
klinischer Symptome zu verhindern (Morzaria & Nene, 1990). Diese Art von Impfung
fuhrt zu einer soliden Immunitat, aber sie hat auch Nachteile, denn es werden
virulente Parasitenstamme fur die Impfung verwendet und die Tiere entwickeln
Piroplasmenstadien in den Erythrozyten, wodurch die Ubertragung der Erkrankung
auf ungeschitzte Rinder begunstigt wird (Young et al., 1981). Weiterhin muss fur die
gesicherte Wirkung eines solchen Impfstoffes die Kihlkette aufrechterhalten werden,

was in den betroffenen Landern héaufig ein Problem darstellt (Uilenberg, 1995).
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2.3.10  Diagnostik

2.3.10.1 Mikroskopie / Klinische Symptome

Traditionell und auch heute noch wird die Tropische Theileriose via Mikroskopie
diagnostiziert. In der frithen Phase der Erkrankung kann Theileria annulata direkt
mittels mikroskopischer Untersuchung von Blut- oder Organausstrichen
nachgewiesen werden. In den Erythrozyten sind dabei 1-2 um grof3e runde Gebilde
zu erkennen und bei Lymphknotenausstrichen befinden sich in den Zellen die ca.
8 um grol3en Makroschizonten, die bereits 1898 von Robert Koch entdeckt wurden
und die seitdem als Koch’sche Kugeln bezeichnet werden.

Auch kann anhand der typischen klinischen Symptome wie Fieber lber 41T,
VergroBerung der Lymphknoten oder Nasen- und Augenausfluss eine

Verdachtsdiagnose gestellt werden (Uilenberg, 1981).

2.3.10.2 Molekularbiologische Methoden

Moderne molekular-biologische Methoden fir die Diagnostik wie die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und der Reverse-Line Blot (RLB) werden erfolgreich fir die
Identifizierung von mit T. annulata infizierten Rindern verwendet, aber diese
Methoden sind vergleichsweise teuer und verlangen vom durchfiihrenden Personal
eine nicht unerhebliche Kompetenz (d"Oliveira et al., 1995; Gubbels et al., 1999).
Durch PCR und RLB wird die DNA des Parasiten detektiert, so dass der Einsatz

dieser Methoden vor allem in der friihen Phase der Infektion sinnvoll ist.

2.3.10.3 Serologische Tests

In spateren Phasen der Erkrankung und vor allem bei Kklinisch inapparenten,
persistent infizierten Tieren, den Reservoirwirten, sind serologische Tests am besten
fur die Diagnostik geeignet, weil einerseits die Parasitimie kaum noch nachzuweisen
ist und andererseits der Antikorper-Titer signifikant hoher ist als in der friihen Phase
der Infektion (Bakheit et al., 2004). Da die Mehrzahl der betroffenen Tiere
einheimische oder mit europaischen Rassen gekreuzte Rinder sind und damit
Reservoirwirte darstellen, missen umfangreiche Studien durchgeftihrt werden, die

die Verbreitung der Tropischen Theileriose im Rahmen von epidemiologischen
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Untersuchungen und Kontroll-Programmen inklusive der Anwendung von
attenuierten Vakzinen tberwachen.

Antikdrper gegen T.annulata kénnen mittels Immunfluoreszenz-Antikérper-Test
(IFAT) nachgewiesen werden (Burridge et al., 1974), der im Vergleich zu
Untersuchungen von Blutausstrichen sensitiver ist (Dhar & Gautam 1977; Darghouth
et al. 1996), aber zum einen in der Interpretation subjektiv ist und zum anderen einen
geringen Durchsatz hat, was besonders im Hinblick auf Massenuntersuchungen
problematisch ist. Weiterhin sind beim IFAT Kreuzreaktivitdten mit anderen Theileria-
Spezies beobachtet worden (Burridge et al. 1974; Kiltz et al. 1986). Die Komplement-
Bindungs-Reaktion (KBR) und der H&amagglutinations-Hemmungs-Test (HAHT)
eignen sich ebenfalls zum Nachweis spezifischer Antikérper (Uilenberg, 1981), aber
auch diese beiden Testverfahren sind aufgrund derselben Restriktionen wie der IFAT
nicht fur Antikdrpernachweise im grof3en Stil geeignet.

Serologische Untersuchungen wurden z.B. im Sudan in den frihen 1980ern
durchgefuihrt und ergaben einen Ruckgang der Pravalenz von AntikGrpern gegen
Theileria annulata im Serum der getesteten Rinder von 90% in Khartoum auf weniger
als 13% im Ursprungsbereich des Blauen Nils, was im Zusammenhang mit der
Verteilung und der Menge von Hyalomma anatolicum anatolicum in diesen Gebieten
steht (FAO, 1983; Jongejan et al., 1987). Im Gegensatz dazu betrug die Pravalenz
von T. annulata-DNA bei Rindern in Khartoum ermittelt durch Reverse-Line Blot
(RLB) lediglich 65% (Ali et al., 2006).

2.3.10.3.1 ELISA - Enzym-gekoppelter Immunadsorptio  nstest

Der Enzym-gekoppelte Immunadsorptionstest (ELISA) wird von Luttmann et al.
(2004) als der am haufigsten angewendete quantitative Immuntest bezeichnet, wobei
das Prinzip des ELISA zeitgleich von zwei verschiedenen Laborgruppen in
Frankreich und Schweden beschrieben wurde (Avrameas & Guilbert, 1971; Engvall &
Perlman, 1971). Die Handhabung dieses Tests ist vergleichsweise unkompliziert und
es hat sich herausgestellt, dass der ELISA zuverlassig, wirtschaftlich, reproduzierbar
und automatisierbar bei einem hohen Mengendurchsatz ist und sich deshalb gut fur

grol3 angelegte Untersuchungen eignet.
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Bis heute wurden fur den Nachweis einer Infektion mit T. annulata mittels indirektem
ELISA zwei Ansatze auf der Grundlage rekombinant exprimierter Proteine
beschrieben, die mehr oder weniger geeignet sind, Antikrper gegen T. annulata
nachzuweisen.

Glascodine et al. (1990) und Dickson et al. (1993) beschrieben Tams-1 als ein
polymorphes und immundominantes Oberflachenprotein des Merozoiten- bzw.
Piroplasmenstadiums von T. annulata. Ein indirekter ELISA auf der Grundlage von
Tams-1 wurde von Gubbels et al. (2000b) entwickelt, aber genetische Variationen
beschranken die Anwendung dieses Proteins im Zuge von diagnostischen Tests wie
dem ELISA (Altay et al., 2007). Weiterhin werden Antikdrper gegen Tams-1 erst in
der letzten Phase des Infektionszyklus gebildet, was wiederum dazu fihrt, dass die
Infektion erst 3 Monate p.i. sicher nachgewiesen werden kann (Gubbels et al.,
2000b). Ein weiterer Nachteil dieses ELISA sind die beobachteten Kreuzreaktionen
mit T. parva, die die Anwendbarkeit des Tests zusatzlich beschranken (Gubbels et
al., 2000b).

Ein indirekter ELISA fur den Nachweis einer Infektion mit T. annulata wurde
aulRerdem auf der Basis eines immunreaktiven Oberflachenproteins, dem T. annulata
Surface Protein (TaSP, Schnittger et al., 2002), etabliert, validiert und far
epidemiologische Studien verwendet (Bakheit et al., 2004; Salih et al., 2005a,b,
2007a,b; Seitzer et al., 2007). Der Test ist auf der Basis von 50 negativen Seren aus
Deutschland und 140 Feldseren aus dem Sudan entwickelt worden. Samtliche Seren
wurden fir die initiale Validierung mittels IFAT (Pipano & Cahana, 1969; Burridge et
al.,, 1974) getestet und der ELISA wies anhand dieser Untersuchungen eine
Sensitivitat von 99,1% und eine Spezifitat von 90,47% auf (Bakheit et al., 2004). Der
indirekte ELISA zeigte keine Kreuzreaktivitat mit Antikérpern gegen Babesia bovis,
einem eng verwandten Erreger von T. annulata, aber Untersuchungen mit Serum von
Rindern, die experimentell mit Theileria parva infiziert wurden, wiesen einen Anteil an
falsch positiven Ergebnissen von 95% auf. Obwohl T. annulata und T. parva in
verschiedenen geographischen Regionen vorkommen, gibt es dennoch Berichte
einer Koexistenz beider Erreger im Siden des Sudan (Salih et al., 2007c), wo
Untersuchungen mittels RLB eine Pravalenz von 0,2% fur T. annulata ergeben
haben, was die Anwendung des indirekten ELISA zumindest in diesem Gebiet
fragwirdig erscheinen lasst. Auch im Hinblick auf Trypanosoma ist ein falsch

positiver Anteil von 66,6% ermittelt worden, so dass in anderen Gebieten ebenfalls
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Probleme in Bezug auf Kreuzreaktivitaten, auch mit Antikérpern gegen noch nicht

getestete Erreger, auftreten konnten.

2.4 Zusammenfassende Darstellung der Problematik - Fragestellung

Serologischer Nachweis einer Infektion

}
Stand der
Forschung ~ TasSp
Schnittger et al., 2002

}

Etablierung eines indirekten ELISA
Bakheit et al., 2004

Validierung
Salih et al., 2005a
Salih et al., 2007h

Anwendung im Feld
Salih et al., 2005b, 2007a
Seitzer et al., 2007

Kreuzreaktionen mit
T. parva, Tryp. brucei und ???
nicht publizierte Daten

Diese Arbeit

Erhdhung der Spezifitat

Entwicklung und > erste Veroffentlichung
Etablierung Renneker et al., 2008
@ N zweite Veroffentlichung

Abb. 3 Zusammenfassendes Schema zur Erlauter ung der Fragestellung
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Ein indirekter ELISA fir den Nachweis einer Infektion mit T. annulata wurde auf der
Basis eines immunreaktiven Oberflachenproteins, dem T. annulata Surface Protein
(TaSP, Schnittger et al., 2002), etabliert, validiert und fur epidemiologische Studien
verwendet (Bakheit et al., 2004; Salih et al., 2005a,b, 2007a,b; Seitzer et al., 2007).
Dieser Test birgt jedoch das Problem, nicht sicher zwischen Antikérpern gegen
T. annulata und T. parva bzw. Trypanosoma brucei unterscheiden zu kénnen, so
dass er z.B. im Siuden des Sudan, wo T. annulata und T. parva gemeinsam
vorkommen (Salih et al., 2007c), fir eine sichere Diagnose von T. annulata nicht
eingesetzt werden kann. Untersuchungen mit Seren, die Antikérper gegen Babesia
bovis enthielten, ergaben zwar keine falsch positiven Ergebnisse, dennoch besteht
die Mdglichkeit des Auftretens weiterer Kreuzreaktivitditen mit Antikbrpern gegen
noch nicht getestete Erreger. Um nun einen diagnostischen Test zur Verfigung zu
haben, der in der Lage ist, Antikdrper gegen T. annulata spezifisch zu detektieren, ist
in der vorliegenden Arbeit das System des kompetitiven ELISA (CELISA) gewahlt
worden. Aufgrund der Addition eines monoklonalen Antikdrpers, der spezifisch an ein
Epitop des an die Mikrotiterplatte adsorbierten Antigens bindet und dadurch mit den
in den Seren befindlichen Antikérpern, die an dasselbe Epitop binden, um die
Bindungsstelle konkurriert, liefert das kompetitive System spezifischere Ergebnisse
als das indirekte System (Knowles et al., 1993). Der kompetitive ELISA wurde auf der
Basis desselben Antigens (TaSP) wie der indirekte ELISA von Bakheit et al. (2004)
mit Hilfe von 50 negativen (Bad Bramstedt, Deutschland) und 33 positiven Seren
(Berlin, Deutschland und Utrecht, Niederlande) sowie 133 Seren aus dem Sudan
entwickelt. Als monoklonaler Antikorper diente ,1C7’, der von Shiels et al. (1986a)
generiert und von Schneider et al. (2004) als Marker fir die Schizonten-Membran in
T. annulata-infizierten Zellen verwendet worden ist. Um den monoklonalen Antikérper
1C7 fur die Etablierung des cELISA verwenden zu kdnnen, mussten im Rahmen
dieser Arbeit zunachst Untersuchungen zur subzellularen Bindungsstelle des 1C7
durchgefiihrt werden, die bestatigen, dass der Antikdrper spezifisch an TaSP bindet.
Es musste auRerdem Uberprtft werden, ob der mAk 1C7 in der Lage ist, die Bindung
von Serum-Antikérpern an rekombinantes TaSP kompetitiv zu hemmen. Die

Validierung des kompetitiven ELISA erfolgte mit 230 Seren aus dem Irak (Kurdistan).
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3 MATERIAL & METHODEN

3.1 Materialien & Hersteller

Soweit nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien und Reagenzien
folgender Firmen verwendet:

Biochrom AG (Berlin, Deutschland), Biorad (Minchen, Deutschland), Gibco/BRL
(Eggenstein, Deutschland), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt,
Deutschland), PAA Laboratories (Pasching, Osterreich), Pierce (Bonn, Deutschland),
Roth (Karlsruhe, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland), Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland) und Svanova Biotech (Uppsala, Schweden).
Molekularbiologische Reagenzien und andere DNA-modifizierende Enzyme wurden
von den Firmen Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) und Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen.

Sterile Materialien fir die Zellkultur und andere Verbrauchsmaterialien wurden von
folgenden Firmen erworben: Sarstedt (Numbrecht, Deutschland), Greiner
(Frickenhausen, Deutschland), Nunc (Wiesbaden, Deutschland), Eppendorf
(Hamburg, Deutschland) und Biozym (Hessisch-Oldendorf, Deutschland).

In allen unten beschriebenen molekularbiologischen und zellbiologischen Methoden

wurden sterile Losungen und Gefal3e eingesetzt.

3.1.1 Antiseren und Antikorper

Spezifitat Antigen Klon/Antikorper Spezies Hersteller, Land
i RGSHHHHHH . Qiagen, Hilden,

RGS-His (AS-Sequenz) aHis Maus Deutschland
zytoplasmatische ,

TaSP Domane AS 26 - AS aTaSP-Antiserum Kaninchen (Schnittger et al.
157 2002)

Oberflachen-

protein (Schneider  T. annulata Schizont  1C7 Maus (Shiels et al., 1986a)

et al., 2004)

_ ) Proliferations- Dianova. Hambur

Antigen (Ki-67) Deutschland

Tab. 1 Primarantikorper

Die Hybridom-Zelllinie 1C7, die den Maus-monoklonalen Antikdrper 1C7 produziert,
wurde in Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin Medium kultiviert (Shiels et al., 1986a).

Der Zellkultur-Uberstand wurde gesammelt und bei -20T gelagert.
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Spezifitat Wirtsspezies  Hersteller, Stadt, Land
Anti-Maus-I1gG, Alexa 488- oder 568- , Molecular Probes, Leiden,
L Ziege .
konjugiert Niederlande
Anti-Kaninchen-1gG, Alexa 488- oder 568- . Molecular Probes, Leiden,
A Ziege .
konjugiert Niederlande
Anti-Maus-1gG, AP-konjugiert Ziege ngoCytomatlon, Glostrup,
Danemark
Anti-Kaninchen-1gG, AP-konjugiert Ziege Dc_';_lkoCytomatlon, Glostrup,
Déanemark
. - . Dianova, Hamburg,
Anti-Maus-1gG, HRP-konjugiert Ziege Deutschland
: : oo : Dianova, Hamburg,
Anti-Kaninchen-1gG, HRP-konjugiert Ziege Deutschland
Anti-Rind-1gG, HRP-konjugiert Kaninchen Dianova, Hamburg,

Deutschland

Tab. 2 Sekundarantikdrper

3.1.2 Molekulargewichtsstandards

Als Protein-Standards dienten der ,SeeBlue® Plus 2’ von Invitrogen (Karlsruhe,

Deutschland) und die ,PageRuler™ Prestained Protein Ladder von Fermentas (St.

Leon-Rot, Deutschland).

3.1.3 Zelllinien

Folgende Theilerien-infizierte bovine und ovine Zelllinien wurden verwendet:

Bezeichnung der

Erreger Stamm L Referenz
Zelllinie
T. annulata Ankara, Tirkei TaA288 Ahmed et al., 1989
T. annulata Ankara, Tirkei TaA346 Ahmed et al., 1989
T. annulata Ankara, Tirkei TaA2006 Seitzer et al., 2006
T. annulata Ankara, Turkei TaAl1272 Ahmed et al., 1989
T. annulata Ankara, Turkei TaA285 Ahmed et al., 1989
T. annulata Hissar, Indien TaH2006 Gill et al., 1980
T. annulata Tunis, Tunesien TaT429 Ben-Miled, 1993
T. annulata Marokko TaM2006 Ouhelli, 1985
T. annulata Jordanien Tal LG Vet. Inf. Imm., Prof. J. S. Ahmed
T. parva Entebbe TpE97 LG Vet. Inf. Imm., Prof. J. S. Ahmed
T. parva Tp46 Seitzer et al., 2006
T. parva Muguga TpM803 Emery et al., 1981
T. lestoquardi Atbara T. lest Bakheit et al., 2006

Tab. 3 Bovine und ovine Zelllinien
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Fur die Transfektion verwendete Saugetierzelllinie:

Name Eigenschaften Referenz
COS-7 Die Zelllinie COS-7 wurde 1981 aus Nierengewebe (Fibroblasten) von Gluzman et
Grinen Meerkatzen (Cercopithecus aethiops) gewonnen. al., 1981

Tab. 4 Saugetierzelllinie fur die Transfektion

3.1.4 Kulturmedien fur die Zellkultur

Die Zellkulturmedien RPMI-1640 und DMEM wurden von den Firmen PAA (Pasching,
Osterreich) und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen, und die Zuséatze
wurden separat und steril zu den Medien gegeben. Bei den Zusatzen handelte es
sich um fetales Kalberserum und Stammlosungen von 10000 U Penicillin (Pen) und
10000 pg/ml Streptomycin (Strep; kombiniert mit Pen) sowie 200 mM L-Glutamin
(alle von Biochrom AG, Berlin, Deutschland). Fir die Trypsinierung von COS-7 Zellen
wurde eine Trypsin/EDTA-L6sung (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) verwendet,
und die adharenten Theileria-infizierten Zelllinien wurden mit einem Zellschaber

(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) vom Boden des Kulturgefal3es abgelost.

Zelllinie Medium Subkultivierung
RPMI 1640, 10% FKS,
T. annulata (adhérent) 100 U/ml Pen und 100ug/ml Strep,  Abldsung mit Zellschaber

2mM L-Glutamin
RPMI 1640, 20% FKS

T. parva (in Suspension) 100 U/ml Pen und 100ug/ml Strep,  Zentrifugation
2mM L-Glutamin
RPMI 1640, 20% FKS

T. lestoquardi (in Suspension) 100 U/ml Pen und 100ug/ml Strep,  Zentrifugation
2mM L-Glutamin
DMEM, 10% FKS

COS-7 (adhérent) 100 U/ml Pen und 100ug/ml Strep,  Trypsinierung
2mM L-Glutamin

Tab. 5 Kulturmedien fir verwendete Zelllinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an der Sterilwerkbank
LaminAir® HLB2448 (Heraeus Instrumente, Osterode, Deutschland) durchgefiihrt.
Wenn nicht anders beschrieben, wurde zur Herstellung von Puffern und Medien

deionisiertes Wasser verwendet.
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3.1.5 Bovine Seren

Serum von adulten Rindern wurde von verschiedenen Firmen fur Vergleichszwecke
bezogen (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland; Biochrom AG, Berlin, Deutschland;
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich und ICN Biomedicals GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland) und fur die durchgefiihrten Untersuchungen diente schlief3lich
das Serum von Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland als Negativkontrolle. Um den
Grenzwert zwischen positiven und negativen Seren (cut-off) zu ermitteln, sind 50
Seren von nicht-infizierten Rindern aus dem Schlachthof in Bad Bramstedt,
Deutschland verwendet worden. Seren von 33 experimentell mit Theileria annulata
infizierten Tieren, die an der freien Universitat Berlin, Deutschland (Ahmed et al.,
1989) und an der Universitat Utrecht, Niederlande (Jongejan et al., 1987) hergestellt
wurden, sind als positive Testseren benutzt worden. Von diesen Seren diente als
Positivkontrolle fur die Etablierung des kompetitiven ELISA das Serum 285/21 und
fur die Validierung das Serum 287/17.

Die Seren von mit Theileria mutans und Theileria parva infizierten Rindern waren
Positivkontrollen aus kommerziellen Kits (Svanova Biotech, Uppsala, Schweden).
Zusatzlich sind Seren von drei Rindern, die mit T. parva (Dirk Geysen, Antwerpen,
Belgien) infiziert waren und jeweils einem Rind, das mit Anaplasma marginale,
Babesia bovis und Babesia bigemina sowie Trypanosoma brucei (alle vier von
Jiansan Wu, Qingdao, China) infiziert war, verwendet worden, um Informationen Uber
Kreuzreaktivitaten zu erhalten.

Feldseren wurden nach dem Zufallsprinzip von 133 Rindern aus einem Gebiet im
Sudan, wo T. parva bis jetzt noch nie nachgewiesen wurde, und von 230 Rindern

aus dem lIrak (Kurdistan) gewonnen.
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1  Kultivierung von bovinen Theileria-infizier  ten Leukozyten

Theileria  annulata-infizierte  Zellen wurden in  25cm?, 75cm?  oder
175 cm®Kulturflaschen (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) bei 37C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO, in RPMI-1640-Medium (PAA, Pasching, Osterreich) mit
den Zusatzen 10% FKS (hitzeinaktiviertes fetales Kélberserum, Biochrom, Berlin,
Deutschland), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100ug/ml Streptomycin
(Gibco/BRL, Eggenstein, Deutschland) in einem Inkubator (HERAcell® 150, Thermo
Scientific, Karlsruhe, Deutschland) kultiviert. Die Zellen sind alle zwei bis drei Tage
passagiert worden. Dazu wurden die adharenten Zellen dreimal mit PBS-Z (s. unten)
gewaschen und mit einem Zellschaber (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) vom
Boden der Flaschen gelost, in ein 50 ml Rohrchen (Cellstar, Greiner, Essen,
Deutschland) tberfuhrt und bei 294 g fir 5 min zentrifugiert (Heraeus Varifuge 3.0R,
Heraeus, Hanau, Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
frischem Medium resuspendiert. Anschlielend wurden die Zellen gezahlt und in einer
Dichte von 6 x 10* Zellen/ml in neue Kulturflaschen (10 ml Medium fiir 25 cm?-, 20 ml
fir 75 cm?- oder 40 ml fiir 175 cm?Kulturflaschen) tberfiihrt. Die Kultivierung von
T. parva-infizierten Zellen wurde wie oben beschrieben in Komplettmedium mit 20%
FKS durchgefuhrt, wobei diese Zellen in Suspension wachsen. Die Komplettmedien
sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

PBS fur Zellkultur (PBS-Z); pH 7,4: 145 mM NacCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

6 mM Na,HPO, x 2 H,0O (Merck, Darmstadt, Deutschland)
18 mM NaH,PO,4 x 2 H,O (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

3.2.1.2 Kultivierung von COS-7 Zellen

Die adharent wachsenden COS-7 Zellen wurden bei Erreichen einer Konfluenz von
70% bis 90% passagiert. Hierzu wurde das Kulturmedium abgesaugt, der Zellrasen
zweimal mit 10 ml PBS-Z gewaschen und je nach FlaschengroRe mit 1-3 ml
Trypsin/EDTA-LOsung (Biochrom AG, Berlin, Deutschland; 0,5% [w/v] Trypsin; 0,2%
[w/v] EDTA in PBS-Z) bedeckt. Nach 3-5 min Inkubation im Brutschrank (37<C, 5%
CO,, 95% Luftfeuchtigkeit) wurde das Ablosen der Zellen mikroskopisch tberprift
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und bei vollstandiger Ablésung wurde die Enzymaktivitat durch Zugabe von DMEM-
Kulturmedium gestoppt. Die COS-7 Zellen wurden in einer Konzentration von 2 x 10°
Zellen/ml ausgesat, mit einem der Flaschengrof3e adaquaten Volumen (5-30 ml)
DMEM-Kulturmedium versehen, resuspendiert und dann im Brutschrank bei 37T,
5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

3.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Quantifizierung wurden die Zellen nach dem Waschen in 10 ml PBS-Z
aufgenommen und resuspendiert. Dann wurden 10 pl der Suspension in 190 pl
Trypanblau-Arbeitslosung  (0,5% [w/v] Trypanblau [Biochrom AG, Berlin,
Deutschland] 1:3 mit PBS-Z verdinnt) gegeben. Aus dieser LOsung wurden
wiederum 10 pl abgenommen und in eine Neubauer-Kammer (Brand, Wertheim,
Deutschland) pipettiert. Unter einem Durchlicht-Mikroskop (Hund, Wetzlar,
Deutschland) sind vier GroRquadrate ausgezahlt worden.

Die Anzahl der Zellen/ml wurde nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ml = 3 der Zellen von 4 Gro3quadraten

x 20 (Verdunnungsfaktor) x 10*
4

3.2.1.4 Kryokonservierung von Zellen

Zur dauerhaften Lagerung wurden die Zellen bei -196<C uber flussigem Stickstoff
aufbewahrt. Fur die Kryokonservierung sind die Zellen durch Trypsinierung vom
Flaschenboden gel6st und das erhaltene Pellet mit Einfriermedium (9 Teile FKS und
1 Teil DMSO [Serva, Heidelberg, Deutschland]) auf eine Zellzahl von 1 x 10’
Zellen/ml eingestellt worden. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde in ein
Kryoréhrchen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) tberfiihrt und 1 h auf Eis vorgekuhilt,
bevor es mit Zellstoff umwickelt zunédchst UN bei -70C und dann Uber flissigem

Stickstoff gelagert wurde.
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3.2.1.5 Herstellung von Zelllysaten von infizierten Zellen

Um Proteinextrakte aus Theileria annulata-infizierten Leukozyten zu gewinnen,
wurden tiefgefrorene oder frische Zellen in 500 pl ddH,O aufgenommen und 10 x
15 s mit jeweils 15 s Pause auf Eis mit Ultraschall behandelt (Branson Sonifier 250
mit Microtip, Branson, Schwabisch Gmund, Deutschland). Der Auslastungsgrad (duty
cycle) des Sonifiers betrug dabei 30%, wahrend der Ausgangsregler (output control)
auf Stufe 3 eingestellt war. Anschliel3end wurde die Suspension 10 min bei 14000 g
und 4 zentrifugiert (Biofuge 28 RS; Heraeus Instr uments, Osterode, Deutschland),
der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefaR uberfiihrt und eine Proteinbestimmung
nach Lowry (3.2.2.5, S. 39) durchgefuhrt.

3.2.1.6  Transiente Transfektion mittels Lipofectami  ne™ 2000

Ein GFP-Konstrukt, das die polymorphe Region von TaSP enthalt (Gerber, 2008),
wurde in COS-7 Zellen transfiziert. Hierzu wurden die adharenten COS-7 Zellen in
Kulturflaschen (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) mit DMEM-Komplettmedium
unter Standardbedingungen bis zu einer Konfluenz von 80 bis 90% kultiviert, wobei
vor der Transfektion das Komplettmedium durch serum- und antibiotikafreies Medium
ersetzt wurde. Fir die Transfektion wurden pro mittelgroBe Kulturflasche (75 cm?,
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) 24 ug gereinigte Plasmid-DNA und 60 pl
Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
jeweils in 1500 pl serumfreiem Medium verdinnt (Tabelle 6). Nach einer 5-minttigen
Inkubation bei Raumtemperatur (18-22<C) wurden die Lipofectamine™ 2000-L6sung
und die DNA-LOsung vereint und fir weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliel3end wurde die Transfektionslosung tropfenweise auf die Zellen gegeben
und diese fur 18 h bis 48 h bei 37<C inkubiert.

- Medien-  Verd. Med. DNA- Lipofect- Gesamt-

Kulturgefan égﬁzz:rs]flende Volumen DNA/ Lipofect- Menge amine volumen
[ml] amine 2000 [ul]  [ug] 2000 [ul] [ml]

6-well-
Platten 2-4x10° 2 250 4 10 0,5
(d=3cm)
25 cm’ 4-8x10° 5 500 8 20 1
75 cm? 1-2x10° 15 1500 24 60 3

Tab. 6 Pipettierschema fur die Transfektion mitte  Is Lipofectamine™ 2000
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3.2.1.7 Herstellung von Zytozentrifugenpraparaten

Die bendtigte Anzahl von infizierten bzw. transfizierten Zellen wurde dreimal mit
PBS-Z gewaschen (5 min bei 294 g), auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt und in 10%
(w/v) BSA/PBS-Z (bovines Serumalbumin, PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich) aufgenommen. Jeweils 100 pl der Zellsuspension wurden dann in einer
Zytozentrifuge (Cytospin 3, Shandon, Pittsburgh, USA) bei 800 U/min fur 4 min auf
einen Objekttrager (Superfrost® Plus, Omnilab, Bremen, Deutschland) zentrifugiert.
Die Objekttrager wurden dann UN bei Raumtemperatur (18-22<C) getrocknet und

anschlieRend bei -70C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.1.8 Immunfluoreszenzfarbung

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden Zytozentrifugenpraparate von infizierten
bzw. transfizierten Zellen verwendet. Die Zellen wurden 3 x 1 min mit PBS-Z
gewaschen und anschlieBend fir 10 min bei Raumtemperatur (18-22C) mit 2%
Paraformaldehyd in PBS-Z fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt fand die
Permeabilisierung der Zellen fir 10 min bei Raumtemperatur mit 0,25% Triton-X 100
(UBS, Cleveland, USA) in PBS-Z statt. Um freie Bindungsstellen zu blockieren,
wurden die Zellen nach dreimaligem Waschen fir 30 min in 5% (w/v) BSA/PBS-Z
(PAA Laboratories, Hanau, Deutschland) inkubiert. Der Primarantikrper wurde in
entsprechender Verdinnung (Tabelle 7) mit 1% BSA-LAdsung in einem Volumen von
100 pl auf die Zellen gegeben und fir 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Z konnte der Sekundarantikdrper in einer
Verdinnung von 1:500 in 1% BSA-Losung (Tabelle 8) zusammen mit dem
Nukleinsaurefarbstoff Propidiumjodid (1:250 verdinnt; Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) auf die Zellen appliziert und 30 min in einer feuchten Kammer im
Dunkeln inkubiert werden. Danach wurden die Objekttrager in PBS-Z gewaschen,
wiederum in 2% Paraformaldehyd fixiert, ein weiteres Mal mit PBS-Z gewaschen und
schliel3lich mit DABCO (1,4-Diazabicyclo [2,2,2] octan; Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland [Johnson et al., 1982]) eingedeckelt. Die gefarbten Praparate wurden
mit einem konfokalen Lasermikroskop (TCS SP, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Bensheim, Deutschland) oder einem Fluoreszenzmikroskop (Diaphot 300, Nikon,

Japan) ausgewertet.
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Spezifitat Antigen bzw. Klon und Hersteller Wirtspezies Verdiinnung
TaSP teilexprimiert (Schnittger et al. Kaninchen- )

Tasp 2002) Polyklonal 1:1000

Or?)?enic'r?((:ggrqéeider 1C7 (Andy Tait, University Glasgow, Maus- 1:10

P Schottland) (Shiels et al., 1986a) Monoklonal :

et al., 2004)

MIB-1 Proliferations- assoziiertes Kern-Antigen  Maus- 1:1000
(Ki-67) Monoklonal

Tab. 7 Verwendete Primarantikorper fur die Immunf  luoreszenzfarbung

Spezifitat Wirtsspezies  Hersteller, Stadt, Land Verdiinnung
Anti-Maus IgG, Alexa 488- Ziege Molecular Probes, Leiden, 1:500

oder 568-konjugiert Niederlande '
Anti-Kaninchen IgG, Alexa Ziege Molecular Probes, Leiden, 1:500

488- oder 568-konjugiert Niederlande )

Tab. 8 Verwendete Sekundarantikdrper fur die Immu  nfluoreszenzfarbung

Die verwendeten Sekundarantikbrper waren mit Alexa-Fluoreszenz-Farbstoffen

unterschiedlicher Anregungswellenlangen (Alexa 488 oder 568) konjugiert.
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3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektro phorese (SDS-PAGE)

Die analytische diskontinuierliche Elektrophorese von Proteinen wurde nach Laemmli
(1970) in einer Gelelektrophorese-Kammer (Mini/Maxi Gelkammer vertikal,
Harnischmacher, Schauenburg, Deutschland) durchgefihrt. Fir die Auftrennung der
Proteine wurde die Konzentration des Trenngels entsprechend der erwarteten Gréle
der zu trennenden Proteine gewéhlt (10% oder 12,5%).

Fur die Herstellung der Polyacrylamidgele (PA-Gele) wurden die Losungen nach
folgendem Schema gemaR Tabelle 9 zusammengestellt: Zunachst wurde das
Trenngel zwischen 2 Glasplatten (10 cm x 11 cm oder 10 cm x 20 cm) auf einem
Giel3stand (Harnischmacher, Schauenburg, Deutschland) gegossen, mit 70%

Ethanol Gberschichtet und fir 30 min zum Polymerisieren stehengelassen.

Fur je 2 kleine Sammel- und Trenngele:

Lésunaen 3% 10% 12,5% 15%
9 Sammelgel Trenngel Trenngel Trenngel

ddH,0O 3ml 5ml 4 ml 6 ml
Acrylamide/Bisacrylamide Lésung 0,5 ml 4 ml 5ml 3ml
Sammelgelpuffer 1,25 ml - - 3ml
Trenngelpuffer - 3 ml 3ml 100 pl
TEMED (N,N,N’,N’-

Tetramethylendiamin) 104l 104l 104l 104l
Pyronin Y-Puffer 10 ul - - 6 ml
Ammoniumpersulfat (APS) 20 ul 100 pl 100 ul 3ml

Tab. 9 SDS-PA-Gel-Zusammensetzung

Das 10 bis 12,5%ige Trenngel wurde nach der Polymerisation und dem Entfernen
von Ethanol mit einem 3%igen Sammelgel Uberschichtet, der Silikonkamm
(Harnischmacher, Schauenburg, Deutschland) zwischen die beiden Glasplatten
gesteckt und wiederum fir 30 min zwecks Auspolymerisierung stehengelassen. Die
kleinen (Minigel: 7,5 cm x 8,5 cm) und groBen Gele (Maxigele: 7,5cm x 16 cm)
hatten eine Dicke von 0,75 mm und die zu analysierenden Proteinlésungen wurden
vor dem Auftragen mit SDS-Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95T im
Thermoblock (Eppendorf Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
inkubiert. Es wurden jeweils 10-15 ul Probe und 5 pl Marker bei einem 15-/20- oder
25-Taschen-Kamm aufgetragen.
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Als Marker wurden die ,Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, St-
Leon-Rot, Deutschland) oder ,SeeBlue® Plus 2’ (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
fur die Western Blot Analyse (vorgefarbt, somit erfolgreicher Transfer nachweisbar)
verwendet. Die Auftrennung der Proteine erfolgte vertikal in einer
Elektrophoresekammer mit einer Spannungsquelle (EC 3000P Series 90; E-C
Apparatus Corporation, St. Petersburg, Russland) in SDS-Laufpuffer nach folgendem
Programm: Bei konstanter Stromstarke (300 mA) 5 min bei 50 V, 10 min bei 100 V
und 60 min bei 200 V.

Fur die spezifische Identifikation der Proteine wurde ein Western Blot an die
Elektrophorese angeschlossen, mit Hilfe dessen Proteinmengen von 1-10 ng

spezifisch nachgewiesen werden konnen (Harlow & Lane, 1988).

4x Protein-Probenpuffer: 180 mM Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI pH 6.8

40% (v/v) Glycerin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

4% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0.04% (w/v) Bromphenolblau (Merck, Darmstadt, Deutschland)

100 mM DTT (Dithiothreitol; Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Acrylamide/

Bisacrylamide-L6sung

Trenngelpuffer:

Sammelgelpuffer:
TEMED N,N,N’,N’-
Tetramethylendiamin;

Pyronin Y-Puffer

gesattigte APS (Ammonium-
peroxodisulfat)-Lésung:

SDS-Laufpuffer:

30%; Roth, Karlsruhe, Deutschland

1,5 M Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI pH 8,8
0,4% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

500 mM Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI pH 6,8
0,4% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Merck; Darmstadt, Deutschland)

0,5 M Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI

10% (w/v) Glycerin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0,4% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

0,01% (w/v) Pyronin Y (Serva, Heidelberg, Deutschland)

10% (w/v) APS (Merck, Darmstadt, Deutschland)
25 mM Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI, pH 8,3

192 mM Glycin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0.1% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

36



MATERIAL & METHODEN

3.2.2.2 Immunblotting von Elektrophoresegelen (West  ern Blot)

Der elektrophoretische Transfer von Proteinen aus einem PA-Gel auf eine
Nitrocellulose- (NC) Membran erfolgte direkt im Anschluss an die SDS-PAGE nach
dem ,Semi-Dry-Verfahren’ (Kyhse-Andersen, 1984) nach der Vorschrift von Millipore
(Immobilon-P Transfer Membran User Guide).

Dazu wurde eine ,Semi-Dry’-Blotkammer mit Graphitelektroden (Perfect Blue™ semi
dry Elektroblotter, Peglab, Erlangen, Deutschland) verwendet.

Die auf GelgroRe zugeschnittene NC-Membran (Protran”BA, 0,2 pm, Schleicher &
Schdll, Dassel, Deutschland) wurde, genauso wie das PA-Gel, 5 min in Anodenpuffer
Il aquilibriert. Der luftblasenfreie Aufbau des Blots erfolgte nach folgendem Schema
(,Sandwich-System’):

Zwei mit Anodenpuffer | durchfeuchtete Lagen extra dickes Filterpapier (Whatman®
GB 005, Schleicher & Schiull, Dassel, Deutschland) wurden direkt auf die Anode der
Blotkammer gelegt. Daruber ist eine in Anodenpuffer Il getrankte Lage Filterpapier
und auf diese die NC-Membran geschichtet worden. Als nachstes wurde das PA-Gel
aus der Gelelektrophorese-Kammer entnommen und zwecks Aquilibrierung kurz in
Anodenpuffer Il geschwenkt, bevor es auf die NC-Membran gelegt wurde. Auf das
PA-Gel sind drei weitere Lagen Filterpapier geschichtet worden, die zuvor mit
Kathodenpuffer gewassert wurden. Nach Entfernung evtl. vorhandener Luftblasen ist
die Blotkammer geschlossen und mit der Elektrophorese begonnen worden.

Die Elektrophorese wurde unter folgenden Bedingungen mit einer Spannungsquelle
(EC 3000P Series 90; E-C Apparatus Corporation, St. Petersburg, Russland)
durchgeftihrt (2,5 mA/cm? PA-Gel):

Anzahl der Gele U [V] | [mA] t [min]
1 kleines Gel; 0,75 mm 25V (konst.) 60 90
2 kleine oder 1 groRRes Gel; 0,75 mm 25V (konst.) 120 90
2 grofRe Gele; 0,75 mm 25V (konst.) 200 90

Tab. 10 Bedingungen fur Western Blot

Ein erfolgreicher Transfer wurde sofort nach dem Lauf an dem vorgefarbten
Proteinmarker auf der Membran und/oder durch eine Ponceau S-Farbung der NC-
Membran kenntlich gemacht. Danach konnten die Proteine durch immunologische

Methoden spezifisch identifiziert werden.
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Losungen fur Western Blot:

Anodenpuffer I 300 mM Tris-HCI (Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 10
20% (v/v) Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Anodenpuffer II: 25 mM Tris-HCI (Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 10,4
20% (v/v) Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kathodenpuffer: 300 mM Tris-HCI, pH 9,4
20 mM 6-Aminohexansaure (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
10% (v/v) Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

3.2.2.3 Ponceau S-Farbung

Das Anfarben mit Ponceau S (Eltest GmbH, Bonn, Deutschland) wurde durchgefuhrt,
um die durch Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Proteinextrakte nach
Transfer auf die NC-Membran sichtbar zu machen. Dazu wurde die Blotmembran
5 min in 2% (w/v) Ponceau S-Farbelésung (1% (v/v) Essigsaure mit 0,02% (w/v)
Ponceau S) auf dem Schittler inkubiert. Die Membran wurde dann so lange in
ddH,O gewaschen, bis sich die Proteinbanden vom Hintergrund abhoben. Die
Ponceau S-Farbeldsung wurde durch Waschen mit PBS-Z wieder ausgewaschen, so

dass die NC-Membran wieder vollstandig entfarbt war.

3.2.2.4 Immundetektion

Die Detektion von Proteinen, die auf einer Nitrocellulosemembran immobilisiert
wurden, erfolgte durch einen antigen-spezifischen Primarantikérper und einen
sekundaren Antikorper, der gegen den Priméarantikdrper gerichtet und mit dem
Enzym Alkalische Phosphatase (AP) konjugiert war. Das Enzym setzt das Substrat
NBT/BCIP um, das als dunkelblauer bis schwarzer Niederschlag ausfallt.

Wenn nicht anders angegeben, erfolgten die Inkubations- und Waschschritte bei
Raumtemperatur (18-22C) und unter leichtem Schitte In auf einem Schitteltisch
(GFL 3016, Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgwedel, Deutschland).
Unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrocellulose-Membran wurden durch
Inkubation in 5% (w/v) Magermilchpulver (Fluka, Buchs, Schweiz) in PBS-Z fur 1 h
bei Raumtemperatur abgesattigt. Die Nitrocellulose-Membran wurde nach
dreimaligem Waschen fir 10 min mit PBS-Z mit dem entsprechenden primaren
Antikdrper (Tabelle 11) in PBS-Tween (PBST) UN bei Raumtemperatur inkubiert.

Nachdem die Membran 3 x 10 min mit PBST-Puffer gewaschen worden ist, wurde sie
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mit dem sekundaren AP-konjugierten Antikdrper in PBST (Tabelle 12) fir 1 - 2 h

inkubiert. Die vorherige Waschprozedur (3 x 10 min) wurde ein weiteres Mal

wiederholt und die Membran konnte dann fir 10 min in AP-Puffer aquilibriert werden.

Die Detektion der immunreaktiven Proteine erfolgte durch Inkubation der Membran
mit NBT/BCIP (0,1% [w/v] NBT: Nitroblautetrazoliumchlorid in 70% Dimethylformamid
(DMF), pH 9,5 und 0,5% [w/v] BCIP: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl Phosphat, Toluidin-
Salz in 100% DMF, beides gelost in 10 ml AP-Puffer; beides Roth, Karlsruhe,

Deutschland). Die Farbreaktion wurde durch Absaugen der Substratlésung und

Inkubation mit der Stopplésung beendet.

Phosphat-buffered-Saline-(PBS)-Puffer:

PBS-Tween (PBST):

Blockier-Losung:

80 mM Na,HPO, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
20 mM NaH,PO, (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
100 mM NacCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

pH 7,5 mit NaOH

0,1% (v/v) Tween 20 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
ad1IPBSpH 7,5

5% (w/v) Magermilchpulver (Fluka, Buchs, Schweiz) in
PBST-Puffer

AP-Puffer: 0,1 M Tris-HCI, pH 9,5
0,1 M NaCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
5 mM MgCI, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Stopploésung: 20mM EDTA (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in
ddH,O
Spezifitat Antigen bzw. Klon und Hersteller Wirtspezies Verdinnung
i RGSHHHHHH (Qiagen, Hilden, Maus- .
RGS-His Deutschland) Monoklonal 1:1000
TaSP teilexprimiert (Schnittger et al. Kaninchen- .
Tasp 2002) Polyklonal 1:1000
Oberflachen- T. annulata Schizont; 1C7; Andy Tait, Maus-
Protein (Schneider Universitat Glasgow, England (Shiels et Monoklonal 1:10
et al., 2004) al., 1986a)
Tab. 11 Verwendete Primarantikorper fir Western B ot
Spezifitat Wirtsspezies  Hersteller, Land Eingesetzte Verdiinnung
Anti-Kaninchen IgG, AP- . DakoCytomation, )
konjugiert Zlege Glostrup, Danemark 1:2000
Anti-Maus IgG, AP- . DakoCytomation, .
konjugiert Zlege Glostrup, Danemark 1:2000

Tab. 12 Verwendete Sekundéarantikorper fur Western Blot
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3.2.2.5 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry wurde mit einem BioRad Micro-DC-Assay 500-
0116 (BioRad, Munchen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers in einer
Mikrotiterplatte (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) durchgefiihrt. Zur Erstellung
einer Eichgeraden wurden 0,2-2 pg BSA (Pierce, Bonn, Deutschland) im Assay
eingesetzt. Die Platten wurden dann 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (18-
22C) inkubiert und danach erfolgte die Messung mit einem Mikrotiterplatten-
Lesegerat (Expert 96, Asys Hitech GmbH, Eugendorf, Osterreich) bei einer
Wellenlange von 550 nm. Fur die Erstellung einer Eichkurve wurden die BSA-Werte
dreifach bestimmt, wahrend die Proteinwerte durch eine Zweifachbestimmung
ermittelt wurden. Als Nullwert diente ddH,O. Die Ergebnisse wurden mit Microwin

(Version 4.2) ausgewertet.

3.2.2.6 Immunprazipitation

Der Nachweis eines bestimmten Proteins in einem Proteingemisch erfolgt bei einer
Immunprazipitation in vitro, indem das Protein mit Hilfe eines Antikdrpers prazipitiert
wird. Hierfur wurde ein Protokoll nach Gordon (1991) verwendet.

Die Immunprézipitation wurde sowohl mit infizierten Zellen (TaA288) als auch mit
transfizierten (COS-7-Zellen) durchgefuhrt.

Die Zellen wurden entsprechend mit dem Zellschaber geerntet (TaA288) oder
trypsiniert (COS-7-Zellen), 3 x mit PBS-Z gewaschen und die Zellzahl bestimmt.
1x10° Zellen wurden in 1 ml eiskaltem, modifiziertem RIPA-Puffer (s. unten)
resuspendiert und fir 30 min bei 4C auf einem Inve rtierer (Rotator Drive STR 4,
Stuart Scientific, Staffordshire, GroRRbritannien) lysiert. Das Lysat wurde bei 14000 g
und 4< fur 15 min zentrifugiert (Biofuge 28RS, Her aeus, Hanau, Deutschland) und
der Uberstand auf vorher aquilibrierte (3 x mit 500 pl eiskaltem PBS-Z gewaschen
und 1 min bei 10000 g zentrifugiert) 100 ul Protein-A-Agarose (Fast Flow, 100 pul pro
1 ml Zelllysat; Upstate, Schwalbach, Deutschland) gegeben. Die Zelllysat-Protein-A-
Agarose-Suspension wurde 30 min bei 4C auf dem Inv ertierer inkubiert, um das
Lysat von unspezifisch an die Agarose bindenden Proteinen zu befreien. Die
Suspension konnte dann bei 14000 g und 4<C fur 10 min zentrifugiert werden und
vom Uberstand eine Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt werden. Das

Zelllysat wurde danach mit PBS-Z auf 1 mg/ml in 500 pl verdinnt und der
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immunprazipitierende Antikdrper gemal Tabelle 13 zum Lysat dazugegeben. Das
Lysat-/Antikorper-Gemisch wurde UN bei 4T auf dem Invertierer inkubiert und am
folgenden Tag konnte der Immunkomplex durch die Zugabe von 100 pl gewaschener
(3 x mit 500 pl eiskaltem PBS-Z, dazwischen 1 min bei 10000 g zentrifugiert) Protein-
A-Agarose und anschliel3ender Inkubation fir 60 min bei 4C auf dem Invertierer
prazipitiert werden. Der Immunkomplex wurde bei 16873 g (Eppendorf Centrifuge
5418, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) fir 5 s pelletiert und 3 x mit 800 ul
eiskaltem RIPA-Puffer (ohne Proteaseinhibitoren) gewaschen, kurz zentrifugiert
(16873 g fir 5 s) und der Uberstand gesammelt. Die Protein-A-Agarose wurde in
50 pl 2x Probenpuffer aufgenommen und anschlieBend, wie auch der Uberstand und
die Waschschritte (beide in 4x Probenpuffer), auf ein SDS-Gel aufgetragen. Als
Negativkontrolle wurde Zelllysat mit Protein-A-Agarose, aber ohne Antikoérper
inkubiert, und um die zu erwartenden Proteinbanden von den Proteinbanden der
Antikorper, die der leichten und schweren Kette entsprechen, zu unterscheiden,
wurde ein zuséatzlicher Immunblot lediglich mit dem Sekundarantikorper inkubiert. Als
weitere Negativkontrolle ist das gesamte Protokoll auch mit Zelllysat von Leukozyten

nicht-infizierter Rinder durchgeftihrt worden.

Spezifitat Klon und Hersteller Spezies Verdiinnung
Oberflachen- 1C7; Andy Tait, Universitat Glasgow, Maus- _
Protein (Schneider et £/ n (Shiels et al., 1986) Monoklonal 1:10
al., 2004) 9 -
Tab. 13 Fir die Immunprazipitation verwendeter An  tikdrper
RIPA-Puffer: 50 mM Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)-HCI, pH 7,4

150 mM NacCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
1% (v/v) Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
0,25% (w/v) Desoxycholat (Fluka, Buchs, Schweiz)

modifizierter RIPA-Puffer: RIPA-Puffer

1 mM PMSF (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland, in 100% EtOH)

1 mM EDTA pH 7,4 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

1 pg/ml Aprotonin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

1 pg/ml Leupeptinhydrogensulfat (Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, Deutschland)

1 pg/ml Pepstatin A (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

1 mM aktiviertes NasVO, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

1 mM NaF (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

4x Protein-Probenpuffer: 180 mM Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)/HCI pH 6,8
40% (v/v) Glycerin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
4% (w/v) SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0,04% (w/v) Bromphenolblau (Merck, Darmstadt, Deutschland)
100 mM DTT (Dithiothreitol; Roth, Karlsruhe, Deutschland)

2x Protein-Probenpuffer: mit ddH,O verdunnter 4x Protein-Probenpuffer
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3.2.2.7 ELISA: Enzym-gekoppelter Immunadsorptionste st

Die Antigen-Antikorper-Reaktion des Immunsystems stellt die Grundlage fir das
Prinzip eines ELISA dar. So kann man mittels ELISA je nach Aufbau des
Detektionssystems entweder Antigene oder Antikérper nachweisen, wobei hier
gemald der Zielsetzung dieser Arbeit der allgemeine Aufbau eines ELISA fir den
Nachweis von spezifischen Antikorpern dargestellt wird.

In die (meist 96) Vertiefungen (Wells) einer Mikrotiterplatte werden nacheinander
verschiedene Reagenzien pipettiert, wobei fur jedes Reagenz eine bestimmte
Inkubationszeit eingehalten werden muss und die Platte zwischen den einzelnen
Schritten mit einem speziellen Puffer gewaschen wird, damit ungebundene
Reagenzien entfernt werden. In Abbildung 4 ist der Ablauf eines indirekten ELISA
schematisch dargestellt: Fur den Nachweis von spezifischen Antikérpern wird
zunachst das Antigen in die Wells pipettiert (Abb. 4/1), welches am Boden der
Vertiefung bindet (Abb. 4/2). Anschlieend wird ein zu testendes Serum
dazugegeben, welches die nachweisbaren, an das Antigen bindenden Antikdrper
enthéalt (Abb. 4/3). Nachdem die Antikérper aus dem Serum an das Antigen
gebunden haben (Abb.4/4), wird ein Enzym-gekoppelter Sekundarantikorper
dazugegeben (Abb.4/5), der selektiv an die Serum-Antikérper bindet (Abb. 4/6). Der
letzte Schritt besteht aus der Zugabe von Substrat (Abb.4/7), das vom Enzym des
Sekundarantikdrpers chemisch umgesetzt wird, so dass eine Farbreaktion zu

beobachten ist, die nach einer bestimmten Inkubationszeit gestoppt wird.

3  Serum

Abb. 4 Schematische Darstellung eines indirekten ELISA

(Erlauterungen im Text)
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Der Versuchsaufbau fir einen kompetitiven ELISA (CELISA) ist dem des indirekten
ELISA sehr ahnlich. Allerdings muss bei diesem System stets bedacht werden, dass
zwischen der Positivitat des Serums und der Stérke der Farbreaktion eine negative
Korrelation besteht, so dass ein positives Serum eine geringe bzw. keine
Farbreaktion auslost und vice versa. Zum besseren Verstandnis wird der Ablauf der
einzelnen Schritte im cELISA fur ein negatives und ein positives Serum getrennt
dargestellt. Auch in diesem System wird die Platte mit Antigen beschichtet (Abb. 5
und 6, Schritte 1 und 2) und anschlieend werden die verschiedenen Seren
hinzugefugt.

Im Falle eines negativen Serums (Abb. 5/3), welches keine Antikdrper gegen das an
die Platte adsorbierte Antigen enthéalt, kommt es folglich auch zu keiner Bindung von
Serum-Antikérpern an das Antigen (Abb. 5/4). Wird dann ein spezifischer
monoklonaler Antikérper dazugegeben (Abb. 5/5), so kann dieser an das Epitop des
adsorbierten Antigens binden (Abb. 5/6). Nach Zugabe eines Enzym-gekoppelten
Sekundarantikdrpers (Abb. 5/7), der ausschlief3lich an den monoklonalen Antikorper
bindet (Abb. 5/8), wird Substrat in die Wells gegeben, das im Zusammenwirken mit

dem Enzym des Sekundarantikorpers eine Farbreaktion auslost (Abb. 5/9).

1 Antigen 3 Serum

waschen

negatives
Serum

waschen

Abb. 5 Schematische Darstellung der Reaktion eine s negativen Serums im cELISA

(Erlauterungen im Text)
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Wird ein positives Serum im cELISA getestet (Abb. 6/3), so kbnnen die im Serum
vorhandenen, fir das Antigen spezifischen Antikorper an das an die Platte
adsorbierte Antigen binden (Abb. 6/4). Der im Anschluss dazugegebene
monoklonale Antikérper (Abb. 6/5) kann nicht an das Antigen binden, da die
Bindungsstellen bereits von Serum-Antikérpern besetzt sind (Abb. 6/6). Folglich ist
auch eine Bindung des Sekundarantikdrpers nicht moglich, da sich dieser spezifisch
an den monoklonalen Antikorper anlagert (Abb. 6/7 und 6/8). Demnach findet nach
Zugabe des Substrates auch keine Farbreaktion statt (Abb. 6/9).

3 Serum

1 Antigen

waschen

q

positives
Serum

Abb. 6 Schematische Darstellung der Reaktion eine s positiven Serums im cELISA

(Erlauterungen im Text)

Um eine Vorstellung davon zu bekommen, wie ein fertig entwickelter ELISA aussieht,
ist in Abbildung 7 eine 96-Well-Platte nach Abschluss eines Versuches dargestellt.
Es handelte sich bei dem Versuch um einen cELISA, so dass die Wells mit einer
grunen Farbung die negativen Proben reprasentieren, wahrend die farblosen Wells
das Ergebnis der Testung von positiven Seren veranschaulichen. Von der

dargestellten Platte sind lediglich die oberen vier Reihen verwendet worden.
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Abb. 7 Entwickelter cELISA

(Erlauterungen im Text)

3.2.2.7.1 Ermittlung und Optimierung der Bedingunge  n fur die einzelnen
Reaktionspartner zur Etablierung des kompetitiven E LISA

Fur die Etablierung des kompetitiven ELISA sind die optimalen Konzentrationen und
Verdunnungen der einzelnen Reaktionspartner im indirekten ELISA-System ermittelt
worden.

Nunc Maxisorp Mikrotiterplatten (Nunc, Glostrup, Danemark) wurden mit O bis
2,5 pg/mi rekombinantem TaSP (rTaSP) beschichtet, welches in
Karbonat/Bikarbonat-Puffer (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland; pH 9,6)
verdunnt wurde. Ein Gesamtvolumen von 100 pl wurde in jedes Well pipettiert und
die Platten wurden abgedeckt bei Raumtemperatur (18-22<C) UN in einer feuchten
Kammer inkubiert. Alle folgenden Inkubationen sind fur 1-2 h bei Raumtemperatur
auf einem orbitalen Schuttler (IKA-VIBRAX-VXR, Sternkopf, Laborbedarf Lubeck,
Deutschland) durchgefuhrt und samtliche Lésungen in einem Gesamtvolumen von
100 pl pro Well hinzugefugt worden. Fir alle Waschschritte wurde, sofern nicht
anders angegeben, PBS (s. unten, pH 7,2) mit 0,5% (v/v) Tween 20 (Roth, Karlsruhe,
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Deutschland; PBST/0,5%) als Waschpuffer verwendet, wobei jeder Waschschritt aus
drei Zyklen (Absaugen/Spiilen) bestand, die von einem automatischen Waschgerat
fur Mikrotiterplatten (ELISA Washer; Bio-Tek 405, BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall, Deutschland) durchgeftihrt wurden. Nach dem Beschichten mit rTaSP
wurden die Platten mit PBS gewaschen und danach mit 2% (w/v) Kasein (BDH
Biomedical Ltd., Poole, England) in PBST/0,1% blockiert, um die freien
Bindungsstellen der Wells abzusattigen. Anschlieend wurde der monoklonale
Antikdrper 1C7 in verschiedenen Verdinnungen (1:200 bis 1:1600) in PBST/0,1%
mit 1% (w/v) Kasein appliziert. Der Sekundarantikbrper (Meerrettich-Peroxidase
markierter Ziege anti-Maus Antikérper [GaM-HRP], Dianova, Hamburg, Deutschland)
wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 bis 1:16000 in demselben Puffer, der fir die
Serumverdinnung verwendet worden ist, angesetzt. Nach der Inkubation des
Sekundarantikdrpers sind drei Waschschritte mit jeweils 10 min Einweichzeit
zwischen den einzelnen Waschschritten (250 pl/Well) durchgefihrt worden. Danach
wurden 100 pl einer Substrat-Chromogen LoOsung (Tetramethylbenzidin [TMB];
Sigma-Aldrich/Fluka, Steinheim, Deutschland) in jedes Well pipettiert und die Platte
anschlieend in einer feuchten Kammer fur 10 min inkubiert, damit die Farbreaktion -
ausgelost durch die Interaktion von Enzym und Substrat - stattfinden konnte. Nach
den 10 min ist die Reaktion mittels der Zugabe von 100 pl einer 1N
Schwefelsaurelésung (H.SO4) gestoppt worden und die optische Dichte (OD) wurde
gleich im Anschluss bei 450 nm gemessen, wozu ein Mikrotiterplatten-Lesegerét
(ELISA Reader; Expert 96, Asys Hitech GmbH, Eugendorf, Osterreich) verwendet
worden ist. Die optimalen Konzentrationen von rTaSP, 1C7 und GaM-HRP wurden
durch fortlaufende Verdinnungen einzelner Komponenten ermittelt.

Um die Spezifitat des mAk 1C7 zu Uberprifen, wurde ein anderes Membranprotein
von T. annulata (TaD, Schneider et al.,, 2004) als Antigen eingesetzt, und als
Isotypen-Kontrolle ist der mAk MIB-1 (Dianova, Hamburg, Deutschland) verwendet

worden, der an das Proliferations-assoziierte Kernantigen Ki-67 bindet.

PBS fur ELISA (PBS); pH 7,2: 136 mM NacCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
3 mM KCI (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
8 mM Na,HPO, x 2 H,O (Merck, Darmstadt, Deutschland)
2 mM KH,PO, (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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3.2.2.7.2 Indirekter ELISA fur den Nachweis von Ant  ikdrpern im Serum von
T. annulata-infizierten Rindern

Fur die Entwicklung und Validierung des cELISA ist der indirekte ELISA als
Referenztest in leicht abgewandelter Form gemal Bakheit et al. (2004) durchgefihrt
worden. Nunc Maxisorp Mikrotiterplatten wurden mit 2,5 ug/ml rTaSP beschichtet,
welches in Karbonat/Bikarbonat-Puffer verdiinnt wurde. Ein Gesamtvolumen von 100
pl wurde in jedes Well pipettiert und die Platten wurden abgedeckt bei 4C UN
inkubiert (Abb.4/1). Alle folgenden Inkubationen sind fur 2 h bei Raumtemperatur (18-
227C) auf dem orbitalen Schittler durchgefuhrt und sémtliche Losungen in einem
Gesamtvolumen von 100 pl pro Well hinzugefugt worden. Fur alle Waschschritte
wurde, wenn nicht anders angegeben, PBST/0,1% verwendet, und jeder
Waschschritt bestand aus drei Zyklen (Absaugen/Spulen), die vom ELISA Washer
durchgefuhrt wurden. Nach dem Beschichten wurden die Platten mit PBS gewaschen
und danach mit 2% (w/v) Kasein in PBST/0,1% blockiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Seren in einer Verdiinnung von 1:50 in PBST/0,1% mit 1%
(w/v) Kasein appliziert (Abb.4/3). Der Sekundarantikdrper (Meerrettich-Peroxidase
markierter Kaninchen anti-Rind Antikérper [RbaBov-HRP] Dianova, Hamburg,
Deutschland) wurde in einer Verdinnung von 1:2500 in PBST/0,1% plus 1% Kasein
eingesetzt (Abb.4/5). Es sind fur Test- und Kontroll-Seren sowie fir die
Sekundarantikorper-Kontrolle Zweifachbestimmungen durchgefuhrt worden, die
Puffer-Kontrolle hingegen wurde vierfach bestimmt. Im Anschluss sind drei
Waschschritte mit jeweils 5-minatiger Inkubation (250 pl/Well) durchgefuhrt worden.
Danach wurden 100 pl der Substrat-Chromogen Lésung in jedes Well pipettiert
(Abb.4/7) und die Platte anschlieRend in einer feuchten Kammer inkubiert, damit die
Farbreaktion stattfinden konnte. Nach 10 min ist die Reaktion mittels Zugabe von 100
pul LN H,SO, gestoppt worden und die optische Dichte (OD) wurde gleich im
Anschluss bei 450 nm mit dem ELISA Reader gemessen. Die Grenze (cut-off)
zwischen positiven und negativen Seren lag bei 18% und wurde von Bakheit et al.
(2004) ermittelt, indem der bei 50 Seren von nicht-infizierten Tieren (Schlachthof Bad
Bramstedt, Deutschland) gemessene Mittelwert der Positivitat (%) inklusive zwei
Standardabweichungen berechnet wurde. Die Positivitat in Prozent (PP) der
einzelnen Seren ist dabei wie folgt errechnet worden:

PP[%] = [(Durchschnitt der OD des Test-Serums — OD des Puffers) / (Durchschnitt
der OD des positiven Kontroll-Serums — OD des Puffers)] x 100
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3.2.2.7.3 Kompetitiver ELISA fur den Nachweis von A ntikGrpern im Serum von
T. annulata-infizierten Rindern

Rekombinantes TaSP wurde, verdiunnt in Karbonat/Bikarbonat Puffer, in einer
Konzentration von 1 pg/ml und einem Gesamtvolumen von 100 pl in die Wells der
Nunc Maxisorp Platten pipettiert (Abb. 5/1 und 6/1), welche dann bei
Raumtemperatur (18-22<C) UN in einer feuchten Kammer inkubiert wurden. Alle
folgenden Inkubationen dauerten 1 h und wurden bei Raumtemperatur auf dem
orbitalen Schiuttler durchgefihrt und samtliche Reagenzien wurden in einem
Volumen von 100 pl/Well aufgetragen. Der Waschpuffer war, sofern nicht anders
angegeben, PBST/0,5%, wobei ein Waschschritt aus jeweils drei Zyklen bestand und
vom ELISA Wascher verrichtet wurde. Nach der Inkubation des Antigens UGN wurden
die Platten mit PBS gewaschen und danach wurden die noch freien Bindungsstellen
mit PBST/0,1% plus 2% Kasein (w/v) fur 2 h bei Raumtemperatur unter leichtem
schutteln blockiert. Nachdem die Platten erneut gewaschen wurden, ist das Serum in
einer Verdunnung von 1:10 in PBST/0,1% plus 1% Kasein in die Wells pipettiert
worden (Abb. 5/3 und 6/3), wobei alle Kontroll- und Testseren sowie die
Sekundarantikdrperkontrolle im Doppelansatz und die Puffer-Kontrolle im
Vierfachansatz aufgetragen wurden. Danach ist der mAk 1C7 in einer Verdinnung
von 1:800 in PBST/0,1% plus 1% Kasein in die Wells appliziert worden (Abb. 5/5 und
6/5) und nach einem weiteren Waschschritt wurde der Sekundarantikdrper
(Meerrettich-Peroxidase konjugierter Ziege anti-Maus Antikorper [GaM-HRP]
Dianova, Hamburg, Deutschland) in einer Verdinnung von 1:4000 in PBST/0,1% mit
1% Kasein aufgetragen (Abb. 5/7 und 6/7). Im Anschluss sind die Platten dreimal mit
einer zwischenzeitlichen Inkubation von 5 min gewaschen worden und dann wurde
das TMB in jedes Well pipettiert (Abb. 5/9 und 6/9). Die Platten sind dann fir 10 min
in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert worden. Die Farbreaktion
wurde mit 1 N H,SO4 gestoppt und die Absorption mit dem ELISA Reader bei 450
nm gemessen.

Um die Spezifitat des 1C7 zu Uberprifen, ist als Serum-Ersatz der aus einem
Kaninchen gewonnene polyklonale anti-TaSP Antikérper (Schnittger et al., 2002) in

verschiedenen Verdiinnungen eingesetzt worden.
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Die ermittelten OD-Werte wurden als Prozent Inhibition (PIl) des negativen Kontroll-
Serums ausgedruckt und wie folgt berechnet:

P1[%] = [1- (Durchschnitt der OD des Test-Serums — OD des Puffers) / (Durchschnitt
der OD des negativen Kontroll-Serums — OD des Puffers)] x 100

Der cut-off fir den cELISA wurde bestimmt, indem der Mittelwert von 50 in Bezug auf
eine Infektion mit T. annulata-negativen Seren von Rindern aus dem Schlachthof in
Bad Bramstedt, Deutschland errechnet wurde und zum Mittelwert zwei

Standardabweichungen addiert worden sind.

33 Hardware und Software

Datenbankrecherchen wurden mit Hilfe des Internetdienstes PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)  durchgefiihrt. Membranen entwickelter
Western Blots wurden mit dem Office Jet G55 Scanner (HP, Boblingen, Deutschland)
und mit dem Programm Adobe Photoshop 5.5 (Adobe Systems Inc.) digitalisiert.
Grafiken und Abbildungen wurden mit den Programmen Adobe Photoshop 5.5
(Adobe Systems Inc.) oder Microsoft Powerpoint 2000 erstellt. Literatur wurde mit
EndNote 5.0 (ISI ResearchSoft, Kalifornien, USA) archiviert. Die Textverarbeitung
erfolgte mit Microsoft WordXP. Statistische Analysen und Tabellen sind mit Hilfe von
Microsoft Excel (Version 2002) und Statistica (StatSoft Europe, Version 8.2) erstellt
worden. Die Auswertung der Mikrotiterplatten wurde mit Hilfe von Microwin (Version
4.2) durchgefuhrt.
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4 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich der
Entwicklung und Validierung des cELISA durchgefiihrt wurden, sind in zwei
Veroffentlichungen dargestellt, welche in wissenschaftlichen Fachzeitschriften mit
Gutachtersystem publiziert wurden (Transboundary and Emerging Diseases

(Transbound Emerg Dis) und Parasitology Research (Parasitol Res)).

4.1 Veroffentlichungen

41.1 Veroffentlichung # 1

“Development of a Competitive ELISA for Detection

of Theileria annulata Infection.”

S. Renneker, B. Kullmann, S. Gerber, J. Dobschanski, M. A. Bakheit, D. Geysen, B.
Shiels, A. Tait, J. Ahmed and U. Seitzer.

Transbound Emerg Dis 55(5-6): 249-56.

DOI 10.1111/1.1865-1682.2008.01036.x
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Summary

In previous studies, Theileria annulata surface protein (TaSP) was identified as
an immunodominant antigen and successfully used to develop and validate a
recombinant-protein-based ELISA for the detection of circulating antibodies in
serum of T. annulata—infected animals. In this study, the same antigen was
used to develop a competitive ELISA (cELISA) using a monoclonal antibody
that was found to bind to TaSP. The cELISA accurately differentiated T. annu-
lata-infected from uninfected animals and demonstrated a satisfactory perfor-
mance with a calculated sensitivity and specificity of 77.4% and 100%,
respectively. Thus the test proved its suitability for the diagnosis of tropical
theileriosis and has application for use in serological surveys to monitor the

prevalence of the disease or identify carrier animals with high specificity.

doi:10.1111/.1865-1682.2008.01036.x

Introduction

Theileria annulata, the causative agent of bovine tropical
theileriosis, causes morbidity and loss in productivity in
indigenous cattle, and especially in imported high-grade
cattle, in which theileriosis is a severe and often lethal
disease. The disease is distributed over a wide geographic
area ranging from the Mediterranean littoral regions of
Europe and Africa through the Middle East to India and
China (Dolan, 1989). In its early phase, it can be diag-
nosed by direct detection of the schizont-infected cells in
biopsy smears and typical clinical signs like enlargement
of lymph nodes. In later phases of the disease and in
carrier animals, serological tests are most suitable for
diagnosis, because on the one hand parasitaemia tends to
be at microscopically undetectable levels and on the other
hand antibody titres are usually significantly higher than
in the early phase of infection.

The majority of infected animals in the field are carrier
animals and there is a great demand for studies monitor-

© 2008 The Authors
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ing disease distribution as a part of control programmes.
ELISA has been described as being most suitable for such
studies because it has been proven to be economical,
reliable, easily standardized and a high-throughput
method. Recent molecular biological diagnostic tech-
niques like PCR and reverse-line blotting have also been
successfully used to identify T. annulata-infected cattle,
but these methods have the disadvantages of being expen-
sive and requiring a degree of expertise (d’Oliveira et al.,
1995; Gubbels et al., 1999). Recently, an ELISA for
detection of T. annulata infection was established that has
been validated and used for epidemiological studies in the
field (Bakheit et al., 2004; Salih et al., 2005a,b, 2007a,b;
Seitzer et al., 2007).

Although this ELISA was shown to have no cross-
reactivity to another major piroplasm of large rumi-
nants, Babesia bovis, subsequent analyses with serum
from cattle experimentally infected with T. parva, the
aetiological agent of East coast fever, showed a high
level of cross-reactivity, producing false positive results
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of 95% (19/20 sera tested). Although T. annulata and
T. parva have distinct geographical distributions, there
are reports of co-existence in Southern Sudan (Salih
et al, 2007c), making application of the T. annulata
ELISA, at least in that region of the world, questionable.
Moreover, the presence of cross-reactivity evokes con-
cern that other unknown cross-reactivities may exist,
generating a requirement for a serological diagnostic test
with improved specificity. A possible approach to
increase specificity of serological assays is the use of a
competitive assay, such as competitive ELISA (cELISA)
based on antibody-binding competitive inhibition. The
identification of an antigen which is immunogenic and
against which antibodies are produced on the one hand,
and a monoclonal antibody that recognizes an epitope
on this antigen which is conserved within the pathogen
strains on the other hand, are prerequisites for the
development of a cELISA. As the Theileria annulata sur-
face protein (TaSP) antigen has, to date, been shown to
be the most suitable and successful for antibody detec-
tion in T. annulata-infected animals, identification of a
monoclonal antibody that selectively binds this antigen
would be ideal for development of a cELISA against this
parasite.

In this paper, we show that a monoclonal antibody
(1C7) generated against the T. annulata macroschizont
(Shiels et al., 1986a) and used as a marker for the schiz-
ont membrane (Schneider et al., 2004) specificially binds
to the TaSP molecule and report the use of this monoclo-
nal for the development of a cELISA for detection of
T. annulata-infected animals.

Materials and Methods

Cell culture of Theileria-infected and other cell lines
Establishment and maintenance of the T. annulata-
infected bovine cell lines and the T. parva-infected bovine
cell line TpM308 was performed as described (Dobbelaere
et al., 1988; Ahmed et al., 1989). The T. annulata-infected
bovine cell lines TaA288, TaA285, TaAl272, TaJ,
TaM2006 and TaH2006 were derived from parasites origi-
nating from different geographical locations (TaA:
Ankara/Turkey; TaJ: Jordan; TaM: Morocco; TaH: Hissar/
India).

The 1C7 hybridoma cell line producing mouse mono-
clonal 1C7 antibody was cultured in hypoxanthine ami-
nopterin thymidine medium as described (Shiels et al.,
1986a). Culture supernatant was collected and stored at
-20°C.

The COS-7 cell line was cultured in Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium supplemented with 10% foetal calf
serum (FCS), 2 mm L-glutamine and 100 U/ml penicillin/
streptomycin (Biochrom, Berlin, Germany).
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All cell lines were cultured in an incubator at 37°C, 5%
CO; and 95% humidity.

Expression and purification of recombinant Theileria
annulata surface protein TaSP

Recombinant TaSP was produced as described (Schnittger
et al., 2002). Expression was verified and quality assessed
by Western blots and Coomassie gel staining, respectively.
Briefly, sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was carried out using 12%
polyacrylamide gels under reducing conditions. Western
blot analysis was performed with an indirect immuno-
alkaline phosphatase method. Antibodies used were the
RGS-His""  anti-histidine antibody (Qiagen, Hilden,
Germany) and a rabbit anti-TaSP-specific antiserum
(Schnittger et al., 2002) diluted in dilution buffer [1% fish
gelatine, 0.1% Tween-20 in phosphate buffered saline
(PBS), 137 mm NaCl, 2.67 mm KCI, 3.2 mm Na2HPO4,
1.47 mm KH2PO4, pH 7.2]. Secondary antibody conju-
gated to alkaline phosphatase [goat anti-rabbit IgG (Dia-
nova, Hamburg, Germany)] was diluted 1:5000 in
dilution buffer and incubated with the membranes after
washing. Immunoreactivity was detected with BCIP/NBT
substrate. Recombinant protein concentration was
determined using the BioRad Micro-DC Assay kit (Biorad,
Munich, Germany).

Bovine sera

FCS from different companies [Sigma-Aldrich Chemie
Gmbh, (Munich, Germany), Biochrom, PAA Laboratories
(PAA, Pasching, Austria), MP Biomedicals (Heidelberg,
Germany)] and 50 serum samples collected from a
slaughterhouse in Bad Bramstedt, Germany, were used as
samples from non-infected cattle to establish the thresh-
old value. FCS from Sigma served as the negative control
for subsequent testing.

Thirty-three serum samples from animals experimen-
tally infected with T. annulata were previously generated
at the Free University Berlin, Germany (Ahmed et al.,
1989) and the University of Utrecht (kindly provided by
Frans Jongejan). The sera from this set that showed high-
est inhibition activity (285/21) was chosen as positive
control for successive examinations.

Serum from cattle infected with T. mutans and T. parva
were obtained from commercial ELISA kits containing
positive controls (Svanova, Uppsala, Sweden). In addition,
serum from two animals experimentally infected with
T. parva was used.

Field sera collected at random from 133 animals
in Sudan were tested in the established cELISA and
compared to previously obtained ELISA data using the
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same set of sera (Bakheit et al.,, 2004). These sera were
collected in areas of Sudan where T. parva has never been
recorded.

Indirect immunofluorescence staining and confocal laser
microscopy

Cytospin preparations of Theileria infected or tran-
siently transfected COS-7 cells were fixed and permeabi-
lized in 2.5% formaldehyde and 0.25% Triton X-100
for 10 min, respectively. Samples were incubated with
1C7 antibody diluted 1: 10 for 30 min at room tem-
perature. Detection of 1C7 was performed with
Alexa488-conjugated goat-anti-mouse IgG antibody and
Toto-3 iodide or propidium iodide was wused to
visualize nucleic acid (Molecular Probes, Invitrogen,
Karlsruhe, Germany). For the inhibition experiments,
fixed, permeabilized cells were incubated with increasing
dilutions of rabbit anti-TaSP antiserum, before incuba-
tion with a constant dilution of 1C7 antibody. Samples
were analysed using a Leica TCS SP confocal laser
scanning microscope equipped with an acousto-optical
tunable filter and a 63X numerical aperture 1.32 plan-
apochromat oil-immersion objective (Leica microsys-
tems, Wetzlar, Germany). Images were acquired with
the Leica TCSNT software and further processed and
assembled using Adobe Photoshop 6.0.

Immunoprecipitation with 1C7 antibody

As monoclonal antibody 1C7 does not function in Wes-
tern blot, immunoprecipitation was performed. TaA288
cells were lysed in modified RIPA buffer [50 mm
Tris—=HCl pH 7.4, 1% Nonidet P-40 (octyl phenoxylpo-
lyethoxylethanol), 0.25% Na-deoxycholate, 150 mm NaCl,
1 mm EDTA, 1mm phenylmethylsulphonylfluoride,
1 pug/ml each aprotinin, leupeptin, pepstatin, 1 mm
Na;VO,, 1 mMm sodium fluoride]. Lysate was pre-cleared
by adding 100 ul of protein A sepharose bead slurry
(50%; Biomol, Hamburg, Germany) per 1 ml of cell
lysate and incubating at 4°C for 15 min. Protein A beads
were removed by centrifugation (14 000 g, 4°C, 10 min),
and the cell lysate adjusted to 1 mg/ml before adding
1C7 antibody at a dilution of 1:100 and incubating
overnight at 4°C on a rocker. The immunocomplex was
captured by adding 100 ul protein A sepharose bead
slurry and gently rocking 1 h at 4°C. Sepharose beads
were collected by pulse centrifugation, the supernatant
discarded and the beads washed three times with ice-cold
modified RIPA buffer. Finally beads were resuspended in
sample buffer, boiled for 5 min and collected by centri-
fugation. SDS-PAGE was performed with the supernatant
fraction as described above. Detection of 1C7 immuno-
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precipitated TaSP protein was performed by western blot
analysis using rabbit anti-TaSP antiserum.

Transient transfection of a green fluorescent protein
(GFP)-construct containing the TaSP polymorphic region
into COS-7 cells

A 396 bp sequence containing the polymorphic region of
the TaSP protein (Accession AJ316256, aa position 26/157
of the whole protein) was amplified using TaSPex_Sall_F
(5"-GTCGACGATCGACAACTTAATCCTAT-3") and TaSP
ex_stBamHI_R (5-GGATCCTTAACCGTCAGAGTCATA
ATCAT-3") primers and subcloned into the pEGFPCl
eukaryotic expression vector (Clontech; Mobitec, Goettin-
gen, Germany). Confirmation that the cloned insert was in
the correct open reading frame was verified by sequencing
(MWG, Operon, Edesberg, Germany).

COS-7 cells grown in six-well plates were transiently
transfected using Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol. Cells (80-90%
confluency) were transfected with 2 ug plasmid DNA
using 8 ul transfection reagent. Cells were analysed, 24 h
post-transinfection, by immunofluorescence staining, as
described above.

Indirect ELISA

Nunc Maxisorp plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were
coated with 2.5 pug/ml recombinant Theileria annulata
surface protein (rTaSP) and 1C7 antibody applied at dif-
ferent concentrations as indicated. Secondary peroxidase-
conjugated goat anti-mouse antibody (Dianova) was used
at a dilution of 1: 10 000. Between reagent incubations,
plates were washed three times with phosphate buffered
saline plus 0.5% Tween20 (PBST/0.5%). Optimal concen-
tration of rTaSP, 1C7 and GaM-HRP were determined by
serial dilution.

To investigate the specificity of the monoclonal 1C7
antibody in this setup, another recombinant T. annulata
membrane protein (TaD, Schneider et al., 2004) was used
as antigen, and the MIB-1 antibody (Dianova), which
binds to the proliferation-associated nuclear Ki-67 antigen
was used as an isotype control.

Development of the rTaSP competitive ELISA

Antigen (TaSP) was diluted to 1 ug/ml in carbonate-
bicarbonate buffer (pH 9.6). A total of 100 ul was pipett-
ed into each well and the plates (Nunc Maxisorp, Nunc)
were incubated overnight at room temperature in a
humid chamber. All subsequent incubations were for 1 h
at room temperature on an orbital shaker, and all
reagents were applied at a volume of 100 ul per well. The
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washing buffer was PBST/0.5% unless indicated. Each
wash step consisted of three dispensing/aspirating cycles
using an automated ELISA washer (Bio-Tek ELx405, Bio-
Tek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Germany).
After coating and incubating overnight, the plates were
washed with PBS and then blocked with PBS plus 0.1%
Tween (PBST/0.1%) containing 2% (w/v) casein. The
plates were then washed with PBST/0.5% and serum sam-
ples, diluted 1: 10 in PBST/0.1% plus 1% (w/v) casein,
applied to the wells in triplicate. Negative and control
positive sera were applied in three replicates and four
wells, which received only second antibody, were used as
conjugate control. Monoclonal antibody 1C7 was added
to the wells at a dilution of 1:800 in PBST/0.1%/1%
casein followed by a wash step and application of the sec-
ondary antibody (HRPO-labelled goat anti mouse anti-
body, Dianova) diluted 1 : 4000 in PBST/0.1%/1% casein.
Following incubation with conjugated second antibody,
the plates were washed three times with soaking cycles for
5 min in between and 100 ul of substrate chromogen
solution (H,0,, 3.3, 5.5"-tetramethylbenzidine) was then
pipetted into each well and the plates put into a humid
chamber for colour development. The reaction was
stopped after 10 min by adding 100 ul of 1 N H,SO,.
Absorbance was measured at 450 nm using an ELISA
reader (Hitech Expert 96, ASYS, Eugendorf, Austria).

oTaSP

DNA

- 120000

110 000
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In order to test the specificity of 1C7 binding to the
rTaSP antigen, inhibition of 1C7 binding was also carried
out using serial dilutions of the rabbit anti-TaSP antise-
rum as indicated.

The optical density (OD) values obtained were
expressed as percent inhibition (PI) of the negative con-
trol computed as follows:

[1-(average of the OD of the test sample — OD of the
buffer)/(average of the OD of the negative control — OD
of the buffer)] x 100.

The cut-off value that served as the threshold between
negative and positive serum samples was determined as
the mean PI value obtained with the 50 negative control
serum samples from the Bad Bramstedt slaughterhouse,
plus two standard deviations (SD).

Results

Binding of monoclonal 1C7 antibody to Theileria
annulata surface protein TaSP

In a first set of experiments, inhibition of 1C7 staining of
the schizont in TaA288 cells by pre-incubation of the
slides with a specific rabbit anti-TaSP antiserum was
investigated. Analysis of double stained cytospin prepara-
tions with confocal microscopy showed that pre-incuba-
tion with the rabbit anti-TaSP antiserum clearly decreased

:5000 :3000 11000

Fig. 1. Inhibition of binding of the 1C7 antibody to Theileria annulata schizonts in the TaA288 cell line by pre-incubation with increasing
amounts of rabbit anti-Theileria annulata surface protein (TaSP) antiserum. Anti-TasP antiserum was applied in increasing amounts (dilutions
1:20000 to 1 : 1000; middle panel), previous to application of the 1C7 antibody at a constant dilution of 1 : 10 to the same specimen (upper
panel). Detection of antibody binding by respective fluorochrome labelled secondary antibodies showed that with increasing amounts of the anti-
TaSP antiserum, binding of the 1C7 antibody was significantly decreased. Lower panel: nucleic acid stain of the respective sample. Size bar:

10 um.
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Fig. 2. Detection of Theileria annulata surface protein (TaSP) after
immunoprecipitation with 1C7 antibody. Lane 1, 3 and 5: TaA288 cell
lysate. Lanes 2, 4 and 6: Immunoprecipitation with 1C7 antibody.
Lanes 1 and 2: detection with anti-TaSP antibody. Lanes 3 and 4: sec-
ondary anti-rabbit-IgG antibody only. Lanes 5 and 6: secondary anti-
mouse-lgG antibody only. A band of approx. 47 kDa is specifically
detected by the anti-TaSP antiserum in both the cell lysate and in the
immunoprecipitate of the 1C7 antibody.

the signal obtained for binding of the 1C7 antibody, indi-
cating that monoclonal 1C7 binds to the antigen recog-
nized by anti-TaSP (Fig. 1).

The 1C7 monoclonal antibody failed to detect a protein
band in Western blots (data not shown), therefore immu-
noprecipitation experiments were carried out. As shown
in Fig. 2, Western blot analysis of the 1C7 immunopre-
cipitated antigen with anti-TaSP serum detected a band
of identical size to the TaSP antigen detected in a total
cell lysate. As discussed previously, the approximate size
of 47 kD estimated for TaSP by Western blotting is larger
than the 36 kDa calculated from its predicted amino acid
sequence (Schnittger et al., 2002).

Further experiments carried out on COS-7 cells trans-
fected with a construct expressing the polymorphic region
of the TaSP antigen, corresponding to the region used to
generate the rabbit anti-TaSP antiserum, showed that the
1C7 antibody specifically binds to cells expressing the
GFP-tagged TaSP protein (data not shown).

Results from indirect ELISA experiments demonstrated
that the 1C7 antibody binds to the rTaSP antigen in a
dose-dependent manner as detected by a decreasing signal
with increased dilution of the antibody (data not shown).
No signals were detected using an ELISA set up employ-
ing a different T. annulata recombinant membrane pro-
tein (TaD), nor was binding of an isotype control
antibody to rTaSP detected in the ELISA experiments.
Inhibition of 1C7 antibody binding to rTaSP was
investigated in a competitive ELISA setup using rabbit
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0 :1000 :500 :333 :250 :200 :167 :143 :125
Dilution rabbit anti-TaSP antibody

Fig. 3. Inhibition of binding of 1C7 to recombinant Theileria annulata
surface protein (rTaSP) by anti-Theileria annulata surface protein
(TaSP) antiserum in competitive ELISA. Increased amounts of anti-TaSP
antiserum result in a decreased optical density, indicating an inhibition
of binding of the 1C7 antibody to rTaSP.

anti-TaSP antiserum. Increasing concentrations of this
antiserum clearly led to inhibition of 1C7 binding to the
rTaSP antigen in a dose-dependent manner (Fig. 3).

To further establish whether the epitope recognized by
the 1C7 antibody is conserved in different strains of
T. annulata, cytospins of cell lines generated from isolates
from different geographical regions were subjected to
immunofluorescence staining. T. annulata isolates from
Turkey, Morocco, Jordan and India were found to
positively react with the 1C7 antibody (data not shown).
The T. parva-infected cell line TpMS803 showed no
positive signal.

Taken together, these results indicated that 1C7 binds
to an epitope on TaSP that is conserved among T. annu-
lata strains tested in this study, pointing to a potential
for use of this antibody and antigen for the development
of a cELISA diagnostic test that will detect serum reacting

00450

-

o --—o0.—-".B"7-8
100 1000
Dilution of 1C7 antibody [Log1g]

10000

Fig. 4. ELISA block titration with the indicated concentrations of
recombinant Theileria annulata surface protein and dilutions of 1C7
antibody.
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against parasite from a significant number of parasite
isolates.

Establishment of competitive ELISA based on rTaSP and
1C7 antibody

Appropriate concentrations of rTaSP and 1C7 antibody
were determined by ELISA block titration (Fig. 4).
A concentration of 1 pug/ml of rTaSP and a dilution of
1 : 800 of the 1C7 antibody consistently produced an OD
at the target level of around 2.0 and at a point in the
titration curve (linear range) that allowed optimal
inhibition. These conditions were used, therefore, in all
subsequent cELISA experiments.

The cut-off value of 17.5% inhibition was set using 50
sera from uninfected cattle and was determined as the
mean PI value obtained plus two SD. Subsequent testing
of 33 serum samples from experimentally infected animals
showed that 31 of these samples tested positive using the
established threshold (Fig. 5). The two serum samples
that tested negative were samples collected 7 days post-

infection.
1004 @®Infected ONon-infected
80 :
c &
o 60
Z 601 e
o
£
e 401 @
£ 0‘0 [ 17.5 % cut off
@
P . SR i
ﬂ)
o

Serum samples

Fig. 5. Percentage inhibition of 50 slaughterhouse sera from Ger-
many (open symbol) and 33 samples from animals experimentally
infected with Theileria annulata (solid symbol). The solid horizontal
line indicates the established threshold value of 17.5%.

Table 1 Comparison of the indirect ELISA (Bakheit et al., 2004) and
the competitive (cELISA) using 133 field samples from Sudan

S. Renneker et al.

Serum samples from cattle after experimental infection
with T. mutans (1 serum) and T. parva (3 sera) all tested
negative using the TaSP cELISA setup.

To further assess the diagnostic potential of the TaSP
cELISA 133 serum samples collected in the Sudan that
had previously been assayed by direct ELISA were tested
(Bakheit et al., 2004) . The concordance of the two analy-
ses is shown in Table 1. A total of 89 sera were positive
in both tests. Of the 44 sera that were negative in the
cELISA, 26 had tested positive in ELISA. Thus the sensi-
tivity of the test was calculated at 77.4%. All samples
tested negative in the cELISA were also negative in the
ELISA, resulting in a specificity of 100%.

Discussion

The major goal of this study was to develop a diagnostic
cELISA test based on a recombinant T. annulata surface
protein (rTaSP) that is expressed on the membrane of
T. annulata macroschizonts. It is a strong immunodomi-
nant protein and has successfully been used to develop a
diagnostic indirect ELISA that has been validated with a
large number of serum samples obtained from the field
(Bakheit et al., 2004; Salih et al., 2005a,b, 2007a,b; Seitzer
et al., 2007). Although this indirect ELISA proved to be
suitable for the detection of T. annulata-specific circluat-
ing antibodies, cross-reactivity to T. parva could not be
excluded.

Competitive ELISA assays have been shown previously
to resolve such specificity problems. In this study,
we established a cELISA for the detection of T. annulata-
specific antibodies using a monoclonal antibody (1C7).
This antibody was previously shown to stain the macro-
schizont stage of this parasite within infected bovine cells
and has been used as a marker for the macroschizont
membrane (Schneider et al., 2004, 2007). In this study,
several lines of evidence indicate that the 1C7 monoclonal
antibody specifically binds to native and recombinant
TaSP antigen. It was shown that the specific rabbit anti-
TaSP antiserum interferes with 1C7 binding both against
T. annulata-infected cells and recombinant TaSP protein.
In addition, a protein immunoprecipitated by monoclonal
1C7 was also detected by anti-TaSP antiserum. The suit-
ability of utilizing this antibody in a cELISA setup with
rTaSP was further supported by the results, which dem-
onstrated that the antibody reacted with T. annulata-

ELISA infected cell lines obtained from different geographical
Test Positive Negative Total regions, }ncludmg Turkey, Morocco, Jordan and India.
Establishment of the threshold value of the cELISA for
CELISA differentiating between infected and non-infected cattle
’Ii‘osnwle 22 12 iz gg?z"; was performed with sera from a region non-endemic for
egative 1% . e . .
tropical theileriosis and was calculated at 17.5%. Usin
Total 115 (86.5%) 18 (13.5%) 133 (100%) ,p W . . o .g
this cut off value, sera from experimentally infected ani-
© 2008 The Authors
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mals were tested, of which only two out of 33 were diag-
nosed as negative. As these two samples were obtained
from animals 1 week post-infection, it may be argued that
at this point of time specific antibodies had not devel-
oped and were not yet detectable. Further experiments
are needed to establish at what point of time in infection
antibodies against rTaSP become measurable and over
what period of time they remain thus.

As may be expected, an increased specificity of a
serological assay leads to a decreased sensitivity, and
this was found to be the case for the cELISA developed
in this study. Cross-reactivity to serum from cattle
infected with T. parva was abolished, and the specificity
compared to the previously established indirect ELISA
was 100%. Serum from an animal infected with
T. mutans was also negative, and although not tested, it
is highly unlikely that the cELISA delivers false positive
results with sera from B. bovis-infected animals, as the
indirect ELISA showed no cross-reactivity. Thus, regard-
ing the use of the cELISA in geographical regions where
animals are likely to be infected by one or more of
these piroplasms, prediction that the assay will perform
with a high degree of specificity appears to be war-
ranted. However, the sensitivity of the cELISA was
decreased, as several Sudanese field sera that reacted
positively in the indirect ELISA were negative in the
cELISA. A possible explanation for this result is that in
a previous study monoclonal antibody 1C7 demon-
strated differential reactivity against cell lines derived
from the Sudan and Iran (Shiels et al.,, 1986b). There-
fore, to provide a catchall additional diagnostic mono-
clonal antibodies that detect variant forms of TaSP not
recognized by 1C7 are required. Furthermore, with a
panel of monoclonal antibodies that detect variant anti-
genic forms, a serological test could be developed that
can assess antigenic diversity and possibly inform epide-
miological studies following vaccination programmes.
The work presented in this study demonstrates the
potential for development of a cELISA that shows high
specificity and could be developed into a catchall sero-
diagnostic test with the potential to be adapted to dis-
tinguish animals infected with different genotypes of
parasites. In conclusion validation studies and the gen-
eration of further anti-TaSP monoclonals are now
needed before this newly established cELISA can be
applied in epidemiological surveys and control pro-
grammes in regions where tropical theileriosis is ende-
mic and in disease-free areas as a tool for surveillance.
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4.1.2 Erganzungen zu Verdffentlichung # 1

Als Erganzungen werden an dieser Stelle Daten und Abbildungen vorgestellt, die aus
Platzgriinden in der Vero6ffentlichung nicht eingehend erlautert werden konnten. Die
dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf Untersuchungen zur subzelluléaren
Bindungsstelle des monoklonalen Antikérpers 1C7 in T. annulata-infizierten Zellen,
auf Experimente zur Ermittlung der optimalen Bedingungen fur den cELISA sowie auf
Untersuchungen hinsichtlich Kreuzreaktivititen mit verwandten Erregern von

Theileria annulata.

4.1.2.1 Subzellulare Bindungsstelle des monoklonalen Antikorpers 1C7

Studien von Shiels et al. (1986a) haben ergeben, dass der mAk 1C7 ein Infektions-
assoziiertes Antigen in T. annulata-infizierten Zellen identifiziert, und Schneider et al.

(2004) haben 1C7 als Marker fur die Schizontenmembran in T. annulata-infizierten

Zellen verwendet. In
Untersuchungen von
Zytozentrifugenpraparaten
im Rahmen dieser Arbeit
konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass der mAk 1C7
an ein Antigen des
Schizonten bindet
(Abbildung 8).

Abb. 8 Immunfluoreszenzfarbung Theilerien-infizierter Zellen ( TaA2006) mit 1C7

rot: Nukleinsaurefarbung mit Propidiumiodid

grin: Detektion eines Antigens des Parasiten durch 1C7

weiller GroRenbalken: 10 pm

Die grol3en roten Areale reprasentieren den Zellkern der T. annulata (Ankara 2006)-infizierten Zellen
und 1C7 befindet sich in unmittelbarer Nachbarschaft des Parasiten (kleine, rote, punktférmige
Struktur).
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Weiterhin hat die Analyse von Zytozentrifugenpraparaten mittels konfokaler
Lasermikroskopie ergeben, dass das Epitop, welches der mAk 1C7 erkennt,
innerhalb verschiedener Linien von T. annulata konserviert, jedoch nicht in allen
Isolaten vorhanden ist, wobei T. parva- und T. lestoquardi-infizierte Zelllinien nicht mit
dem monoklonalen Antikérper 1C7 reagierten (Abbildung 9).

Theileria annulata

TaA288 TaA1272 TaA2006 TaH2006 TaM2006

Theileria parva

Tp46 TpM803

Abb. 9 Reaktivitat von 1C7 mit verschiedenen Theileria-infizierten Zelllinien

rot: Nukleinsaurefarbung mit Propidiumiodid; griin: Detektion eines Infektions-assoziierten Proteins in
verschiedenen T. annulata-infizierten Zellen mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers 1C7

Sechs der acht getesteten, mit T. annulata infizierten Zelllinien zeigten eine positive Reaktion mit 1C7
(TaA285, TaA288, TaAl272, TaA2006, TaH2006 und TaM2006), wahrend zwei Isolate von
T. annulata (TaJ und TaT429) nicht mit dem monoklonalen Antikdrper 1C7 reagierten. Die drei
Negativ-Kontrollen (mit T. lestoquardi- und T. parva- [Tp46 und TpM803] infizierte Zellen) wiesen
keine Reaktion mit 1C7 auf.

60



ERGEBNISSE

COS-7 Zellen wurden mit einem GFP-Konstrukt transfiziert, das die polymorphe

Region des TaSP enthélt
(Gerber, 2008).
Transfizierte COS-7
Zellen, die das Gen
exprimiert und das Protein
synthetisiert haben,
konnten in der
Immunfluoreszenzfarbung
mit Hilfe des mAk 1C7
detektiert werden
(Abbildung 10).

Abb. 10 Immunfluoreszenzfarbung von TaSP- transfizierten COS-7 Zellen mit 1C7

rot: Nukleinsé&urefarbung mit Propidiumiodid; grin: Immunfluoreszenzfarbung mit 1C7

weiller GroRenbalken: 10 pm

Detektion von TaSP mit Hilfe von 1C7 in TaSP-transfizierten COS-7 Zellen

4.1.2.2 Optimierung des cELISA

Nachdem nun alle vorangegangenen Untersuchungen darauf hinwiesen, dass der

mAk 1C7 selektiv an TaSP bindet, sind zwei Seren von T. annulata-infizierten

Rindern (Verdinnung 1:25) im kompetitiven System getestet worden, die eine

Inhibition von 51 bzw. 54 Prozent in Bezug auf das negative Kontroll-Serum

aufwiesen (Abbildung 11).
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Abb. 11 cELISA von zwei Seren von T. annulata-infizierten Rindern

Es sind zwei positive Seren (Pos. Serum #1 und #2) im cELISA getestet worden, die in Bezug auf die
Negativkontrolle (Neg. Serum) eine Inhibition von 51% (Pos. Serum #1) bzw. 54% (Pos. Serum #2)
aufwiesen. Die Mikrotiterplatte wurde mit 2,5 pg/ml rTaSP beschichtet und die Verdinnungen der
einzelnen Reaktionspartner betrugen fur die Seren 1:25, fir den monoklonalen Antiképer 1C7 1:1000
und fur den Sekundarantikdrper (GaM) 1:10000. Die Kontrolle ohne Beschichtung der Platte mit
rTaSP (Blank) ergab bei Zugabe von Serum, 1C7 und Sekundarantikdrper in oben genannten
Verdinnungen ein sehr geringes Signal.

Aufgrund der niedrigen Absorptions-Werte (Abb. 11) musste die optimale
Konzentration samtlicher Reaktionspartner in verschiedenen Experimenten unter
Einsatz der Schachbrett-Titration ermittelt werden. Abbildung 12 zeigt das Ergebnis
fur rTaSP und 1C7 bei einer Verdinnung des GaM-HRP von 1:10000. In allen
nachfolgenden Versuchen wurden rTaSP und 1C7 in einer Konzentration von 1
pg/ml  respektive einer Verdinnung von 1:800 eingesetzt, und fir den
Sekundarantikdrper wurde unter diesen Bedingungen eine geeignete Verdinnung
von 1:4000 ermittelt (Abbildung 13). Das Optimum fur die Serumverdinnung lag bei
1:10, welches aus Experimenten resultierte, die unter o. g. Voraussetzungen

durchgeftihrt wurden.
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Abb. 12 Schachbrett-Titration von rTaSP und 1C7

Die Schachbrett-Titration von rTaSP (1,5 bis 0 pg/ml) und 1C7 (1:200 bis 1:3200) ergab eine
optimale optische Dichte (OD) bei 450 nm von 1,7 (linearer Bereich) bei einer Konzentration von 1,0
pg/ml fir rTaSP und einer Verdinnung des 1C7 von 1:800 (gelber Balken). Die Verdinnung des
Sekundarantikdrpers betrug bei diesem Experiment 1:10000.
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Verdiinnungen von GaM-HRP

Abb. 13 Verdinnungsreihe des Sekundérantikorpers ( GaM-HRP)

Bei Einsatz von rTaSP (1pg/ml) und 1C7 (1:800) konnte fur den Sekundarantikérper eine optimale
Verdinnung von 1:4000 ermittelt werden (gelber Balken). Die Kontrollen flr nicht mit rTaSP
beschichtete Wells (Blank) und beschichtete Wells plus Sekundarantikdrper (2. Ak) ohne die Zugabe
von 1C7 ergaben keine signifikanten Signale.
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4.1.2.3 Spezifitat des cELISA

Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen fir den cELISA, wurden
verschiedene Seren experimentell infizierter Rinder getestet, um Erkenntnisse
hinsichtlich der Spezifitit des cELISA zu gewinnen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 14 dargestellt und lassen erkennen, dass bei Seren von experimentell
infizierten Tieren mit verschiedenen, z.T. verwandten Erregern von T. annulata, keine
Kreuzreaktivitaten auftraten.

100

Prozent Inhibition

. parva 2 parva3 Tjmutans H i i . T. brucei

-40

Seren von experimentell infizierten Rindern

Abb. 14 cELISA von Seren experimentell infizierter Rinder

Drei Seren von experimentell mit T. annulata-infizierten Tieren, drei Seren von Tieren, die
experimentell mit T. parva infiziert wurden und jeweils ein Serum eines Rindes, das experimentell mit
T. mutans, B. bovis, B. bigemina, A. marginale und T. brucei infiziert wurde, sind unter o. g.
Bedingungen mittels cELISA getestet worden und ergaben, dass der Test ausschliel3lich Antikdrper
gegen T. annulata detektiert und nicht mit Antikérpern gegen andere Erreger reagiert.
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4.1.3 Veroffentlichung # 2

“Field validation of a competitive ELISA for detection
of Theileria annulata infection.”
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Abstract In previous studies, Theileria annulata surface
protein (TaSP) was identified as an immunodominant
antigen and successfully used to develop a recombinant-
protein-based indirect enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) for the detection of circulating antibodies in serum
of T annulata-infected animals. To increase the specificity,
a competitive ELISA (cELISA) was developed using
recombinant TaSP antigen and a monoclonal antibody
(1C7) specifically binding to TaSP. Since the cELISA
accurately differentiated 7. annulata-infected from uninfected
animals, a study was performed to analyse the suitability of
the cELISA in the field. For this, 230 sera with unknown
status from different governorates in the north of Iraq were
analysed using both the indirect and competitive ELISA and
were compared. There was a significant (p<0.5x10"'%)
correlation (r=0.556) between the tests, whereby the
cELISA detected more sera as negative (44/230) compared
to the indirect ELISA (21/270). Accordingly, less sera were
determined to be positive in the competitive (186/230) than
in the indirect ELISA (209/230). Sensitivity and specificity
of the cELISA taking the indirect ELISA as a reference were
84.2% and 52.4%, respectively. Accordingly, the calculated
prevalence of 7 annulata infection was 90.9%, and the
positive predictive value was determined to be 94.6%.
Taken together, the cELISA proved its suitability for field
application and was found qualified for use in serological
surveys to monitor the prevalence of 7. annulata infection
and to identify carrier animals.

Stefanie Renneker and Jassim Abdo contributed equally to the paper.
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Introduction

Theileria annulata, a protozoan parasite transmitted by
ticks of the species Hyalomma, is the pathogenic agent of
bovine tropical theileriosis, which induces morbidity and
loss in productivity in indigenous and more notably in
crossbreed cattle, but especially in imported high-grade
cattle, the infection of which causes a severe and often
lethal disease. Tropical theileriosis is distributed over a
wide geographic area ranging from the Mediterranean
littoral regions of Europe and Africa through the Middle
East to India and China (Dolan 1989). In its early phase, the
infection can directly be diagnosed by microscopical
examination of biopsy smears and clinical signs, including
fever over 41°C, enlargement of lymph nodes, mucus
discharge and diarrhoea. In later phases of the disease and
particularly in carrier animals, serological tests are more
suitable for diagnosis because parasitaemia tends to be at
microscopically undetectable levels, and antibody titres
are usually significantly higher than in the early phase of
infection. Recent molecular biological diagnostic techni-
ques like PCR and reverse line blotting have also been
successfully used to identify 7 annulata DNA in samples
of cattle, but these methods have the disadvantages of
being expensive and requiring a degree of expertise
(d’Oliveira et al. 1995; Gubbels et al. 1999).

As the majority of infected animals in the field are
indigenous cattle and often carrier animals, there is a great
demand for studies monitoring the disease distribution as a
part of epidemiological surveys and the implementation of
control programmes, including use of attenuated vaccines.

An indirect ELISA for the detection of 7. annulata
infection based on the immunodominant antigen 7. annulata
surface protein (TaSP) was established, validated and used
for epidemiological studies in the field (Bakheit et al. 2004;

@ Springer
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Salih et al. 2005a,b, 2007a,b; Seitzer et al. 2007). Since in
the course of these investigations, a cross-reactivity with
serum from cattle experimentally infected with Theileria
parva, the aetiological agent of East coast fever, and with
Trypanosoma was observed, a competitive ELISA (cELISA)
was established to increase the specificity of the detection of
circulating antibodies against TaSP (Renneker et al. 2008).
Using sera from experimentally infected animals, the cELISA
accurately identified 93.9% (31/33) of the sera as positive,
whereby the two negatively reacting sera had been collected
1 week after infection, being too early for the detection of
antibodies. The cELISA showed no cross-reactivity with sera
from animals experimentally infected with 7. parva,
Trypanosoma, Babesia bovis, Babesia bigemina and
Anaplasma, and the test exhibited a satisfactory sensitivity
and specificity of 77.4% and 100%, respectively, using the
indirect ELISA as reference test.

In this paper, the cELISA was compared to the indirect
ELISA as a field application using 230 field sera with
unknown status from three different governorates in Iraq,
showing that the cELISA is @le for application under
field conditions.

Materials and methods
Expression and purification of rTaSP

Recombinant TaSP was produced as described (Schnittger et
al. 2002). Expression was verified and quality assessed by
Western blots and Coomassie gel staining, respectively.
Briefly, sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel
electrophoresis was carried out using 12% polyacrylamide
gels under reducing conditions. Western blot analysis was
performed with an indirect immuno-alkaline phosphatase
method. Antibodies used were the RGS-His™ anti-histidine
antibody (Qiagen, Hilden, Germany) and a rabbit anti-TaSP-
specific antiserum (Schnittger et al. 2002) diluted in dilution
buffer [1% fish gelatine, 0.1% Tween-20 in phosphate-
buffered saline (PBS), 137 mM NaCl, 2.67 mM KClI,
3.2 mM Na,HPO,, 1.47 mM KH,PO,, pH 7.2]. Secondary
antibody conjugated to alkaline phosphatase [goat anti-rabbit
IgG (Dianova, Hamburg, Germany)] was diluted 1:5,000 in
dilution buffer and incubated with the membranes after
washing. Immunoreactivity was detected with NBT/BCIP
substrate. Recombinant protein concentration was determined
using the Bio-Rad Micro-DC Assay kit (Bio-Rad, Munich,
Germany).

Monoclonal antibody 1C7

The 1C7 hybridoma cell line producing mouse monoclonal
1C7 antibody was cultured in hypoxanthine—aminopterin—
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thymidine medium as described (Shiels et al. 1986). Culture
supernatant was collected and stored at —20°C until use.

Bovine sera

Two hundred and thirty sera collected in three different
governorates of the Kurdistan region of Iraq were used for
validation of the cELISA. These governorates were Duhok,
Erbil and Sulaimaniya (Fig. 1). The climate in this region is
optimal for the reproduction and development of
H. anatolicum, which is present in this area (Omer et al.
2007).

The samples were collected randomly by Al-Barwary
(2007) from animals of the three areas during April to
June 2006. All animals were local breed, apparently
healthy and female. Furthermore, they were older than
1 year, grazed in an outdoor system and were infested with
many ticks. The cows were not treated with any kind of
acaricide or anti-theilerial drugs prior to sampling. Eighty
blood samples were taken from cattle near Dohuk, 80 from
cattle in the vicinity of Erbil and 70 from animals from the
Sulaimaniya area. The blood samples were taken from the
jugular vein of the animals, kept in a plain tube without
anticoagulant and later centrifuged. The serum was then
isolated and kept at —20°C until use.

Adult bovine serum (Sigma, Deisenhofen, Germany)
served as negative control serum, whereas the positive
control serum (287/17) was derived from an animal
experimentally infected with 7. annulata, previously
generated at the Free University Berlin, Germany (Ahmed
et al. 1989).

Indirect ELISA

The indirect ELISA was performed as described before
(Bakheit et al. 2004) with minor modifications. Nunc
Maxisorp plates (Nunc, Glostrup, Denmark) were coated
with 2.5 pg/ml recombinant TaSP (rTaSP) diluted in
carbonate/bicarbonate buffer (pH 9.6). A total of 100 pl
was pipetted into each well, and the plates were then sealed
and allowed to incubate at 4°C overnight. All subsequent
incubations were done for 2 h at room temperature, and all
subsequent reagents were pipetted at a volume of 100 pl
per well. All washing steps were performed using 0.01 M
PBS (pH 7.2) containing 0.1% (v/v) Tween 20 (PBST) as
washing buffer. Every washing step consisted of three
dispensing/aspiration cycles using an automated ELISA
washer (Bio-Tek 405, BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall, Germany). After coating, the plates were
washed and blocked with PBS containing 2% w/v casein.
Sera were diluted 1:50 in a diluent buffer consisting of
PBST plus 1% w/v casein. Test and control sera were
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Fig. 1 The three governorates of the Kurdistan region of Iraq where the 230 field samples were collected: Duhok, Erbil and Sulaimaniya
(courtesy University of Texas Libraries and http://www.goalsforamericans.org)

always applied in duplicate and two wells, which received
only the secondary antibody but no serum, were always
used as conjugate controls. The conjugate (horseradish
peroxidase (HRPO)-labelled rabbit anti-bovine antibody,
Dianova, Hamburg, Germany) was used at a dilution of
1:2,500 in a buffer equal to the serum diluent buffer. After
conjugate incubation, the plates were subjected to three
washing steps as before but with soaking cycles for 5 min
with 250 pl per well in between. The plates were then put
in a humid chamber, and 100 pl volumes of the substrate
chromogen solution (H,0,, TetraMethylBenzidin (TMB));
Fluka/Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) were pipetted

into each well. Colour development was allowed for 10 min
and the reaction was then stopped by adding 100 pl of a
1 M phosphoric acid solution. The absorbance at 450 nm
was measured using an ELISA reader (Expert 96, Asys
Hitech GmbH, Eugendorf, Austria).

The ELISA cut-off value of 18%, which served as
threshold between the positive and the negative serum
samples, was determined as the mean value of percentage
positivity (PP) obtained with 50 samples from a non-
endemic area (slaughterhouse in Germany) plus two
standard deviations. The PP value of each serum sample
was computed as follows:

(average of the OD of the test sample — OD of the buffer) / (average of the OD of the positive control — OD of the buffer) x 100

Competitive ELISA

The cELISA was carried out as described before (Renneker
et al. 2008). Antigen (rTaSP) was diluted to 1 pg/ml in
carbonate—bicarbonate buffer (pH 9.6). A total of 100 pl
was pipetted into each well, and the plates (Nunc Maxisorp,
Nunc, Glostrup, Denmark) were incubated overnight at
room temperature in a humid chamber. All subsequent
incubations were for 1 h at room temperature on an orbital
shaker, and all reagents were applied at a volume of 100 pl

per well. The washing buffer was 0.01 M PBS (pH 7.2)
containing 0.5% (v/v) Tween 20 (PBST/0.5%). Each
washing step consisted of three dispensing/aspirating cycles
using an automated ELISA washer (Bio-Tek ELx405,
Bio-Tek Instruments GmbH, Bad Friedrichhall, Germany).
After coating and incubating overnight, the plates were
washed with PBS and then blocked for 2 h with PBS plus
0.1% Tween (PBST/0.1%) containing 2% (w/v) casein. The
plates were then washed with PBST/0.5% and test and
control sera, diluted 1:10 in PBST/0.1% plus 1% (w/v)
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casein, applied to the wells in duplicate and two wells,
which received only secondary antibody, and were used as
conjugate control. Monoclonal antibody 1C7 was added to
the wells at a dilution of 1:800 in PBST/0.1%/1% casein
followed by a wash step and application of secondary
antibody (HRPO-labelled goat anti mouse antibody,
Dianova, Hamburg, Germany) diluted 1:4,000 in PBST/
0.1%/1% casein. Next, the plates were washed three times
with soaking cycles for 5 min in between, and 100 pl of

substrate chromogen solution (H,O,, TMB) was then
pipetted into each well and the plates put into a humid
chamber for colour development. The reaction was stopped
after 10 min by adding 100 pl of 1 N H,SO,. Absorbance
was measured at 450 nm using an ELISA reader (Expert
96, Asys Hitech GmbH, Eugendorf, Austria). The optical
density values obtained were expressed as percentage
inhibition (PI) of the negative control and calculated as
follows:

[1 — (average of the OD of the test sample — OD of the buffer)/(average of the OD of the negative control — OD of the buffer)]

x 100

The cut-off value of 17.5% inhibition was set using 50
sera from uninfected cattle (Bad Bramstedt slaughterhouse,
Germany) and was determined as the mean PI value
obtained plus two standard deviations.

Statistical analysis
To accurately assess sensitivity, specificity, positive and

negative predictive values as well as the correlation
between indirect and cELISA, Microsoft Excel (version

2002) and Statistica by StatSoft Europe (version 8.2) were
used.

Results

The present study was carried out to examine the suitability of
the cELISA in the field, and for this purpose, 230 randomly
collected field sera from three different governorates (Erbil,
Dohuk and Sulaimaniya) in Kurdistan Region, Iraq were

Table 1 Comparison of indirect
TaSP ELISA and cELISA on
230 field samples

Reference Test Total

Indirect ELISA

Positive Negative
Competitive ELISA Positive 176 (76.5%) 10 (4.3%) 186 (80.9%)
Negative 33 (14.3%) 11 (4.8%) 44 (19.1%)
Total 209 (90.9%) 21 (9.1%) 230 (100%)
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Table 2 Results obtained with the two tests in the three different governorates in Iraq

Governorate Prevalence indirect ELISA

Prevalence competitive ELISA

Positive predictive value cELISA

Erbil (n=80)

Dohuk (n=80)
Sulaimaniya (n=70)

all three areas (n=230)

92.5% (74/80)
85% (68/80)

95.7% (67/70)

90.9% (209/230)

85% (68/80)

67.5% (54/80)
90% (63/70)

80.9% (186/230)

95.60% (65/68)
92.70% (51/55)
95.20% (60/63)
94.60% (176/186)

investigated for the presence of parasite-specific antibodies by
indirect and cELISA. On a case to case comparison, the
correlation (r=0.556) between both tests was statistically
significant with p<0.5x107"° (Fig. 2).

Regarding the detection of samples positive for the
presence of antibodies against TaSP protein of 7. annulata,
the cELISA determined 186 out of 230 samples to be
positive (80.9%), whereas the indirect ELISA detected 209
positive samples out of 230 (90.9%). Accordingly, more
sera were determined as being negative by the cELISA (44/
230=19.1%) than by the indirect ELISA (21/230=9.1%;
Table 1).

Using the indirect ELISA as the reference test, the
calculated values for sensitivity and specificity of the cELISA
were 84.2% (176/209) and 52.4% (11/21), respectively. Given
a determined prevalence of 90.9% (209/230), the positive
predictive value was 94.6% (176/186).

Of the 230 serum samples collected in total, 80 samples
each were taken from cattle in Erbil and Dohuk governorates
and 70 samples were collected from animals in Sulaimaniya
governorate. Table 2 and Fig. 3 show the results obtained
with the two tests in the different regions. Regarding the
serum samples from Erbil, the prevalence using cELISA for
this region was 92.5% (74/80), resulting in a positive
predictive value of 95.6%. Performing the same calculations
for Dohuk, the prevalence for 7. annulata in this governorate

Fig. 3 Prevalence of 7. annulata 120 -
infection as determined by

indirect and competitive TaSP
ELISA in the three governorates 100 4
in Iraq

110 -

90 -
80 -
70 ~
60 -

Prevalence (%)

50 A
40
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20
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Erbil

was 85% (68/80), while the positive predictive value was
calculated to be 92.7%. Looking at the 70 samples taken
from cattle near Sulaimaniya, the prevalence was 95.7%
(67/70), and the positive predictive value was calculated
to be 95.2%.

Discussion

Due to the economic importance of tropical theileriosis in the
regions where the disease is endemic, a reliable and specific
diagnostic assay for the detection of 7 annulata infection is
needed to screen subclinically infected and carrier animals
for epidemilogical surveys and the implementation of control
programmes, including use of attenuated vaccines.
Different methods have been developed and utilised to
date for the diagnosis of tropical theileriosis, including PCR
(d’Oliveira et al. 1995), reverse line blot (RLB) (Gubbels et
al. 1999), IFAT (Burridge et al. 1974) and indirect ELISA
(Bakheit et al. 2004; Salih et al. 2005a,b, 2007a,b; Seitzer
et al. 2007). All these assays allow the detection of
T annulata-infected cattle, whereby PCR and RLB have
limitations to some extent in being expensive and requiring
a good degree of expertise, whereas IFAT is knowingly
restricted due to a subjective interpretation, low throughput
and inherent cross-reactivity problems. Among these

Mindirect ELISA
O competitive ELISA

Dohuk Sulaimaniya all three areas
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diagnostic approaches, the ELISA system is regarded as
being most suitable for large-scale epidemiological and
monitoring studies because it has been proven to be
economical, reliable, easily standardised and a high-
throughput method.

The indirect ELISA for the diagnosis of tropical
theileriosis caused by T. annulata infection was developed
on the basis of an immunogenic antigen (TaSP) and showed
a high sensitivity (99.1%) and specificity compared to
IFAT, making it a very promising assay for epidemiological
surveys. Some cross-reactivity was observed with serum
from animals experimentally infected with 7. parva and
Trypanosoma; thus, a cELISA was developed to overcome
these specificity problems (Renneker et al. 2008).

In the present study, the cELISA was compared to the
indirect ELISA using field samples collected from an
endemic region in Iraq in order to analyse the suitability
of the cELISA for use in epidemiological surveys.

In the comparison using the indirect ELISA as the
reference, both the sensitivity and specificity of the
cELISA were lower (52.4% and 84.2%, respectively).
These differences can be plausibly explained by two
properties inherent to the two tests. Firstly, because the
prevalence for other hemo-parasites (Babesia, Anaplasma,
and Trypanosoma) in cattle is high in Iraq (Leiper 1957),
the indirect ELISA may have detected false positive
samples due to cross-reactivity, as shown before for
T parva and Trypanosoma infection. In that case, the
cELISA would be the test delivering more reliable results,
as the negative samples would be representing true negative
samples. Secondly, regarding the cELISA, only one epitope
of the TaSP antigen is bound by the monoclonal antibody,
but since the TaSP antigen is polymorphic, it may well be
that infection by some strains is not detected by this system,
resulting in false negative results. Further efforts are
necessary to clarify this point, leading to the improvement
of the cELISA.

The prevalence calculated from results of the indirect
and the cELISA was 90.9% and 80.9%, respectively, having
tested 230 sera altogether. Al-Barwary (2007) tested the
same samples plus some additional ones from the three
governorates by microscopic examination of Giemsa-
stained blood smears and observed 56.9% positive cases
among 299 cattle in the region. Al-Saeed (2009) also
investigated the same 299 samples by PCR resulting in a
prevalence of 68.6%. Regarding these differences, the
prevalence of 7. annulata infection was highest when
examining the samples by ELISA, which is due to the
detection of antibodies being independent of the presence
of the parasite itself. Accordingly, the prevalence regarding
microscopic examination (56.9%) and PCR technique
(68.6%) is lower, as the direct detection of the parasite or
parasite DNA may not be possible in asymptomatic carrier
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animals. This comparison shows again the ELISA
technique being most suitable for identification of long
term-infected carrier animals.

Regarding the findings according to the three governorates,
it could be shown that the prevalence for 7 annulata infection
is lowest (85%) in the north of the Kurdistan region (Dohuk),
whereas it is increased in Erbil (92.5%), placed in the middle
of the Kurdistan region and reaching the highest value
(95.7%) in sera from the south of the Kurdistan region
(Sulaimaniya). This distribution represents the migration
activities of the past 20 years, as there were hardly any cases
of tropical theileriosis in the north of Kurdistan prior to this
time. Reasons for the migration of cattle are founded in
trade. The animals are moved from south to north of Iraq,
since the prices for cattle are considerably higher in the
north.

Taken together, the cELISA is suitable for the detection
of antibodies against TaSP in serum of cattle under field
conditions. However, further validation experiments with
interlaboratory comparison and extended serum numbers
including a set of known positive and known negative sera
should be taken into consideration for global use of the test.
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5 DISKUSSION

Das Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen war es, einen
kompetitiven ELISA auf der Basis des rekombinanten Oberflachenproteins TaSP
(Schnittger et al., 2002) und des monoklonalen Antikoérpers 1C7 (Shiels et al., 1986a)
zu entwickeln, um zirkulierende Antikérper im Serum von T. annulata-infizierten
Rindern nachzuweisen. Der Test sollte zuverldssig und spezifisch sein und sich
insbesondere dafir eignen, persistent infizierte, klinisch inapparente Tiere zu
identifizieren. Anhand der Ergebnisse des cELISA sollte es mdoglich sein, die
epidemiologische Situation in bestimmten geographischen Gebieten einzuschatzen,
um anschlieend KontrollmaRnahmen einschlie3lich der Anwendung attenuierter
Vakzinen durchfuhren zu kénnen.

Verschiedene Methoden wie PCR (d’'Oliveira et al., 1995), RLB (Gubbels et al.,
1999), IFAT (Burridge et al., 1974) und indirekter ELISA (Bakheit et al., 2004; Salih et
al., 2005a, b, 2007a,b; Seitzer et al., 2007) sind fur die Diagnostik von Tropischer
Theileriose entwickelt und verwendet worden. Alle genannten Tests erlauben den
Nachweis einer Infektion mit T. annulata, haben jedoch unterschiedliche Nachteile
hinsichtlich Kosten, Durchfuhrbarkeit, subjektiver Interpretation, geringem Durchlauf
oder Kreuzreaktivitaten. Fur grof3 angelegte epidemiologische Untersuchungen hat
sich das System des ELISA als am besten geeignet erwiesen, denn es ist
O0konomisch, verlasslich, einfach durchzufihren und zu standardisieren und erlaubt
einen hohen Durchsatz in kurzer Zeit.

Ein indirekter ELISA fir die Diagnose der Tropischen Theileriose ist von Bakheit et
al. (2004) auf der Basis des immunreaktiven Proteins TaSP entwickelt worden, das
auf der Membran des Makroschizonten von T. annulata-infizierten Zellen exprimiert
wird (Schnittger et al., 2002). Der Test wurde mit einer grof3en Anzahl von Feld-
Seren validiert (Salih et al., 2005a, b, 2007a, b; Seitzer et al., 2007) und wies,
bezogen auf Ergebnisse im Vergleich mit IFAT, eine Sensitivitdt von 99,1% und eine
Spezifitat von 90,47% auf, womit er vielversprechend hinsichtlich der Durchflihrung
epidemiologischer Studien erschien. Der indirekte ELISA zeigte jedoch
Kreuzreaktivitaten mit Trypanosoma brucei (8/12 = 66,6%) und vor allem mit T. parva
(19/20 = 95%), weshalb ein kompetitiver ELISA entwickelt werden sollte. Dieser Test
kann die Spezifitatt des Nachweises von Antikérpern erhdhen, indem ein

monoklonaler Antikdrper kompetitiv zur Bindung eines Epitops am Antigen eingesetzt
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wird (Knowles et al.,, 1993). Der fur die Etablierung des cELISA verwendete
monoklonale Antikérper 1C7 wurde von Shiels et al. (1986a) generiert und von
Schneider et al. (2004 und 2007) verwendet, um die Membran von Schizonten in T.
annulata-infizierten Zellen zu markieren.

Um nun 1C7 fur den cELISA verwenden zu kdnnen, musste im Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden, ob er selektiv an rekombinantes und natives TaSP bindet, was in
verschiedenen Experimenten verifiziert werden konnte. So wurde gezeigt, dass anti-
TaSP Antiserum aus dem Kaninchen mit dem 1C7 Antikdrper um die Bindung an
TaSP konkurriert (Zytozentrifugenpraparate und Blockierungs-ELISA) und dass ein
Protein, welches mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers 1C7 immunprazipitiert
wurde, durch die Detektion mit anti-TaSP Antiserum im Western Blot als TaSP
identifiziert wurde. Ein GFP-Konstrukt, das die polymorphe Region des TaSP enthélt,
wurde in COS-7 Zellen transfiziert und TaSP konnte in den transfizierten Zellen mit
Hilfe des 1C7 nachgewiesen werden. All diese Ergebnisse wiesen auf eine selektive
Bindung des 1C7 Antikorpers an TaSP hin.

Ein weiteres Kriterium fur den Einsatz eines monoklonalen Antikoérpers in der
Entwicklung eines cELISA ist die Erkennung eines Epitops, welches in mdglichst
vielen Erregerisolaten konserviert ist. Dazu wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit
dem 1C7 Antikdrper an T. annulata-infizierten Zelllinien durchgefiihrt, die aus
unterschiedlichen geographischen Regionen stammten. Obwohl in der Mehrheit der
infizierten Zelllinien (T.a. Ankara 288, T.a. Ankara 2006, T.a. Ankara 1272,
T.a. Ankara 285, T.a. Hissar/Indien 2006 und T.a. Marokko 2006) durch
Immunfluoreszenzfarbung mit dem monoklonalen Antikérper 1C7 ein positives Signal
erzeugt wurde, gab es dennoch zwei Isolate, die nicht mit dem 1C7 reagierten (T.a.
Tunis 429 und T.a. Jordanien), was durch den Polymorphismus des TaSP zu
erklaren ist. Somit erkennt der mAk 1C7 ein Epitop auf dem TaSP-Antigen, welches
nicht zu 100% konserviert ist, aber in der Uberwiegenden Anzahl der untersuchten
Isolate vorhanden war.

Nachdem nun der 1C7 in Bezug auf die Entwicklung eines cELISA fiir geeignet
befunden wurde, sind die optimalen Bedingungen fiir die einzelnen Reaktionspartner
ermittelt worden. Die Grenze (,cut-off’) zwischen positiven und negativen Seren
wurde dann mittels 50 negativer Seren aus Deutschland errechnet und lag bei
17,5%. Es sind 33 Seren von experimentell mit T. annulata infizierten Rindern mit

dem CcELISA getestet worden, von denen lediglich zwei als negativ eingestuft
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wurden. Diese beiden Seren wurden eine bzw. zwei Wochen p.i. enthommen, was
hinsichtlich der Bildung von Antikdrpern und damit fir deren Nachweis bei diesen
Tieren wahrscheinlich zu frih war. Andererseits gab es drei Tiere, deren Seren
bereits eine Woche p.i. eine positive Reaktion im cELISA zeigten. Wenn in
Einzelféllen, wie z.B. in Randgebieten endemischer Regionen, das Testergebnis von
essentieller Bedeutung ist (TOotung von infizierten Tieren in einem sehr kleinen
Bestand / Entscheidung fir eine Impfung des kompletten Bestandes), sollte zur
Bestatigung entweder ein anderer Test (z.B. PCR) durchgefiihrt werden oder eine
zweite Serumprobe zwei bis vier Wochen nach der ersten entnommen und im
CELISA untersucht werden (,gepaarte Serumprobe’), um mit Sicherheit sagen zu
konnen, dass es sich um ein (nicht)-infiziertes Tier handelt. Neben der Uberpriifung,
ab wann anti-TaSP Antikdrper in experimentell infizierten Tieren auftreten, sollten
aulRerdem Experimente durchgefiihrt werden, die zeigen, wie lange Antikérper gegen
TaSP im Serum von Rindern nachweisbar sind. Diese Ermittlungen kénnen fur eine
bessere Einschéatzung einer epidemiologischen Situation nach Testung der Tiere mit
dem cELISA relevant sein.

Falsch positive Ergebnisse sind im cELISA bei Seren von experimentell infizierten
Tieren nicht beobachtet worden. So haben Seren von Tieren, die mit T. parva (3),
T. mutans (1), Babesia bovis (1), Babesia bigemina (1), Anaplasma marginale (1)
und Trypanosoma brucei (1) infiziert wurden, keine Reaktion im cELISA gezeigt.
Damit war das Problem der unerwiinschten Kreuzreaktivitaten, die im indirekten
ELISA beobachtet worden sind, zumindest beziglich der untersuchten Erreger
beseitigt. Somit wiirde der cELISA in Gebieten, in denen eine Infektion mit anderen
Pathogenen wahrscheinlich ist, hochspezifische Ergebnisse liefern. Allerdings flhrt
eine Erh6hung der Spezifitat eines Tests auch immer zu einer Erniedrigung der
Sensitivitat (und umgekehrt), was bei einem Vergleich von 133 Feldseren aus dem
Sudan zu beobachten war. So konnten eine Spezifitat von 100% und eine
Sensitivitat von 77,4% im Vergleich zum indirekten ELISA ermittelt werden, der
seinerseits mit Ergebnissen des IFAT verglichen wurde und eine Spezifitat von
90,47% bei einer Sensitivitdt von 99,1% aufwies. Zahlreiche Seren (27/133), die
sowohl im indirekten ELISA als auch im IFAT positiv waren, reagierten negativ im
CELISA, was wieder mit der genetischen Variabilitat des TaSP zusammenhangen

konnte.
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Bei der Validierung des cELISA mit 230 Seren aus Kurdistan, Irak mit dem indirekten
ELISA als Referenz-Test konnte eine Sensitivitat von 82,4% und eine Spezifitat von
52,4% ermittelt werden. Diese fur einen Test relativ geringen Werte hinsichtlich
Sensitivitat und Spezifitat lassen sich aber durch unterschiedliche Eigenschaften der
beiden Tests plausibel erklaren: Zum einen ist die Pravalenz fir andere
Hamoparasiten wie z.B. Babesia bigemina und Anaplasma marginale bei Rindern im
Irak sehr hoch (Leiper, 1957), womit mdoglich ist, dass der indirekte ELISA einige
Seren als falsch positiv klassifiziert hat, wie schon in vorangegangenen Studien fur
T. parva und Trypanosoma brucei gezeigt wurde. In diesen Fallen entsprachen die
Ergebnisse des cELISA eher der tatsachlichen Situation, so dass die in Bezug auf
den indirekten ELISA als falsch negativ eingestuften Seren in der Realitat richtig
negativ waren. Zum anderen wird im kompetitiven System lediglich ein Epitop des
TaSP von 1C7 erkannt. Da die Mdglichkeit besteht, dass eine T. annulata-Infektion
mit einem Isolat erfolgte, das dieses Epitop nicht exprimiert, konnten dagegen auch
keine Antikorper im infizierten Tier gebildet werden. Demzufolge kann auch keine
Inhibierung der Bindung von 1C7 erfolgen, was sich dann in einem falsch negativen
Ergebnis niederschlagt. Dass 1C7 ein Epitop erkennt, welches nicht von allen
T. annulata Isolaten exprimiert wird, wurde auch von Shiels et al. (1986b) in friiheren
Studien festgestellt, in denen der mAk 1C7 mit T. annulata-infizierten Zelllinien aus
dem Sudan und dem Iran unterschiedlich reagierte.

Weitere Untersuchungen in Bezug auf das von 1C7 detektierte Epitop sowie die
Charakterisierung der unterschiedlichen genetischen Varianten des TaSP sollten
durchgefuihrt werden, um einerseits genaue Informationen Uber die Bindungsstelle
des 1C7 innerhalb des TaSP zu erlangen und andererseits auf der Basis der vom
1C7 nicht erkannten Varianten des TaSP gezielt weitere mAk zu generieren, mit Hilfe
derer dann ein optimierter cELISA entwickelt werden kénnte.

Bezuglich der Pravalenz, welche fur die 230 Seren aus dem Irak sowohl aufgrund
der Testergebnisse des indirekten als auch des kompetitiven ELISA errechnet
wurde, hat sich ein Wert von 90,9% respektive 80,9% ergeben. Al-Barwary (2007)
hat dieselben Seren und einige zusatzliche (insgesamt 299) mittels Giemsa-Farbung
untersucht und eine Préavalenz von 56,9% ermittelt. Al-Saeed (2009) hat diese 299
Seren ebenfalls getestet und mit Hilfe der PCR eine Pravalenz von 68,6% bestimmt.
Bei Betrachtung dieser Ergebnisse kann festgestellt werden, dass der ELISA die

hochsten Werte flr die Pravalenz einer Infektion mit T. annulata ergab, was in der
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Tatsache begrindet ist, dass dieses Testsystem Antikorper detektiert, die ihrerseits
nicht an das Vorhandensein des Parasiten gebunden sind. Dementsprechend fiel
das Ergebnis fur die Préavalenz ermittelt durch Mikroskopie (56,9%) und PCR
(68,6%) geringer aus, da diese Methoden den Parasiten selbst bzw. dessen DNA
detektieren, was in persistent infizierten oder subklinisch erkrankten Tieren haufig
nicht moglich ist und erneut bestétigt, dass die Diagnostik mittels ELISA fur die
Untersuchung solcher Tiere und damit fur die Durchfiihrung epidemiologischer

Studien am Besten geeignet ist.
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6 AUSBLICK

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
zeigen, dass der neuetablierte cELISA geeignet ist, AntikGrper gegen das
immunreaktive Oberflachenprotein TaSP (Schnittger et al., 2002) von T. annulata im
Serum von Rindern unter Feldbedingungen nachzuweisen. Dennoch sollte in
Erwégung gezogen werden, weitere Studien zur Validierung durchzufihren, um den
Test fur epidemiologische Erhebungen einsetzen zu kdénnen. Dazu zahlt in erster
Linie die Untersuchung einer grél3eren Anzahl von Feldseren inklusive einer Reihe
von sicher positiven und sicher negativen Seren, welche in verschiedenen
Laboratorien durchgefuhrt werden sollte (,interlaboratory comparison’). Weiterhin
sollte Uberpruft werden, ab wann und wie lange Antikdrper gegen TaSP im Serum
von Rindern nachweisbar sind, um die epidemiologische Situation nach Testung der
Seren mit dem cELISA besser einschéatzen zu kénnen.

Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchungen verschiedener Isolate von
T. annulata in infizierten Zelllinien durch Immunfluoreszenzfarbung mit dem
monoklonalen Antikdrper 1C7 und die relativ geringe Sensitivitdt des cELISA im
Vergleich zum indirekten ELISA, so kann geschlussfolgert werden, dass die Bindung
eines monoklonalen Antikorpers durch spezifische Serum-Antikdrper gegen andere
Genotypen des TaSP nicht inhibiert werden kann. Um T. annulata-infizierte Tiere mit
einer hohen Sensitivitdt bei ebenfalls hoher Spezifitdt diagnostizieren zu kénnen,
sollten Untersuchungen in Bezug auf das von 1C7 detektierte Epitop sowie die
Charakterisierung der unterschiedlichen genetischen Varianten des TaSP
vorgenommen werden. Einerseits konnten dadurch genauere Informationen tber die
Bindungsstelle des 1C7 innerhalb des TaSP Proteins erlangt werden, andererseits
ware es moglich, auf der Basis der von 1C7 nicht erkannten Formen des TaSP
weitere monoklonale Antikérper zu generieren, welche andere genetische Varianten
des TaSP detektieren. Somit konnte die Bindung der monoklonalen Antikorper durch
Antikdrper aus dem Serum infizierter Tiere vollstandig inhibiert werden, so dass das
Auftreten falsch negativer Ergebnisse minimiert wirde.

Mit zusatzlichen mAks und dem 1C7 konnte in der Zukunft ein ,Catchall Diagnostic
Assay’ im Format eines hochspezifischen und -sensitiven cELISA entwickelt werden,
der fur epidemiologische Studien und Kontrollprogramme in Regionen einsetzbar

ware, wo Tropische Theileriose endemisch ist.
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In Gebieten, in denen das Vorkommen der Theileriose in naher Zukunft in Form einer

neuauftretenden Erkrankung (,emerging disease’) mdglich wére sowie in T. annulata-

freien Gebieten kénnte der Test als Diagnostikum zur Uberwachung dieses Status

dienlich sein.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Tropische Theileriose ist eine durch das Protozoon Theileria annulata verursachte,
mitunter tédlich verlaufende Erkrankung bei Rindern in den Tropen und Subtropen,
die fur massive wirtschaftliche Schaden verantwortlich ist. Fir den Nachweis von
Infektionen im Rahmen epidemiologischer Untersuchungen hat sich generell der
Einsatz eines ELISA besonders bewahrt, da er einfach durchzufiihren,
automatisierbar, kostengunstig und fir Massenuntersuchungen geeignet ist.

Der von Bakheit et al. (2004) entwickelte indirekte ELISA fur den Nachweis einer
Infektion mit T. annulata operiert bei guter Sensitivitat und Spezifitat im Vergleich mit
dem IFAT. Da dieser Test jedoch Kreuzreaktivitaten mit Trypanosoma und T. parva
aufwies, ist im Rahmen dieser Arbeit ein cELISA entwickelt worden, um die Spezifitat
zu erhdhen. Dazu wurde der mAk 1C7 verwendet, der selektiv an das immunreaktive
Protein TaSP bindet, was in verschiedenen Zellkultur- und proteinbiochemischen
Experimenten verifiziert werden konnte. Untersuchungen mit Seren experimentell
infizierter Tiere haben ergeben, dass der cELISA in der Lage ist, AntikGrper im
Serum von T.annulata- infizierten Rindern spezifisch zu detektieren.
Kreuzreaktivitaten mit Antikdrpern in Seren von Tieren, die mit anderen, z.T. eng mit
T. annulata verwandten Erregern experimentell infiziert waren, wurden nicht
beobachtet. In Studien mit Feldseren lieferte der cELISA unterschiedliche Ergebnisse
in Bezug auf die Sensitivitat (Sudan: 77,4%; Irak: 84,2%) und die Spezifitat (Sudan:
100%; Irak: 52,4%) im Vergleich mit dem indirekten ELISA. Einerseits beruhen die
Unterschiede der Testergebnisse auf der Tatsache, dass der monoklonale Antikorper
1C7 lediglich ein Epitop des polymorphen TaSP detektiert. Da die Moglichkeit
besteht, dass eine T. annulata-Infektion mit einem Isolat erfolgte, das dieses Epitop
nicht besitzt, kbnnen dagegen auch keine Antikdrper im infizierten Tier gebildet
werden. Demzufolge ist auch keine Inhibierung der Bindung von 1C7 mdglich. Somit
sind mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit falsch negative Ergebnisse mit dem
CELISA produziert worden, woraus eine im Vergleich zum indirekten ELISA geringere
Sensitivitat resultieren kann. Andererseits, wie auch in vorangegangenen Studien
gezeigt, lieferte der indirekte ELISA eventuell falsch positive Resultate mit Seren, die
Antikdper gegen Proteine anderer Hamoparasiten enthielten. Durch das mdgliche
Auftreten solcher Kreuzreaktionen wére ebenfalls die geringere Sensitivitdt des
CELISA im Vergleich zum indirekten ELISA zu erklaren.
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Insgesamt ist der cELISA gut geeignet, um Antikérper im Serum von T. annulata-
infizierten Rindern zu detektieren, sollte aber durch weitere Untersuchungen
eingehender validiert werden, um den Test in Zukunft fir epidemiologische Zwecke
nutzen zu kdnnen.

Eine Weiterentwicklung des cELISA zur Erh6hung der Sensitivitat bei ebenfalls hoher
Spezifitdt konnte in zuklnftigen Studien durch die Entwicklung und den Einsatz
weiterer monoklonaler Antikérper, welche andere genetische Varianten des TaSP als

der 1C7 erkennen, realisiert werden.
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8 SUMMARY

Tropical Theileriosis is caused by the protozoan parasite Theileria annulata which
can lead to fatal disease in cattle in tropical and subtropical regions of the world and
is responsible for massive economical losses. For detection of the infection in the
framework of epidemiological studies an ELISA is regarded to be most suitable being
easy to perform, automated, economic and appropriate for large scale sampling.
Previously, an indirect ELISA for detection of T.annulata infection had been
developed, which gave satisfactory sensitivity and specificity compared to IFAT
(Bakheit et al., 2004) but showed cross-reactivity with Trypanosoma und T. parva.
Thus, in this work, a cELISA based on this indirect ELISA has been developed to
increase specificity using the monoclonal antibody (mAb) 1C7. This antibody was
shown to selectively bind the immunoreactive protein TaSP, as confirmed in various
experimental approaches. Experiments with sera from experimentally infected
animals showed that the cELISA is able to reliably detect only T. annulata infection
as shown by the examination of sera from animals experimentally infected with the
different parasite species and genera included in the study, thus eliminating the
problem of cross-reactivity.

In investigations of field sera the cELISA provided different results regarding
sensitivity (Sudan: 77.4%; Iraq: 84.2%) and specificity (Sudan: 100%; Iraq: 52.4%)
compared to indirect ELISA. These different results could be explained by the fact
that the monoclonal antibody recognizes only one epitope of the polymorphic TaSP.
Since it is possible that a T. annulata isolate which does not express this epitope in
TaSP has infected an animal, antibodies against this epitope are not generated and
thus inhibition of 1C7-binding does not occur. Therefore false negative results might
have been produced at a certain probability in comparison to the indirect ELISA,
leading to a lower sensitivity. On the other hand, as it was shown in previous studies,
the indirect ELISA might have produced false positive results due to cross-reactivity
of antibodies against other parasites, also leading to a lower sensitivity in comparing
the two tests.

Taken together, the cELISA is suitable for detection of specific antibodies in sera of
T. annulata-infected cattle but the test should be further validated for possible usage

in epidemiological investigations in the future.
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An advancement of the cELISA to increase sensitivity at a stable specificity might be
realized in future experiments through development and application of other
monoclonal antibodies recognizing different genetic variants of TaSP than 1C7 does.
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