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I. Einleitung und Problemstellung

I. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Infektionen mit Piroplasmen bei Haus- und Wildfeliden wurden bisher in Afrika, Asien,
Amerika und in Europa, auch in Deutschland, beschrieben (Moik und Gothe, 1997, Wagner,
1975, 1976). Derzeit werden 6 Arten unterschieden, und zwar 4 morphologisch ,kleine*
Spezies, Babesia felis, Babesia cati, Babesia leo und Cytauxzoon felis sowie 2 ,,grof3e* Arten,
Babesia pantherae und Babesia herpailuri. Die Taxonomie der Katzenbabesien ist jedoch
aufgrund mangelnder Daten noch sehr unklar und umstritten. Kenntnisse iiber Vorkommen,
geographische Verbreitung, Wirtsspektrum und Ubertragung der felinen Piroplasmen sind,

mit Ausnahme von C. felis, sehr lickenhaft oder fehlen vollstdndig.

In der Republik Siidafrika besitzt die Babesiose bei Hauskatzen grofle veterindirmedizinische
Bedeutung. Es sind zahlreiche Félle von Infektionen mit kleinen Babesien belegt, und in den
Kiistengebieten des Landes, die als endemischen Regionen gelten, stellt die Babesiose eine
der Haupttodesursachen bei Katzen dar (Potgieter et al., 1981). Dennoch sind die Kenntnisse
iiber die dort vorkommenden Erreger sehr liickenhaft und beruhen im wesentlichen auf
Fallbeschreibungen mit Darstellung klinischer Erscheinungen, auf einer Befragung von
Tierdrzten und auf einzelnen Studien zur Wirksamkeit einiger Therapeutika (Futter und
Belonje, 1980, 1981, Potgieter, 1981, Jacobson et al., 2000, Penzhorn et al., 2000, Schoeman
et al, 2001). Die Diagnose einer felinen Babesiose basiert derzeit auf dem
lichtmikroskopischen Nachweis kleiner intraerythrozytirer Piroplasmen im gefdrbten
Blutausstrich. Die Erreger bei Hauskatzen in Siidafrika werden dabei aufgrund ihrer
Morphologie der Art B. felis zugeordnet. Gerade bei kleinen Piroplasmen konnen Arten aber
anhand ihrer Morphologie nur unzureichend differenziert werden und das tatsdchliche
Artenspektrum der Babesien bei Hauskatzen ist unbekannt. Zudem fehlen Kenntnisse iiber die
Hiufigkeit der Infektion bei Katzen ebenso wie Informationen {iber alle wichtigen
epidemiologischen Zusammenhinge zwischen Krankheitserreger, Katze und Ubertriiger, so

dass hier ein groBBer Forschungsbedarf besteht.

In der vorliegenden Arbeit sollten daher Katzen in einem fiir Babesien als endemisch
geltenden Gebiet in Stidafrika untersucht werden, um Informationen iiber das Spektrum
beteiligter Arten zu erhalten. Bei Katzen aus dem Patientengut einer Kleintierklinik in Port
Elizabeth sollte zudem die Befallsrate mit Babesien ermittelt werden. Daher wurden bei von

dort stammenden felinen Piroplasmen zwei verschiedene rDNA-Abschnitte, die 18S-rDNA

1



I. Einleitung und Problemstellung

und die Region der Internen Transkribierten Spacer (ITS) mit molekularbiologischen
Methoden charakterisiert und zur Aufklirung des Artenspektrums phylogenetischen Analysen
unterzogen. Basierend auf den erhaltenen Sequenzinformationen wurde eine Real-time PCR-
Methode zum Nachweis von B. felis entwickelt und validiert. Bei einer Untersuchung von 206
Katzen auf Babesieninfektionen, wurden die Ergebnisse der Real-time PCR mit den
Ergebnissen der Untersuchung von gefdrbten Blutausstrichen und eines indirekten

Immunfluoreszenzantikdrpertests (IFAT) verglichen.



II. Literaturibersicht

II. LITERATURUBERSICHT

A Allgemeines zu den Piroplasmen

Piroplasmen sind pleomorphe, vor allem intraerythrozytér parasitierende Protozoen, die dem
Stamm der Apicomplexa angehdren und, durch Zecken iibertragen, bei einem grof3en
Spektrum an Wirbeltieren oft tddlich verlaufende Krankheiten verursachen (Levine, 1988).
Die Parasiten besitzen einen komplexen Entwicklungszyklus mit Vermehrungsstadien im
Saugerwirt und in der Ubertrigerzecke (Mehlhorn und Schein, 1984). AuBerdem zeigen die
Erreger eine ausgeprigte Wirtsspezifitdt. Derzeit werden die Piroplasmen in zwei Gruppen
eingeteilt, ndmlich in die Familie Babesiidae Poche, 1913, zuerst entdeckt von Babes, 1888

beim Rind und die Familie Theileriidae du Toit, 1918 (Levine, 1988).

Die traditionelle und derzeit akzeptierte systematische Klassifizierung der Piroplasmen in die
beiden Familien basiert primér auf morphologischen Eigenschaften und Unterschieden in der
Entwicklung im Sduger- sowie im Zeckenwirt. Im Allgemeinen sind die intraerythrozytiren
Stadien der Theilerien kleiner als 1 pm und gelegentlich bis zu 2 pm grof3, wohingegen die
Babesien meist groBer als 1-2 um sind. Wéhrend Babesien sich ausschlieBlich in den
Erythrozyten des Sdugerwirts vermehren, weisen Mitglieder der Familie Theileriidae
zusétzlich ein prierythrozytires Entwicklungsstadium in anderen, somatischen Zellen ihres
Sdugerwirts auf. Bei der Gattung Theileria findet diese Vermehrungsphase in lymphatischen
Zellen statt. Als weiteres Unterscheidungskriterium wurde die Entwicklung im Zeckenvektor
herangezogen (Mehlhorn und Schein, 1998). So erfolgt die Erregerweitergabe in den Zecken
bei den Babesien sowohl transstadial als auch transovarial, d. h. nicht nur von einem
Entwicklungsstadium der Zecke auf das nichste, sondern auch iiber die Eier der Zecken auf
die nidchste Generation. Bei den Theilerien existiert nur die transstadiale Weitergabe des
Erregers. Eine Zuordnung der Piroplasmen zu einer der beiden Gruppen nach den genannten
morphologischen und biologischen Merkmalen ist jedoch hdufig problematisch, da bei den
meisten Arten der Entwicklungszyklus nicht vollstdndig bekannt ist. Die Zeckenvektoren sind
nur flir wenige Piroplasmenarten nachgewiesen und Untersuchungen zur Entwicklung in der
Zecke fehlen in der Regel. Daher ist bei einigen Arten die taxonomische Stellung innerhalb
der Piroplasmen unsicher und wird kontrovers diskutiert. Dies gilt vor allem fiir einige Arten

mit morphologisch kleinen, unter 3 pm grofen Stadien in den Erythrozyten, die bislang zu
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den Babesien zdhlen. So wurde 7. equi frither zu den Babesien eingeordnet, nach der
Entdeckung von prierythrozytiren Stadien in Lymphozyten und dem Nachweis einer
ausschlieBlich transstadialen Erregerweitergabe heute aber zu den Theilerien eingruppiert
(Mehlhorn und Schein, 1998). Bei B. microti wurden ebenfalls Vermehrungsstadien in
Lymphozyten beschrieben (Mehlhorn et al., 1986) und eine transovariale Weitergabe der
Erreger in der Zecke bisher nicht nachgewiesen, so dass die taxonomische Eingliederung bei

den Babesien umstritten ist.

Molekularbiologische Techniken mit genotypischen Charakterisierungen der Arten bieten
eine wertvolle Alternative zur Aufdeckung phylogenetischer Beziehungen und taxonomischer
Einheiten. Die rDNA erwies sich dabei als geeignetes Zielgen, da sie in sehr kontinuierlicher
Weise im Laufe der Zeit Mutationen ansammelt und deshalb auch als , molekulare Uhr*
bezeichnet wird (Zuckerkandl und Pauling, 1965). Zur Untersuchung phylogenetischer
Beziehungen innerhalb der Piroplasmen wurden 18S-rDNA-Sequenzanalysen durchgefiihrt.
Dabei formierten sich 3 unterschiedliche Cluster (Ellis et al.,, 1992, Allsopp et al. 1994,
Mackenstedt et al., 1994, Zahler et al.,, 2000c). Auf der einen Seite gruppierten sich die
sogenannten ‘echten” Babesien, mit Arten wie B. canis, B. bigemina, B. caballi und
B. divergens. Die zweite Gruppe beinhaltete klassische Theilerien, wie 7. parva, T. annulata
und 7. taurotragi und zusitzlich meist 7. equi und Cytauxzoon felis (Zahler et al., 2000c,
Penzhorn et al., 2001). Eine dritte Gruppe, die sich {iberraschenderweise darstellte, bestand
aus B. microti und anderen kleinen Babesien wie B. rodhaini und T. annae. Diese dritte
Gruppe beinhaltete auch feline Babesien und zwar B. felis und B. leo sowie 2 weitere artlich
nicht festgelegte Stamme aus einem Karakal (Allsopp et al.,, 1994, Zahler et al.,, 2000c,
Penzhorn et al., 2001). Die neue dritte Gruppe zeigte eine weniger enge Verwandtschaft zu
den ‘echten” Babesien und den Theilerien als die Babesien und Theilerien untereinander.
Gemeinsame phinotypische Merkmale, wie die ,Malteserkreuz* - Formation der
Teilungsformen in den Erythrozyten, die bei “echten” Babesien nie beschrieben wurde, sind
zumindest bei einigen Vertretern der neuen Gruppe, bei B. microti, B. felis und bei B. leo,
bekannt. Fiir diese Gruppe wurde ein den Babesien und Theilerien gleichwertiger
taxonomischer Rang gefordert und der Name Nicolliidae vorgeschlagen (Allsopp et al., 1994,
Zahler et al., 2000c, Penzhorn et al., 2001).

Die Piroplasmen bei Haus- und Wildfeliden werden derzeit den Babesien zugeordnet, sind

jedoch bisher ungeniigend untersucht. Uber den Entwicklungszyklus, das Arten- und
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Wirtsspektrum sowie den Vektor der felinen Babesien ist sehr wenig bekannt, so dass eine
Entscheidung iiber die taxonomische Stellung innerhalb der Piroplasmen anhand
morphologischer und biologischer Merkmale eigentlich gar nicht getroffen werden kann. Eine
genotypische Charakterisierung erfolgte erst fiir einzelne Isolate, und so liegen bisher nur
einige wenige Sequenzdaten fiir die 18S-rDNA von Piroplasmen vor, die aus einer Hauskatze,
aus Lowen und aus einem Karakal isoliert wurden (Penzhorn et al, 2001). Wie schon
erwdhnt, gruppierten sich diese Erreger, die als B. felis und B. leo artlich diagnostiziert
wurden oder deren Artzuordnung noch unklar ist, zusammen mit B. microti, B. rodhaini und

T. annae der dritten Gruppe, neben den Babesien und Theilerien ein (Penzhorn et al., 2001).

B Piroplasmen der Feliden

1. Allgemeines

Im Jahr 1904 wurden erstmals Piroplasmen bei wilden und domestizierten Feliden
beschrieben (Lingard et al., 1904). Darauthin folgte eine Reihe von Ver6ffentlichungen, meist
Fallbeschreibungen, von Babesiosen bei Feliden hauptséchlich aus Afrika und Indien (Davis,
1929, Jackson et al. 1937, Shortt, 1940, Robinson, 1963). Erst Anfang der 90er Jahre wurde
auch von Babesien bei Katzen in Europa berichtet (Leger et al. 1992). Uber das
Artenspektrum der Piroplasmen der Feliden ist wenig bekannt. So basiert die Artabgrenzung
im wesentlichen -meist ausschlieBlich- auf morphologischen Eigenschaften. Dabei wurden die
Erreger, mit einer Ausnahme, den Babesien zugeordnet und 6 Arten unterschieden: B. felis,
B. cati und B. leo, die morphologisch sehr kleine Erreger darstellen, B. pantherae und
B. herpailuri, zwei grofle Babesienarten sowie eine Art, die der Gattung Cytauxzoon
zugeordnet wird, C. felis (Tab. 1). Da die derzeitigen Kenntnisse iiber Katzenbabesien im
wesentlichen auf Fallbeispielen beruhen, sind Vorkommen und Verbreitung, Wirtsspezifitét
sowie Epidemiologie und Bedeutung als Krankheitserreger noch sehr unzureichend

untersucht.
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2. Babesia felis

1929 berichtete Davis iiber die Infektion einer Wildkatze (Felis sylvestris ocreata) aus dem
Sudan mit 1 bis 2,25 pm groBen intrakorpuskuldren Parasiten, die er der Familie Babesiidae
zuordnete und als Babesia felis bezeichnete (Tab. 1, Abb. 1). Er beschrieb runde bis
ringformige Korper, die sich nach ihrer Teilung gelegentlich in Kreuzform (,,Malteserkreuz‘)
anordneten. Es gelang ihm die experimentelle Ubertragung auf Hauskatzen, bei denen sich die
Parasiten vermehrten, jedoch keine klinischen Symptome auslosten. Infektionsversuche mit
Nicht-Feliden (Hund, Schaf, Kalb, Ratten, Miuse, Gerbil) und Ubertragungsversuche mit der
Braunen Hundezecke, Rhipicephalus sanguineus, waren erfolglos (Davis, 1929). Bei anderen
Wildfeliden, und zwar einem Nordamerikanischen Rotluchs (Lynx rufus) in einem Londoner
Zoo (Wenyon et al., 1930), einer Schleichkatze (Viverra civetta) in Westafrika (Leger et al.,
1920) sowie zwei aus den USA stammenden Pumas (Puma concolor), die in einem Zoo in
Agypten lebten (Carpano, 1934) wurde von Blutparasiten dhnlicher Morphologie berichtet.
Dabei wurden kleine, siegelringformige erythrozytire Parasiten, wie von Davis (1929) fiir
B. felis beschrieben, und immer wieder ,Malteserkreuz“-Formationen beobachtet. Eine
eindeutige Zuordnung zu B. felis seitens der Autoren blieb allerdings aus. Bei einem
geschossenen Leoparden in Indien wurde ebenfalls eine relative starke Babesieninfektion
beschrieben (Shortt, 1940). Rein morphologische &hnelten die sehr kleinen, ringformigen
Haemoprotozoen B. felis, obwohl diese Art bisher auf den Kontinent Afrika beschriankt war.
Die ersten Berichte iiber Infektionen mit B. felis bei Hauskatzen stammten aus Siidafrika. Im
Wesentlichen auf Fallbeispielen rund um Kapstadt beruhend, konzentrierten sich die
Beschreibungen hauptséchlich auf die klinische Symptomatik. Die Katzen hatten hohes Fieber
und zeigten typische Symptome einer Babesieninfektion, wie Andmie, Lethargie, Anorexie
und Ikterus. Todesfdlle waren hédufig (Jackson et al., 1937; McNeil 1937, Robinson 1963,
Futter et al., 1980, 1981). In phylogenetischen Untersuchungen, die auf 18S-rDNA-Analysen
beruhten, zeigte B. felis, aus Hauskatzen in Siidafrika isoliert, eine enge Verwandtschaft zu
B. rodhaini und B. microti (Penzhorn et al. 2001). Unklar ist, ob es sich bei allen den
erwdhnten Piroplasmen tatsdchlich um die Art B. felis handelte. Die Erreger wurden fast
ausschlieBlich morphologisch charakterisiert. Darin entsprachen sie zwar den von Davis
(1929) als B. felis beschriebenen Erregern, es hat sich jedoch gezeigt, dass gerade bei kleinen
Babesien die Morphologie kein geeignetes Merkmal zur Artabgrenzung darstellt (Zahler et
al., 2000a). Das breite Spektrum befallener Wirtstiere wire fiir Babesien, denen fast

ausschlieBlich eine strenge Wirtsspezifitdt zugeschrieben wird (Friedhoff, 1988), auBerdem
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sehr ungewohnlich. Neben dem tatsidchlichen Wirtsspektrum von B. felis ist auch unbekannt,
welche Zeckenarten als Vektoren fungieren. Die Verbreitung von B. felis ist unklar, scheint
sich derzeit jedoch auf den Kontinent Afrika, und zwar v. a auf das siidliche Afrika, zu
beschrianken. Epidemiologische Studien sind bisher allerdings unzureichend. Die derzeitige

Situation der Katzenbabesiose in Siidafrika wird in Kap. 9 genauer beschrieben.

3. Babesia cati

Moglicherweise kommt in Indien eine andere Art feliner Babesien vor (Abb. 1). So wurden in
Blutausstrichen von mehreren Hauskatzen (Felis sylvestris catus) kleine, runde und ovale
Formen mit einer durchschnittlichen GroBe von 1,5 pum, festgestellt, die morphologisch
B. felis dhnelten, jedoch keine Vierteilungsformen (,,Malteserkreuz*) aufwiesen (Mangrulkar
et al., 1937). Bei einer indischen Wildkatze (Felis sylvestris ornata) wurden auBerdem
Babesien gefunden, die zwischen 0,5 und 2,5 pm groB3, rund, oval oder birnenférmig, also
ebenfalls B. felis dhnlich waren, aber gleichfalls keine Kreuzformen aufwiesen. Die infizierte
Katze war klinisch symptomlos. Diese Erreger wurden als Babesia cati (Tab.1) bezeichnet
(Mundaliar et al.,, 1950). Weitere Informationen iiber die geographische Verbreitung, das

Wirtsspektrum, Vektorzecken und veterindrmedizinische Bedeutung liegen nicht vor.

4. Babesia pantherae

Aus einem Leoparden (Panthera pardus) aus Kenia wurde eine weitere Art, Babesia
pantherae, beschrieben (Dennig et al., 1972), deren intraerythrozytdre Einzelformen mit einer
durchschnittlichen Gréfe von 2,2 um gréBer B. felis und B. cati waren (Tab. 1, Abb. 1). Die
Form der erythroztéren Parasiten war sehr unterschiedlich und reichte von rund iiber oval bis
zu der typischen Birnenform, die héufig zu beobachten war. Auch Malteserkreuzformen,
sowie eine unterschiedliche Anzahl an Teilungsformen in den Erythrozyten wurde
beschrieben (Brocklesby et al., 1965, Dennig und Hebel, 1970, Dennig et al., 1969, 1972).
Mittels Blutinjektion gelang die experimentelle Ubertragung der Infektion auf Hauskatzen,
nicht jedoch auf Hunde (Brocklesby et al., 1965, Gobel, 1968). Dariiber hinaus gibt es weder
Kenntnisse zur Verbreitung noch zum Vorkommen, Ubertriger oder Wirtsspektrum von

B. pantherae.
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5. Babesia herpailuri

Im Jahr 1967 wurde eine weitere Babesienart, Babesia herpailuri (Tab. 1, Abb. 1),
beschrieben, die aus einem siidamerikanischen Jaguarundi (Herpailuri yaguarundi) isoliert
worden war (Dennig, 1967c). Jaguarundis sind Carnivoren, die zur Familie der Feliden
gehoren, deren systematische Stellung aber bis heute nicht eindeutig festgelegt ist. Sie
kommen wildlebend in Siid- und Mittelamerika vor. Es gibt verschiedene Rassen, die alle die
typischen Artmerkmale aufweisen: einen schlanken Korper, kurze Laufe, einen langen
Schwanz und einen kleinen Kopf mit kurzen Ohren. Die Pelzfarbe ist grau bis braun,
zuweilen mit dunkler Flecken- oder Strichzeichnung versehen (Dennig, 1967a). Der
Jaguarundi, aus dem die Haemoprotozoen isoliert werden konnten, stammte urspriinglich aus
Venezuela und wurde im Alter von ca. 4 Wochen nach Deutschland gebracht. Im Verlauf
einer routineméfBigen klinischen Untersuchung des Tieres wurden in einzelnen Erythrozyten
Protozoen festgestellt, die eine groBe Ahnlichkeit mit B. bigemina, einer Babesienart des
Rindes, besaBlen (Dennig, 1967a). Nach eingehender morphologischer Untersuchung wurde
von ringformigen Einzelformen, ebenso wie von vorwiegend als paarig gelagerten
Birnenformen berichtet, auch Knospungsformen wurden gesehen. Die Grofle der
beschriebenen Parasiten variierte zwischen 1,3 um und 3,5 pm (Dennig, 1967a, c). Bei
Untersuchungen zur Wirtsspezifitit gelang die experimentelle Ubertragung mittels
Blutinjektion auf 8 Katzen (Felis sylvestris catus) und iiberraschenderweise auch auf einen
Hund (Canis canis familiaris) (Dennig, 1967a). In spiteren Studien erwies sich auch der
Fuchs (Vulpes vulpes) als empfinglich (Dennig, 1967b und c). In den beiden Kanidenarten
entwickelte sich nach experimenteller Infektion, insbesondere in splenektomierten Tieren,
eine hochgradige Babesiose, die oftmals tddlich verlief. Andere Versuchstiere und zwar
Rhesusaffen (Macata mulatta), Frettchen (Mustela putorius furo L.), Schweine (Sus scrofa
domesticus), Schafe (Ovis ammon aries) und verschiedene Nagetierarten waren resistent
(Dennig, 1967c). Uber das natiirliche Wirtsspektrum von B. herpailuri sowie iiber
Verbreitung, Vektor und andere epidemiologische Aspekte liegen keine weiteren
Untersuchungen vor. Auch tiber eine klinische Auspriagung der Infektion ist nichts bekannt.
Zur Therapie von B. herpailuri wurde Diminazenaceturat eingesetzt. Eine Dosis von 10
mg/kg filhret bei experimentell infizierten Tieren zur klinischen Heilung und Prédmunitit

(Dennig, 1967¢).
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6. Babesia leo

Bei einer Untersuchung von 47 Lowen (Panthera leo) im Kruger National Park in Siidafrika
wurden bei allen Tieren im Blutausstrich kleine Piroplasmen entdeckt, welche zundchst
aufgrund ihrer Morphologie (0,6-1,7 um groB3, pleomorph, Malteserkreuzformen gelegentlich
vorhanden) als B. felis diagnostiziert wurden. Da jedoch die Seren der Lowen im
Immunfluoreszenztest bei Verwendung von B. felis und Cytauxzoon felis als Antigen negativ
reagierten, wurde vermutet, dass es sich bei den Parasiten um eine andere, neue Art handelt
(Lopez-Rebollar et al., 1999). Phylogenetische Analysen der 18S-rRNA stiitzten schlielich
die Ansicht, dass die Piroplasmen als eigenstindige Art anzusehen sind, die jedoch mit
B. felis sowie B. rodhaini und B. microti nahe verwandt ist. Sie wurde als Babesia leo
(Penzhorn et al., 2001) bezeichnet (Tab. 1, Abb. 1). Bei Untersuchungen zum Wirtsspektrum
von B. leo gelang die experimentelle Infektion einer splenektomierten Hauskatze und eines
Leoparden durch Injektion babesienhaltigen Blutes. Dabei entwickelte sich bei den
Empfingertieren eine nachweisbare Parasitimie. Lowen scheinen allerdings mdglicherweise
fiir B. felis als Wirt nicht geeignet zu sein. Bei experimenteller Infektion eines Lowen mit
B. felis — haltigem Blut waren Babesien im Blut nicht nachweisbar, Antikdrper gegen B. felis
wurden allerdings nachgewiesen (Lopez-Rebollar et al. 1999). Die Verbreitung von B. leo in
Stidafrika ist unbekannt. Auch fehlen Studien iiber Epidemiologie, Vektor und Klinik der
Infektion.

7. Cytauxzoon felis

In den USA kommt eine weitere, fiir gewohnlich todlich verlaufende Piroplasmeninfektion
bei der Katze vor, die durch Cytauxzoon felis (Kier, 1979) verursacht wird (Abb. 1).
Taxonomisch wird Cytauxzoon in die Familie der Theileriidae eingegliedert. Wie schon
erwéhnt, unterscheidet sich diese Familie von den Babesiidae dadurch, dass Vermehrungen
nicht nur in Erythrozyten, sondern auch in anderen Geweben stattfinden. Beim Genus
Cytauxzoon wurde diese extraerythrozytire Schizogonie in mononukledren Zellen des

retikuloendothelialen Systems, nachgewiesen (Wagner, 1975).
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Die intraerythrozytdren Stadien von C. felis stellten sich als runde, ovale oder
siegelringformige 0,8 - 1,5 pm grofle Piroplasmen dar, die einzeln, aber auch in mehreren
Teilungsformen im Erythrozyten vorliegen (Tab. 1). Auch die Anordnung der Teilungsformen
in die sog. ,Malteserkreuz“-Formation wurde gelegentlich beobachtet (Kier et al., 1979,
Glenn et al., 1982). Somit waren die Erreger morphologisch kaum von B. felis zu
unterscheiden (Kier et al., 1998, Lopez-Rebollar et al., 1999). Serologische Kreuzreaktion
zwischen C. felis und B. felis kamen jedoch nicht vor (Uilenberg et al., 1987). rDNA-
Sequenzanalysen bestdtigten die Artabgrenzung und zeigten eine enge genetische

Verwandtschaft von C. felis mit 7. equi und B. rodhaini (Allsopp et el., 1994).

C. felis wurde erstmals in den 70er Jahren bei Hauskatzen in stark bewaldeten Gebieten im
Stidwesten Missouris beschrieben (Wagner et al., 1975, 1976). Als natiirlicher Reservoirwirt
wurde der Nordamerikanische Rotluchs (Lynx rufus) vermutet, bei dem sowohl eine
pathogene, todlich verlaufende Form als auch eine apathogene Form mit Ausbildung einer
persistierenden, subklinischen Parasitdmie vorkam (Glenn et al., 1982, 1983, 1984; Kier et al.,
1982, Nietfeld et al., 2002). Cytauxzoon-dhnliche Hamoprotozoen wurden auflerdem bei
anderen Wildfeliden, und zwar dem (Florida)Puma (Puma concolor conyri) (Butt et al.,
1991), 2 Geparden (Acinonyx jubatus), die allerdings 2 Monate in Namibia verbracht hatten
(Zinkle et al., 1981) und einem in Gefangenschaft aufgezogenen weilen Tiger (Panthera
tigris) in Nordkalifornien (Garner et al., 1996), beschrieben. Die Wildfeliden zeigten keine
Anzeichen einer klinischen Cytauxzoonose. Dies erweckt die Frage, ob es sich tatsédchlich um
den gleichen Erreger handelt, der bei Hauskatzen eine todlich verlaufende Krankheit
hervorruft (Zinkle et al., 1981, Glenn et al., 1982). Insgesamt beschrinken sich bisherige
Cytauxzoon-Nachweise bei Haus- und Wildfeliden damit auf die USA. Als Vektor fiir C. felis
wird die Zeckenart Dermacentor variabilis vermutet, da eine experimentelle Ubertragung von
C. felis von einem Rotluchs auf Hauskatzen bei transstadialer Erregerweitergabe gelang

(Blouin et al., 1984).

Der klinische Verlauf einer Infektion mit C. felis bei Hauskatzen wurde meist als perakut bis
akut beschrieben. Die Katzen entwickelten zunichst unspezifische Symptome, wie Anorexie,
Fieber, Lethargie, Andmie, Ikterus und Dehydratation und starben dann meist innerhalb von
weniger als 5 Tagen nach Auftreten der ersten Symptome in einem schock-éhnlichen Zustand.
Terminale Symptome waren Hypothermie, Lahmung und Koma. (Wagner et al., 1976, Glenn

et al., 1984, Kier et al., 1998). Die Diagnose erfolgt durch Nachweis der intraerythrozytéren
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Stadien im Giemsa— oder Wright's-gefarbten Blutausstrich. Allerdings wurde festgestellt,
dass sich die Parasitimie oft erst nach Einsetzen der klinischen Symptome entwickelt und
héufig niedrig ist (Glenn et al., 1984). Schizontenstadien im Gewebe wurden in Giemsa - oder
Wright's - gefirbten Aspiraten oder Ablatschprdparaten von Knochenmark, Lymphknoten
oder Milz nachgewiesen (Franks et al, 1988). Es wurden Immunfluoreszenztests zum
Nachweis von Gewebestadien (Shindel et al., 1978) sowie zum Nachweis von Antikdrpern
gegen C. felis (Cowell et al., 1987) entwickelt, die aber kommerziell nicht erhéltlich und
somit fliir die Routinediagnostik nicht zur Verfligung stehen. Die Mortalitdit der
Cytauxzoonose bei Hauskatzen ist sehr hoch, und es sind nur wenige Fille bekannt, bei denen
Katzen die Infektion iiberlebten (Meinkoth et al, 2000). Die Therapie ist weitgehend
unerforscht. Mit dem gréfiten Erfolg wurden bisher Diminazenaceturat (2,0 mg/kg, i.m.) und
Imidocarbdipropionat (5,0 mg/kg, i.m.) eingesetzt (Greene et al, 1999). Priparate, wie
Buparvaquon oder Parvaquon, die erfolgreich zur Therapie von Theileriosen eingesetzt

werden, erwiesen sich als wirkungslos (Motzel et al., 1990).

8. Feline Piroplasmen ohne eindeutige Artenzuordnung

8.1 Félle auBBerhalb Europas

In einigen Féllen blieb eine Artenzuordnung der bei Feliden beschriebenen Piroplasmosen
aus. So wurden bei einer achtjahrigen Siamkatze aus Salisburg in Zimbabwe im Blutausstrich
Babesien diagnostiziert, die nicht eindeutig zu identifizieren waren. Mit einer GroBe von
1,3-3,5 um waren die Piroplasmen eindeutig groBer als B. felis und B. leo und zeigten auch
nicht die fiir diese Arten als typisch beschriebene Malteserkreuzformation der
Teilungsformen. Auch B. cati und B. pantherae sind im allgemeinen kleiner als die hier
beschriebene Art. Aufgrund der Morphologie waren die Babesien laut Autor am ehesten mit
B. herpailuri vergleichbar, trotz der Tatsache, dass diese Babesienart bisher nicht in Afrika
beschrieben wurde und der Jaguarundi als natiirlicher Wirt nicht in Zimbabwe beheimatet ist.
Das Tier zeigte klinische Symptome, wie Fieber, Anorexie, blasse Schleimhdute und eine
milde Konstipation (Stewart et al., 1980). Desweiteren wurden Piroplasmen bei einem Ozelot
(Felis pardalis) aus Kolumbien (Ayala et al.,, 1973) und Lowen in Zaire (Verhaeghe et al,,
1996) ohne weitere Zuordnung beschrieben. Im Serengeti National Park und Ngorongoro

Krater in Tansania wurden 123 Lowen und 8 Geparden untersucht. Dabei wurden bei allen
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Tieren kleine, Theilerien-dhnliche Piroplasmen im Blutausstrich gefunden (Averbeck et al.,
1990). Auch die beriihmte Lowin ,,Elsa“ verstarb angeblich an Babesiose (Barnett and
Brocklesby, 1968). Aus Indien stammen Berichte iiber eine an Babesiose erkrankten Tigerin
und einen angeblich an Babesiose verstorbenen Leoparden (Sinha et al., 2000, Upadhye et al.,
2000). Die Tigerin war anorektisch und zeigte Himoglobinurie und Fieber. Nach Behandlung
mit Diminazenazeturat besserten sich die Symptome (Sinha et al., 2000). In beiden Fillen
wurden die Erreger nicht ndher beschrieben (Sinha et al.,, 2000, Upadhye et al., 2000). In
Stidafrika wurden Babesien aus einem wildlebenden Karakal isoliert. Das erkrankte Tier
wurde in Durban, KwaZulu-Natal mit den Symptomen einer Babesiose gefunden. Durch
Charakterisierung der 18S rDNA wurden zwei verschiedene Genotypen des Erregers
gefunden und als Babesia spp. Caracal Strain A und B bezeichnet. Es wurden
Ubertragungsversuche mittels Injektion erregerhaltigen Blutes auf eine Hauskatze
durchgefiihrt. Dabei entwickelte sich eine nachweisbare Parasitdmie bei der Katze, klinische
Symptome traten jedoch nicht auf (Penzhorn et al. 2001). Bei phylogenetischen Analysen
gruppieren sich die beiden Karakalstimme zu B. felis und B. leo und zeigen wie diese eine
enge Verwandtschaft zu den beiden nicht-felinen Arten B. rodhaini und B. microti (Penzhorn

et al., 2001).

8.2 Feline Piroplasmose in Europa

8.2.1 Zwei Fille in Frankreich

Im Jahr 1992 wurde erstmals iiber das Vorkommen von feliner Piroplasmose in Europa
berichtet (Leger et al., 1992). Bei einer 8 Jahre alten Katze aus der Gegend Haute-Sadne in
Frankreich wurden Babesien-dhnliche Parasiten kleiner GroBe (1,5 bis 2 um), von runder oder
ovaler Gestalt beschrieben, die meist einzeln in Erythrozyten vorlagen. Malteserkreuzformen
wurden nicht gefunden. Die Babesien wurden der Art B. felis zugeordnet, trotz der Tatsache,
dass diese Art bisher nur in Afrika und Indien beschrieben worden war (Leger et al. 1992).
Bei einem zweiten Fall feliner Babesiose in Frankreich wurde von einer Katze aus der
Gegend um Paris berichtet, bei der Babesien mit einer Gréfe von 3,5 bis 5,5 um, von runder
oder ovaler Gestalt und mit vielen Zweiteilungsformen, aber keinen Kreuzformen, gefunden
wurden. Aufgrund der GroBe wiéren diese Babesien am chesten der Art B. herpailuri

zuzuordnen (Leger et al. 1992, Bourdeau, 1996).
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8.2.2 Ein Fall in Deutschland

Im Jahr 1997 wurde erstmals ein Fall in Deutschland und somit der dritte Fall in Europa
beschrieben (Moik und Gothe, 1997), und zwar bei einer 10 Monate alten, madnnlichen
Norwegischen Waldkatze aus dem Raum Athena in Deutschland. Das Tier stammte
urspriinglich aus Nordschweden, wurde im Alter von 3 Monaten per Flugzeug nach
Deutschland gebracht und verlie8 bis zur Erkrankung seinen neuen Heimatort nicht mehr.
Zum Zeitpunkt schwerer klinischer Symptome und hochgradiger Andmie wurden in Giemsa-
gefirbten Blutausstrichen Babesien nachgewiesen. Die Parasiten stellten sich als ringédhnliche,
rundliche oder amdboide Einzelformen oder aber als Teilungsstadien dar, diese waren
ausschlieBlich als einpaarige Birnenform pro Erythrozyt ausgebildet. Malteserkreuzformen
wurden nicht gefunden. Die Einzelformen maBen durchschnittlich 3,6 x 2,3 pm, die
Teilungsformen waren im Durchschnitt 4,0 x 2,1 pm grof. Einige Erythrozyten enthielten bis
zu acht Einzelformen. Eine taxonomische Zuordnung zu einer bisher bekannten felinen
Babesienart war nicht eindeutig mdglich. Am &hnlichsten waren die Erreger noch mit
B. herpailuri, mit den aus der bereits beschriebenen Katze aus der Pariser Gegend in
Frankreich isolierten 3,5 bis 5,5 um messenden Erregern (Leger et al. 1992) und mit den bei
der Siamkatze aus Simbabwe 1980 beschriebenen Babesien (Stewart et a. 1980). Ebenfalls
ungeklért blieb die Frage wann und wo sich die Katze infiziert hat. Da der Babesienbefund
bei einer Katze in Deutschland bis dato erst- und einmalig ist, wurde ein endemischer Herd in
diesem Land ausgeschlossen. Weder am Tier selbst, noch im Haus des Besitzers wurden
Zecken gefunden, und zudem wurde die Infektion im Winter bei sehr niedrigen
Auflentemperaturen, also auflerhalb der Saison von Freilandzecken nachgewiesen. Da
Babesien bei Feliden im Herkunfisland der Katze, in Schweden, bisher nicht dokumentiert
sind, wurde auch eine dort erworbene und iiber sechs Monate persistierende Infektion
weitgehend ausgeschlossen, zumindest als sehr unwahrscheinlich erkldrt. Der
Krankheitsverlauf und Schweregrad der Babesieninfektion, die Katze musste im Verlauf der
Therapie mit Imidocarbdipropionat schlieBlich euthanasiert werden, entsprachen den
klinischen und labordiagnostischen Befunderhebungen bei experimentell oder natiirlich mit
B. felis infizierten Katzen in Siuidafrika, sowie bei der mit groen Babesien infizierten

Siamkatze in Zimbabwe (Moik und Gothe, 1997).
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8.2.3 Fille in Spanien und Portugal

Im Jahr 2003 wurde von 4 Katzen aus Spanien und Portugal berichtet, bei denen Infektionen
mit den Hundebabesien B. canis canis und T. annae nachgewiesen wurden (Criado-Fornelio
et al., 2003). Der Nachweis erfolgte mittels PCR und 18S-rDNA-Sequenzierung zur
Artendifferenzierung. In dieser Studie wurden 16 Katzen untersucht. Dabei wurde bei einer
Katze, die aus Spanien stammte und fiir eine Babesieninfektion typische klinische Symptome
zeigte, B. canis canis diagnostiziert. Bei drei weiteren Katzen, die aus Portugal stammten und
FeLV oder FIV positiv waren, wurde im Blut DNA von B. canis canis und T. annae
nachgewiesen. Eine der drei Katzen war sogar mit beiden Arten infiziert. In Blutausstrichen
wurden allerdings bei allen Katzen Babesien nicht nachgewiesen (Criado-Fornelio et al.,
2003). Die Frage, inwieweit es sich bei diesem Nachweis von DNA kaniner Babesien bei der
Hauskatze um echte Infektionen handelt, bleibt kritisch zu betrachten. Die Autoren selbst
schlossen eine Kontamination oder ein Vertauschen von Katzenproben mit Hundeproben aus.
Sie folgerten, dass gegenwirtig angewandte Diagnostikmethoden zum Nachweis und zur
Differenzierung von Piroplasmen bei Hauskatzen inadédquat und wenig sensitiv sind und dass
Babesien mdglicherweise eine geringere Wirtsspezifitit besitzen, als bisher angenommen

(Criado-Fornelio et al., 2003).
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Tab. 1: Piroplasmen bei Feliden
B. felis B. leo B. cati  B. pantherae B. herpailuri C. felis
(Davis, 1929) (P;f"zzh(;’(;?)et (M“di‘gggft al., (De”ggze)t al. (Dennig, 1967)  (Kier, 1979)
GroBRe 1,0-225uym 0,6-1,7uym 0,5-25uym 1,3-3,5um 1,8-3,5um 0,8-1,5um
(1,25um) (@1,05um) (F1,5um) (J2,2um) (D 2,7um) (D 1,2 ym)
Charakteristische pleomorph, pleomorph, pleomorph, pleomorph, pleomorph,  pleomorph,
Morphologie "Malteser- "Malteser- "Malteser- paarige "Malteser-
Kreuz" Kreuz" Kreuz" Birnenformen Kreuz"
Natiirliche Hauskatze Léwen Wild- und Leopard Jaguarundi Hauskatze
Infektion (Sudafrika)', (Stdafrika)® Hauskatzen  (Kenia)®  (Stdamerika)®  (USA)",
Wildkatze (Indien)’ Rotluchs
(Sudan)?, (USA)",
Leopard Puma
(Indien)?, (USA)™
Nordameri-
kan. Luchs®,
Puma®
Wirtsspektrum Feliden Feliden Feliden Feliden Feliden, Feliden
Caniden

Davis, 1929

Shortt, 1940

Wenyon et al., 1930

Carpano, 1934

Penzhorn et al., 2001
Mangrulkar, 1937, Mudaliar et al., 1950
Dennig et al., 1972

Dennig, 1967a-c

Wagner, 1976, Glenn et al., 1984
Glenn et al., 1982, 1983

"2 Buttetal., 1991

O 0 N AN AW N -

—_
S
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Jackson et al., 1937, McNeil, 1937, Futter et al., 1980, 1981, Jacobson et al., 2000, Schoeman et al., 2001
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(O Babesia felis

@ Babesia leo <> Babesia herpailuri

© Babesia cati B nicht zugeordnet

A Babesia pantherae 7,’\( Cytauxzoon felis FELINE PIROPLASMEN

Abb. 1 : Geographische Verteilung des Nachweises von Piroplasmen bei Feliden

9. Piroplasmeninfektionen bei Hauskatzen in Siidafrika

9.1 Allgemeines

Piroplasmen besitzen bei Hauskatzen in Siidafrika als Krankheitserreger grofie
veterindrmedizinische Bedeutung. Dennoch ist {iber das vorkommende Artenspektrum und
die Epidemiologie der felinen Babesien nicht viel bekannt. Die wenigen vorliegenden Studien
beziehen sich meist auf Fallberichte klinischer Beobachtungen kleinerer Tiergruppen (Futter
und Belonje, 1980, 1981, Schoeman et al, 2001) oder statistischen Erhebungen zur
geographischen Verbreitung durch Befragung von Tierdrzten (Jacobson et al., 2000). Als
endemische Gebiete in Siidafrika gelten vor allem die Kiistengebiete, die offenbar glinstigen

Lebensraum fiir als Vektor fungierende Zecken darstellen.
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9.2 Atiologie und Epidemiologie

Erstmals wurde 1937 in Siidafrika von morphologisch B. felis @hnlichen Parasiten bei
Hauskatzen in der Gegend um Kapstadt berichtet, die z. T. todlich verlaufende Erkrankungen
hervorriefen (McNeil, 1937, Jackson und Dunning, 1937). Dies waren gleichzeitig die ersten
Berichte iiber natiirliche Babesieninfektionen bei Hauskatzen. Die Erreger wurden aufgrund
threr Morphologie als B. felis diagnostiziert, eine Auffassung, die bei Babesieninfektionen
bei Hauskatzen in Siidafrika, trotz einer scheinbar hoheren Pathogenitdt des Erregers bei
Hauskatzen als bei Wildfeliden, beibehalten wurde (Futter und Belonje, 1980, Schoeman et
al., 2001). Wie fiir B. felis typisch, wurden sehr polymorphe Erreger als einzelne Siegelring-
oder Rundformen, gelegentlich auch als Birnenform, die in unterschiedlicher Anzahl im
Erythrozyten vorliegen, beobachtet. Auch ,,Malteserkreuz“-Formationen der Teilungsformen

wurden relativ hdufig beschrieben (Jacobson et al., 2000).

Das Vorkommen von B. felis bei Hauskatzen scheint sich derzeit auf Siidafrika zu
beschriankten. Obwohl der Krankheit bei Katzen, v. a. in den endemischen Gebieten eine recht
groBe Bedeutung zugemessen wurde und eine der Haupttodesursachen bei Katzen darstellte
(Potgieter, 1980), sind Studien und hier v.a. Untersuchungen zur Epidemiologie und
Privalenz, unzureichend vorhandenen. Bei  Untersuchungen von  natiirlichen
Babesieninfektionen bei 56 Hauskatzen wurde eine hohe Prdvalenz bei jungen Katzen
festgestellt, z. T. waren 80 % der Katzen in einem Alter von weniger als 3 Jahren infiziert
(Schoeman et al,, 2001). Bei élteren Katzen mit einer Babesieninfektion wurden oft
Koinfektionen mit FIV, FeLV und FIV oder Haemobartonellen nachgewiesen (Jacobson et
al., 2000, Schoeman et al., 2001). Eine Geschlechts- oder Rasseprddisposition wurde nicht
festgestellt (Schoeman et al., 2001). Durch Befragung niedergelassener Tierdrzte in Siidafrika
wurde ermittelt, dass mit Babesien befallene Katzen vor allem in den Kiistengebiete
Stidafrikas, von der Provinz KwaZulu-Natal tiber die Eastern Cape bis zur Siidwestkiiste der
Kapregion vorkommen (s. Abb. 4). Diese Gebiete wurden daher als endemisch angesehen
(Jacobson et al., 2000). Allerdings wurde auch iiber sporadische Fille im Inland
(Mpumalanga, Gauteng, Orange Free State) berichtet (Penzhorn et al., 1999, Jacobson et al.,
2000).

Die Ubertragung von B. felis ist noch unbekannt. In Anlehnung an andere Babesienarten

wurde vermutet, dass Zecken als Vektor fungieren (McNeil, 1937, Robinsin, 1963, Penzhorn
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et al, 1999, Jacobson et al, 2000). Tierdrzte berichteten, dass trotz jahreszeitlichen
Schwankungen, mit einem ,,Peak® in den Sommermonaten (Nov.-Febr.), Infektionen das
ganze Jahr iiber nachgewiesen wurden. Die jahreszeitliche Verteilung schien mit dem
Regenfall in den einzelnen Gegenden zu korrelieren, was die Wahrscheinlichkeit eines
Vektors untermauerte (Jacobson et al., 2000). Die Zeckenfauna bei Hauskatzen in Siidafrika
ist bisher aber nur wenig untersucht. Bei Karakalen aus der Eastern Province (Cradock,
Graaff-Reinet, Southwell) sowie bei Leoparden, Lowen und einem Serval aus dem Kruger
National Park wurden 19 verschiedene Zeckenarten der Gattungen Haemaphysalis,
Rhipicephalus, Ixodes, Amblyomma, Hylomma, Boophilus und Margaropus gefunden, wobei
1. rubicundus und I. pilosus, sowie A. marmoreum und H. silacea in der Eastern Province und
A. hebraeum, R. apendiculatus, R. zambeziensi, R. simus und H. leachi im Kruger National
Park vorherrschten (Horak et al., 2000). Ubertragungsversuche von B. felis auf Hauskatzen
mit R. sanguineus (Davis, 1929) und H. leachii (McNeil, 1937) scheiterten.

8.3 Klinik

Kenntnisse iiber klinische Erscheinungen einer Babesieninfektionen bei Hauskatzen in
Stidafrika stiitzen sich auf Erfahrungen mit natiirlich infizierten Katzen, die in Form von
Fallberichten oder Befragungen von Tierdrzten oder Tierbesitzern vorliegen (Jackson und
Dunning, 1937, McNeil, 1937, Robinson, 1963, Futter und Belonje, 1980, Jacobson et al.,
2000). Haufigst beschriebene Symptomen waren Depression, Lethargie und Anorexie der
Katzen. Als weitere typische Symptome wurden Andmie, Gewichtsverlust und Schwiche
sowie ein stumpfes, glanzloses Fell angesehen (Futter und Belonje, 1980, Jacobson et al.,
2000, Schoeman et al. 2001). Weniger hdufig beobachtet wurden Ikterus, Fieber und
Tachykardie (Futter und Belonje, 1980, Jacobson et al., 2000). Der Verlauf der Babesiose ist
oft eher chronisch. Zum Zeitpunkt der tierdrztlichen Untersuchung war die Krankheit oft
schon fortgeschritten und von hochgradiger Andmie (Hkt < 15 %) gekennzeichnet (Schoeman
et al, 2001). Der Anteil befallener Erythrozyten ist oft sehr hoch, so wurden in
Untersuchungen bei 55 natiirlich infizierten Katzen Parasitimien von 0,3 % bis 42,3 %
nachgewiesen (Schoeman et al., 2001), aber auch ein Befall der Erythrozyten von 50 % und
mehr wurde beschrieben (Futter und Belonje, 1980).
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8.4 Diagnostik

Die Diagnose einer Babesieninfektion bei Katzen in Siidafrika basiert auf dem Nachweis
kleiner, intraerythrozytdrer Piroplasmen in gefirbten Blutausstrichen. Dabei wurden
routineméfBig Giemsa- oder von Tierdrzten aus Zeitgriinden oft &hnliche kommerzielle
Schnellfarbungen (DiffQuick oder Stévenel’s Blue) eingesetzt (Futter und Belonje, 1980).
Dieser direkte Erregernachweis erlaubte jedoch keine Riickschliisse auf die beteiligte
Babesienart. Gerade bei kleinen Babesien wurde nachgewiesen, dass morphologische
Kriterien fiir eine Artdifferenzierung nicht ausreichen. So waren B. microti, B. gibsoni und
T. equi in Blutausstrichen nicht eindeutig voneinander abgrenzbar (Purnell, 1981, Conrad et
al., 1992). Zum Nachweis spezifischer Antikorper von B. felis sowie B. leo wurde von der
Protozoology Section des Onderstepoort Veterinary Institute, Siidafrika, ein indirekter
Immunfluoreszenztest (IFAT) entwickelt, der fiir den Einsatz in der Routinediagnostik
allerdings nicht zur Verfligung steht (Penzhorn et al., 1999, Lopez-Rebollar et al., 1999).
Molekularbiologische Tests zur Diagnose feliner Babesien sind nicht bekannt. Erste
genotypische Analysen mit Charakterisierung der 18S rDNA von kleinen Piroplasmen,
isoliert aus einer Hauskatze, aus einem Karakal und aus Lowen vom Kruger National Park,
lieferten jedoch erste Sequenzdaten fiir diesen Genabschnitt. Die Isolate wurden als B. felis,
als B. leo und als Babesia sp. Caracal Strain A und B diagnostiziert (Penzhorn et al., 2001),
und die Sequenzen stehen in der Sequenzdaten-Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) zur
Verfiigung. Fiir weiterflihrende Studien, v.a. auch fiir Untersuchungen zum vorhandenen
Artenspektum feliner Babesien in Siidafrika, ist die Entwicklung spezifischer

Nachweisverfahren unumgénglich und dringend notwendig.

8.5 Therapie

Die Therapie der felinen Babesiose ist nach wie vor unbefriedigend. Es ist kein Mittel
bekannt, das zu einer vollstdndigen Erregereliminierung flihrt. Diese Problematik ist auch bei
vielen anderen kleinen Babesien bekannt (Yamane et al, 1993). Bis 1980 wurden
Tetrazykline, manchmal in Kombination mit Trypanblau, und Cephaloridine zur Behandlung
feliner Babesiose eingesetzt (Brownlie, 1954, Robinson, 1963, Dorrington et al., 1966). Im

Jahr 1981 wurde dann die Wirksamkeit von 10 Medikamenten an 41 experimentell infizierten
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Katzen getestet (Potgieter, 1981). Das einzige effektive Priparat zur Bekdmpfung von B. felis
war Primaquinphosphat aus der Gruppe der 8-Aminoquinoline, das auch zur Therapie von
Malaria eingesetzt wird. Eine Sterilisation der Infektion wurde, wie z. T. auch bei anderen
Babesiziden bekannt, zwar nicht erreicht, Primaquinphosphat senkte jedoch die Parasitimie
signifikant ab (Potgieter, 1981). Andere Anti-Babesien-Praparate, wie Diminazenaceturat,
Imidocarbdipropionat und Trypanblau oder Buparvaquon, das zur Behandlung von Theilerien
eingesetzt wird sowie Fluoroquinolone (Enrofloxazin, Danofloxazin) erwiesen sich als
unwirksam oder aufgrund z. T. sehr starker Nebenwirkungen als ungeeignet (Potgieter, 1981,
Penzhorn et al.,, 2000). Trotz unerwiinschten Nebenwirkungen, wie Erbrechen bei oraler
Verabreichung, und relativ enger therapeutischer Breite (falls tiber 1 mg/kg dosiert wird) ist
Primaquinphosphat derzeit Mittel der Wahl (Penzhorn et al., 2000). Als Behandlungsschema
werden 0,5 mg/kg p.o. (Primaquine”, Centaur), dreimal im Intervall von 72 Stunden, gefolgt

von dreimal 0,5 mg/kg p.o. im wochentlichen Intervall empfohlen (Penzhorn et al., 2000).
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C Real-time PCR als diagnostische Methode

1. Prinzip der Real-time PCR

Bei der Real-time PCR werden wie bei konventionellen PCR-Methoden, DNA-Abschnitte
vervielfaltigt. Zusétzlich werden jedoch schon wéhrend des Laufs PCR-Produkte durch
Messung entstehender Fluoreszenz nachgewiesen. Post-PCR-Prozesse, die bei der
konventionellen PCR zum Nachweis des PCR-Produkts notwendig sind, entfallen daher. So
kann auf eine Gelelektrophorese, bei der das Offnen der ReaktionsgefiBe und ein offenes
Arbeiten mit den Ansdtzen unumgénglich ist, verzichtet werden. Die Gefahr einer
Kontamination, die bei herkdmmlichen PCR-Verfahren ein groes Problem darstellt, wird
durch dieses geschlossene System wesentlich reduziert. Dariiber hinaus ist das Verfahren

schneller (,,Echtzeit*) und liefert sowohl qualitative als auch quantitative Ergebnisse.

PCR-Produkte werden bei der Real-time PCR durch Messung von Fluoreszenz nachgewiesen.
Die Messung erfolgt dabei wéhrend jedes PCR-Zyklus des Laufs, so dass
Fluoreszenzanstiege, die sich parallel zum Anstieg der Menge der PCR-Produkte verhalten,
detektiert werden konnen. Grundsétzlich lassen sich spezifische und unspezifische DNA-
Nachweisverfahren unterscheiden. Bei spezifischen Detektionssystemen werden Sonden, also
Oligonukleotide verwendet, die nur an DNA-Stiicke mit komplementirer Basensequenz
binden. Es entsteht also nur ein Signal, wenn diese spezifische Basensequenz vorkommt, aber
nicht bei unspezifischen PCR-Produkten oder Primer-Dimeren. Nachteile dieses Systems sind
der derzeitig hohe Preis der Sonden und die Notwendigkeit genauer Kenntnisse iliber die zu
amplifizierende Sequenz, denn nur dann konnen geeignete Sonden konstruiert werden. In
unspezifischen Detektionssystemen werden Farbstoffe, wie SYBR Green, eingesetzt, die
zwischen die Basen von Doppelstrang-DNA interkalieren und dann fluoreszieren. Dies ist
einfach und relativ billig. Da Fluoreszenzsignale jedoch nicht nur bei Entstehung des
spezifischen PCR-Produkts, sondern auch bei unspezifischen Produkten und Primer-Dimere
entstehen, muss das spezifische Produkt beispielsweise mit Hilfe von Schmelzkurvenanalysen

identifiziert werden, was nicht immer eindeutig moglich ist.

21



II. Literaturibersicht

2. Real-time PCR - Sonden

Hybridisierungssonden sind Oligonukleotide, die an Nukleotidstiicke mit komplementarer
Basensequenz binden. Bei der Real-time PCR werden Sonden verwendet, an die
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Fluorophore sind sensibel auf ihre Umgebung. Sie
konnen durch benachbarte Molekiile, besonders durch andere Chromophore ,.gequencht®
werden, das heiit in ihrer Fluoreszenz gemindert oder gar geloscht werden. Umgekehrt
konnen benachbarte Fluorophore ihre Energie aufeinander {ibertragen, ein Phdnomen, das als
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) bezeichnet wird. Ein Fluorophor stellt das
sog. Reportermolekiil, das andere das sog. Quenchermolekiil dar. Solange beide Molekiile in
der Hybridisierungssonde benachbart zueinander liegen, wird das Reportermolekiil
»gequencht”, das heiBt, die Fluorezenz wird unterdriickt. Bei Vorliegen spezifischer
Amplifikate hybridisieren die Sonden mit der Target-DNA, was eine rdumliche Trennung der
beiden Molekiile mit sich bringt. Dadurch wird die ,,Unterdriickungsfunktion* aufgehoben
und die Fluoreszenz des Reportermolekiils kann gemessen werden. Wihrend des PCR-Laufs
steigt die Anzahl der verfligbaren Target-Molekiile, so dass immer mehr Sondenmolekiile
binden konnen. Die messbare Fluoreszenzzunahme korreliert direkt mit der in der Reaktion
gebildeten PCR-Produktmenge. Es gibt verschiedene Sondensysteme, die im Aufbau der
Sonde variieren. Zwei der meist verwendeten Sonden, und zwar TagMan-Sonden und

Molecular Beacon, sollen im Nachfolgenden kurz dargestellt werden.

2.1 TagMan-Sonden

Beim TagMan-Prinzip binden die Fluoreszenz-markierten Sonden zundchst am
komplementdren Zielstrang zwischen den Primerbindungsstellen. Bei der Synthese des
zweiten  Strangs wihrend der Kettenverldngerungsphase der PCR wird die
Hybridisierungssonde durch die 3’- Exonukleaseaktivitit der Taqg-Polymerase in kleine
Fragmente geschnitten, und diese Bruchstiicke werden aus dem Zielstrang freigesetzt.
Dadurch werden Reporter- und Quenchermolekiil rdumlich getrennt und die
Unterdriickungsfunktion des 'Quenchers’ aufgehoben. Die Zunahme der Fluoreszenz des
Reportermolekiils wird gemessen. Die Tag-Polymerase entfaltet ihre 3'- Exonuleaseaktivitdt

nur am DNA-Doppelstrang. Daher bleiben die nichthybridisierten Sondenmolekiile (DNA-
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Einzelstrdnge) unbeschadet und zeigen demzufolge auch keine messbare Fluoreszenz (Abb.
2).

A Reporter
e, @ @ Quencher
h S :
Primer

Zielstrang-DNA

Reporter Quencher

el U

C

Fluoreszenz -
. Reporter

Quencher

Abb. 2: Aufbau und Funktionsprinzip einer TagMan-Sonde (modifiziert nach
www.probes.com), A Primer, TagMan-Sonde und Zielstrang-DNA liegen ungebunden vor,
B Primer und TagMan-Sonde binden an Zielstrang-DNA, C Tag-Polymerase trennt mittels

3’- Exonukleaseaktivitat Reporter- von Quenchermolekiil, messbare Fluoreszenz entsteht

2.2 Molecular Beacons

Molecular Beacons (Tyagi et al, 1996) sind ebenfalls Fluoeszenz-markierte
Hybridisierungssonden, besitzen jedoch eine andere Struktur. Sie sind so konstruiert, dass die
zum Zielstrang komplementire Sequenz (,,Loop™) am 5'- und am 3’-Ende um einen

selbstkomplementidren Sequenzabschnitt (,,Steam*) mit einer Basenlinge von ungefihr 6
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Nukleotiden erweitert ist und das Molekiil dadurch eine Haarnadelstruktur erhélt. Reporter-
und Quenchermolekiil befinden sich am 3’- und am 5°-Ende, so dass dic Konformation des
Molekiils in seinem Grundzustand, der Haarnadelstruktur, eine rdumliche Ndhe von Reporter
und Quencher und damit die Unterdriickung einer messbaren Fluoreszenz durch den
‘Quencher” bedingt. Durch den Hybridisierungsvorgang am spezifischen Produkt wird diese
Haarnadel-Konformation aufgeldst, und die Reporterfluoreszenz wird durch die raumlichen
Trennung der beiden Fluorophore messbar (Abb. 3). Molecular Beacons gelten als extrem
spezifisch. Bereits bei Fehlpaarung von nur einer Base bleibt eine Hybridisierung mit dem

Zielgen aus (Tyagi et al., 1996).

,Loop“ (enthalt Sonden-Sequenz)

s L f\<‘f |
A B

---------- RERANERRRANNRRAN RNy

hu Zielstrang-DNA
N
Reporter Quencher
(z. Bsp. FAM) (z.Bsp. DABCYL)

Fluoreszenz

hu Quencher

Abb. 3: Aufbau und Funktionsprinzip eines Molecular Beacon (modifiziert nach
www.probes.com), A ungebundener Molecular Beacon in Haarnadelstruktur, B Zielstrang-
DNA (Einzelstrang), C an den Zielstrang gebundener Molecular Beacon; Haarnadelstruktur

aufgehoben, messbare Fluoreszenz
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III. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

A Material und Methoden

1. Untersuchungsgebiet

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Blutproben stammen alle, mit Ausnahme der
Negativkontrollen, von Katzen aus Siidafrika. Als siidlichstes Land des afrikanischen
Kontinents, mit einer Fliche von mehr als 1,22 km?, liegt Siidafrika zwischen dem 22. und 34.
Grad stidlicher Breite und féllt somit in den Bereich der Subtropen. Im Vergleich zu anderen
subtropischen Gebieten ist das Klima in Siidafrika jedoch eher gemiBigt, was nicht zuletzt
durch den kalten, von Westen nordwiérts zichenden Benguela-Strom und die Hohenlage im
zentralen Hochland, v. a. um Johannesburg (,,Highvelds*) bedingt ist. Politisch ist das Land in
9 Provinzen eingeteilt. Das Untersuchungsgebiet Port Elizabeth ist mit mehr als 1 Mio.
Einwohnern die Hauptstadt der Provinz ,Eastern Cape“ und liegt an der Siidostkiiste des

Landes am Indischen Ozean (Abb. 4).

2. Studientiere und statistische Datenanalyse

In die Studie aufgenommen wurden Katzen aus dem Patientengut der ,,Kragga Kamma
Veterinary Clinic* in Port Elizabeth. Dabei wurden von den Katzen, die im Zeitraum von
Ende Oktober 2001 bis Anfang April 2002 die Klinik aufsuchten, 206 Tiere zufillig
ausgesucht und mit K 1 bis K 206 bezeichnet. Wie in Abb. 5 dargestellt, wurden in einem
Dokumentationsbogen fiir jede Katze die Parameter Alter, Rasse, Geschlecht, Haltung und
Herkunft sowie einzelne Patientencharakteristika in Bezug auf die Babesieninfektion erfasst.
Bei der Haltung der Katzen wurde zwischen reinen Hauskatzen, als ,,indoor*- Katzen
bezeichnet, Katzen, die sich ausschlieBlich im Freien authalten (sogenannte ,,outdoor-
Katzen) und Freilduferkatzen, die sich sowohl im Haus, als auch drauflen aufhalten
(,,indoor/outdoor*) unterschieden. Als Herkunft der Katzen wurde der Stadtteil erfasst, in dem
die Wohnung des Besitzers lag. Tiere, die nicht aus Port Elizabeth stammten, aber trotzdem in

die Untersuchung miteinbezogen wurden, wurden unter dem Punkt ,auBerhalb Port
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Elizabeths* zusammengefasst. Festgestellte Krankheitssymptome wurden unter dem Punkt

,arund der Vorstellung®, ,,Habitus* oder ,,sonstige Bemerkungen* erfasst (Abb. 5).

Afrika
SUDAFRIKA ZIMBABWE
~— MOCAM-
BOTSWANA NORTHERN ' | o' o=
PROVINCE &, g
‘{ National
dPark
— \Johanner){)GL)Jtrogr ia. i PUMALA;‘]G' .Y,
NORTH WEST GAUTENG
NAMIBIA
KWA-ZULU
NORTHERN CAPE
Atlantisch EASTERN CAPE Indischer
Ozean
Kapstadt
P Port Elizabeth

Abb. 4: Untersuchungsgebiet Port Elizabeth, Stidafrika
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Dokumentationsbogen zur Katzenbabesiose

Katzen Nr,:

Tag der Vorstellung:

Grund der Vorstellung:

Name des Tieres:

Besitzer:
Herkunft: [J Port Elizabeth, Stadtteil
[} auRerhalb
Rasse:
Alter:
Geschlecht: J weiblich [ ménnlich [ kastriert
Haltung: [ indoor [J indoor/outdoor [ outdoor
Habitus: [J ungestort [ gestort
Ausstrich: [} positiv ] negativ
Vorbehandlung: ] nein
O ja
Therapie:
Weiterer Verlauf:

Sonstige Bemerkungen:

Abb. 5: Dokumentationsbogen
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Zur statistischen Auswertung der Patientendaten wurde der Chi-Quadrat-Test (Xz-Test)
eingesetzt. Der y’-Test ist eine statistische Methode zur Uberpriifung von
Haufigkeitsverteilungen. Es werden zwei qualitative Merkmale X und Y simultan betrachtet,
um herauszufinden, ob sie zueinander in Beziehung stehen und, falls ja, um was fiir eine
Beziehung es sich handelt und wie stark sie ist (Signifikanzpriifung). Als signifikant gilt das
Ergebnis, wenn die Annahme berechtigt ist, dass ein theoretisch angenommener und in den
Daten vorgefundener Zusammenhang zwischen Merkmalen nicht alleine durch die Unschérfe
erklart werden kann, die mit der Stichprobenbeziehung verbunden ist. Die Berechtigung
dieser Annahme kann nie mit Sicherheit erwiesen werden, sondern nur mit einer gewissen,
vorab festzulegenden Wahrscheinlichkeit. Diese bezeichnet man als Signifikanzniveau. Hier
wurde, wie allgemein iiblich, ein Signifikanzniveau (0) von 0,05 festgelegt, was bedeutet,
dass man ein Ergebnis als signifikant akzeptiert, welches rein zufillig nur in 5 Prozent aller
Stichprobenziehungen aufireten wiirde. In der vorliegenden Arbeit sollte gepriift werden, ob
die dokumentierten Patientencharakteristika Alter, Rasse, Geschlecht, Haltung, Herkunft
Krankheitssymptome mit einer Babesieninfektion in Zusammenhang stehen. Die
beobachteten Héufigkeiten zweier zu analysierenden Merkmale wurden in eine Vier-Felder-

Tafel eingetragen.

Tab. 2: Beispiel einer Vier-
Babesien- Geschlecht (Y) Summe | oo Tafel fir die beiden
infektion (X) W m

qualitative Merkmale
positiv a b a+b Babesieninfektion  (X) und
negativ v d c+d Gechlecht (Y) zur Uberpriifung

von Haufigkeitsverteilungen
Summe atc b+d n =at+b+c+d

a, b, ¢, d = Anzahl der Tiere mit dem entsprechenden Merkmal
w = weiblich
m = mannlich

Fiir jedes der vier Felder (a, b, ¢ und d) wurde die Differenz aus beobachteter und erwarteter
Hiufigkeit gebildet, quadriert und durch die erwartete Hiufigkeit geteilt. Der x> — Wert

entsprach der Summe der entsprechenden Werte fiir alle vier Felder.
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Zur Ermittlung des x>-Wertes wurde folgende vereinfachte Formel verwendet:

(ad—bc)* 'n
L=

(atc) (b+d) (atb) (c+d)

Bei volliger Ubereinstimmung von beobachteter und erwarteter Hiufigkeit ergibt sich ein
¥ — Wert von 0. Mit einem Computerprogramm  (http:/medweb.uni-
muenster.de/institute/imib/lehre/skripte/biomathe/bio/chi.html) ~ wurde  fir alle zu
untersuchenden Merkmale der y* — Wert und zusitzlich die entsprechende Signifikanz p
berechnet. Bei einem vorher festgelegten Signifikanzniveau von o = 0,05 gilt y*> 3,84 und

p < 0,05 als ,,signifikant®.

3. Gewinnung der Blutproben fiir die molekularbiologische Untersuchung

und Serologie

Blut wurde aus der V. cephalica antebrachii entnommen, in einem Serumrdhrchen (BD
Vacutainer SST, Preanalytic Solutions, UK) aufgefangen und sofort zentrifugiert
(Tischzentrifuge Heraeus Christ GmbH, Typ 00702, VA max.60, hochste Stufe fiir ca. 5 min).
AnschlieBend wurde das Serum von der zellhaltigen Fraktion abpipettiert und beide Anteile

separat bis zur weiteren Untersuchung bei -20 °C eingefroren.

4. Herstellung eines Blutausstriches und lichtmikroskopische Untersuchung

Zusétzlich wurde von jeder Katze ein Blutausstrich angefertigt. Dazu wurde ein Tropfen Blut
durch Punktion der Ohrrandvene gewonnen und auf einem Objekttridger ausgestrichen. Der
luftgetrocknete Ausstrich wurde mit der DiffQuick-Farbemethode (KYRO-Quick Stain,
Kyron Laboratories (PTY) LTD, Benrose 2094) nach Anleitung des Herstellers gefirbt. Alle
Blutausstriche wurden anschlieBend lichtmikroskopisch auf Babesien untersucht. Dabei
wurden sie fir mind. 10 min im Fahnenbereich méianderformig durchmustert und das

Ergebnis im Dokumentationsbogen vermerkt. AufBlerdem wurden morphologische

29



II1. A Material und Methoden

Besonderheiten, wie {iberdurchschnittliche Grofle, ,,Malteserkreuz®- Formation oder
vermehrtes Auftreten von Formen, die fiir Babesia felis als eher untypisch gelten (z. B.
Birnenformen), festgehalten. Positive Ausstriche wurden aufbewahrt und negative Ausstriche

nach der Untersuchung verworfen.

5. Molekularbiologische Untersuchungen

5.1 DNA-Extraktion

Zur Extraktion der Babesien-DNA wurde ein Silikageladsorptions-Verfahren mit
vorausgehender Proteinase K-Verdauung unter Verwendung des ,,QIlAamp DNA Blood Mini
Kits“ (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Es wurden immer 11 Blutproben gleichzeitig bearbeitet
und eine Negativkontrolle, bestehend aus PBS parallel mitgefiihrt. Nach Anleitung des
Herstellers wurde zundchst 200 pl aus der zellhaltigen Fraktion der Blutproben (Kap. 3)
entnommen und in einem 1,5 ml Eppendorfgefdl mit 20 pl Protease (25 mg mit 1,2 ml
Proteinase-Losungsmittel verdiinnt, nach Angaben des Herstellers) versetzt. Falls das
Probenvolumen weniger als 200 pl betrug, wurde mit entsprechender Menge PBS (8,5 g/l
NacCl, 0,85 g/l Na2HPO4-2H20, 0,25 g/l KH,POy4; pH 7,2) auf 200 pl aufgefiillt. Dann wurden
200 pl des mitgelieferten Puffers ,,AL*“ zum Proben-Protease-Gemisch hinzugefiigt, gut
gemischt, anschlieBend 10 min bei 56 °C inkubiert und 200 pl Ethanol absolut (Roth,
Karlsruhe) zugegeben. Der gesamte Inhalt des Eppendorfgefiles wurde jetzt in ein mit einer
Silikagelmembran versehenes ,,QIlAamp spin“ - Sdulchen iiberfiihrt und 1 min
(Tischzentrifuge, Standardgeschwindigkeit 10900 rpm [10500xg]; Abbott Diagnostics
Division, Wiesbaden) zentrifugiert. Die DNA wurde dabei an die sich in den Siulen
befindliche Membran gebunden. Im nédchsten Schritt wurde die DNA mit nach Anleitung des
Herstellers hergestellten Gebrauchslosungen der Waschpuffer ,,AW1“ und , AW2*
gewaschen. Zur anschlieBenden Elution der gewonnenen DNA wurden die QIAamp Sdulen in
1,5 ml Eppendorfgefile gesteckt, 200 pl mitgelieferter Elutionspuffer ,,AE*“ dazugegeben, 1
min bei Raumtemperatur inkubiert und danach 1 min (10900 rpm) zentrifugiert. Die sich nun
im Eppendorfgefdll befindende DNA-L6sung wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C
gelagert. Die Zusammensetzung der Puffer ,,AL%, ,AWI1% JAW2* und ,,AE“ wurden vom

Hersteller nicht angegeben.
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5.1 Charakterisierung der 18S-rDNA-Sequenz der Babesien zur molekular-

biologischen Artdiagnose

5.2.1 Auswahl der Proben

Fiir die Untersuchung wurde die DNA-Losung (Kap. 5.1) aus Blutproben von 13 Katzen
ausgewdhlt, bei denen im Ausstrich Babesien diagnostiziert worden waren. Darin waren
Proben enthalten, die morphologische Besonderheiten im Blutausstrich gezeigt hatten (Kap.
4) oder die trotz im Ausstrich nachgewiesenen Babesien im IFAT negativ reagierten
(Patienten K 8, K 68), um eines moglichst breiten Spektrums an Genotypen zu erfassen.
Zusétzlich wurde auf eine groBflichige Verteilung bei der Herkunft der Katzen im
Untersuchungsgebiet und auf eine gleichméBige zeitliche Verteilung innerhalb des

Untersuchungszeitraumes geachtet.

5.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Diese Methode dient der Amplifizierung, d.h. der Vervielfiltigung, von bestimmten
Genabschnitten. Fiir die Amplifizierung der 18S-rDNA-Sequenz wurden Primer eingesetzt,
die bereits bei anderen kleinen Babesienarten, Babesia microti (Zahler et al., 2000c) und
Babesia gibsoni (Zahler et al., 2000a und b) fiir diesen Genabschnitt erfolgreich eingesetzt
wurden. Der ,,upstream® Primer RIB-19 (Tab. 3), ein modifizierter Universalprimer, bindet an
einen Bereich am 5'-Ende der 18S, der innerhalb Eukaryonten konserviert ist. Der
,downstream® Primer RIB-20 (Tab. 2) zielt auf einen Abschnitt am 3’-Ende der bei Babesien
und Theilerien konserviert ist (Zahler et al., 2000a, b und c). Dabei wurde darauf geachtet,
dass das 3’-Ende, das wichtig flir die Spezifitdt des Primers ist, nicht auf Zecken-, Pilz- oder
Sduger-DNA passt. Die PCR erfolgte unter Anwendung der sogenannten ,,hot-start“-Technik.
Dafiir wurden 5 pl DNA-Losung, je 1 pl (50 uM) der jeweiligen beiden Primer, 1,8 pl (25
mM) MgCl, (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) sowie 35,3 pl H,O in einem 0,5 ml
Eppendorf-Gefdl mit 2 Tropfen Mineraldl (Sigma, Deisenhofen) {iberschichtet und in einem
PCR-Gerédt (UNO II-Thermoblock, Biometra, Gottingen) fiir 2 min bei 96 °C denaturiert.
Nach der Abkiihlung auf 85 °C wurde eine Mischung (,,Master-Mix*), bestehend aus 5 pl 10x
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PCR-Puffer (100 mM Tris-HCI [pH 8,3], 500 mM KCl, 15 mM MgCl,; Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg), 0,4 pl ANTP-Mix (je 25 mM dGTP, dATP, dTTP, dCTP; United States
Biochemicals, Bad Homburg) und 0,5 pl (5 units/ul) Taq-DNA-Polymerase (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) hinzugefligt. Dieser initiale Denaturierungsschritt bei 96 °C,
sowie die Zugabe des ,,Master-Mixes“ bei 85 °C (sog. ,hot-start*) dienen der Vermeidung
einer unspezifischen Bindung der Primer und einer mdglichst vollstindigen Denaturierung der
genomischen Doppelstrang-DNA. Daraufhin folgten 30 Amplifikationszyklen in der Abfolge
Denaturierung bei 92 °C fiir 1 min, Primer-Hybridisierung (,,Annealing*) bei 54 °C fiir

ebenfalls 1 min und Primer-Extension bei 72 °C fir 90 s.

Tab. 3: Sequenzen der PCR-Primer fiir die 18S rDNA (Zahler et al., 2000a, b und ¢)

RIB-19: 5 - CGG GAT CCA ACC TGG TTG ACT CTG G 37
RIB-20: 5 - CCG AAT TCC TTG TTA CGA CTT CICG 37

5.2.3 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Sichtbarmachung der amplifizierten PCR-Produkte wurde eine Agarosegel-
Elektrophorese (,,Bioplex* Gelelektrophoresekammer; Strehlau und Kruse, Freiburg) bei
maximal 35 V und 40 mA durchgefiihrt. Zur Herstellung eines 1,3%-igen Agarosegels
wurden 0,57 g Agarose (,,molcular biology quality; Appligene, Heidelberg) in 44 ml TAE-
Puffer (40 mM Tris-Acetat, 20 mM Na-Acetat, 2 mM EDTA, pH 7,8) aufgekocht. Nach
Abkiihlung auf ca. 50 °C und Zugabe von 1 pl 1 %-iger Ethidiumbromid-Losung (Sigma,
Deisenhofen) zur Anfirbung der Nukleinsduren wurde das noch fliissige Gel in die
Gelelektrophoresekammer gegossen und nach Aushirten ca. 5 mm hoch mit TAE-Puffer
iiberschichtet. Jeweils 9 pl der PCR-Ansdtze wurden mit 1pl 10x Agaroseblaupuffer (1%
SDS, 0,25 % Bromphenolblau, 15 % Ficoll 400, 0,1 M EDTA) zur Laufkontrolle versetzt und
auf das Gel aufgetragen. Zur genauen Bestimmung der Bandengrofe wurden in jedem Gel
zusitzlich 10 pl eines 1 kb-Leiter (1 pg/pl, GibcoBRL®, Eggenstein) als GroBenstandard

verwendet. Durch die Interkalierung des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid zwischen die
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Basen des DNA-Doppelstranges wurden Banden von PCR-Produkten im UV-Licht (UV-
Leuchttisch Typ B IL-350-M, 312 nm, Bachhofer GmbH, Reutlingen) sichtbar gemacht und
photographiert (Polaroidfilm Typ ,,667%, Sigma). Falls bei einzelnen Isolaten der erste PCR-
Durchgang nur sehr schwache oder gar keine Banden der erwarteten GroBe hervorbrachte,
wurde in einer erneuten PCR die DNA-Menge der jeweiligen Proben (je 1 pl, 5 pl, sowie 20
pul DNA-Losung) variiert. Wenn auch dann kein PCR-Produkt in der Gréfe von ca. 1,6 kb
entstand, wurde mit der entsprechenden Blutprobe erneut eine DNA-Extraktion wie schon

beschrieben (Kap. 5.1) durchgefiihrt.

5.2.4 Reinigung und Sequenzierung der PCR-Produkte

Zur Entfernung von die Sequenzierungsreaktion moglicherweise storenden Komponenten
wurde die DNA mit dem ,,QIAquick PCR Purifikation Kit* (Quiagen, Hilden) gereinigt.
Hierfiir wurde der gesamte Inhalt des PCR-Tubes in ein 1,5 ml Eppendorfgefal} {iberfiihrt und
mit dem 5-fachen Volumen Puffer ,,PB* (keine weiteren Angaben vom Hersteller) versetzt.
Dieses Gemisch wurde nun in ein Zentrifugensdulchen mit Silikagelmembran gegeben und
60 s zentrifugiert (Biofuge 13, Standardgeschwindigkeit 13000 rpm [13793xg]; Heraeus
Instrumente, Osterode). Im ndchsten Schritt wurde die an die Membran adsorbierte DNA mit
750 ul Waschpuffer ,,PE*“ (6 ml Pufferkonzentrat, versetzt mit 24 ml Ethanol abs. [Roth,
Karlsruhe]) gewaschen und dann in 100 pl Elutionspuffer ,,EB*“ (10 mM Tris-Cl, pH 8,5)
eluiert. Die anschlieBende Féllung der DNA erfolgte nach Zugabe von 25 pl 10 M
Ammoniumacetat (Merck, Darmstadt) und 200 pl 100%-igem Ethanol (Roth, Karlsruhe) zum
Eluat bei -20 °C fiir 1 Stunde. Nach anschliefender 10-miniitiger Zentrifugation bei 4 °C
(12000 rpm [15300xg]; Kiihlzentrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg) wurde der Uberstand
abdekantiert, 200 pl 70%-igem Ethanol (Roth, Karlsruhe) zugegeben und nochmals 5 min bei
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet nach vollstindigem
Abpipettieren der Fliissigkeit bei Raumtemperatur getrocknet. Die Sequenzierung erfolgte

durch die Firma MWG Biotech, Ebersberg.
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5.2.5 Sequenzanalyse

Die Analyse der Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Computer-Programmes ,,DNAMAN*
(Lynnon Bio Soft, Quebec, Kanada). Zur Ausrichtung (,,Alignment) von 2
Nukleotidsequenzen wurde das Programm ,,Two Sequence Alignment® mit der ,,Dynamic
Alignment“-Methode (abgeleitet von Smith und Waterman, 1981, Feng und Doolittle, 1987
und Thompson et al., 1994) und den Parametern ,,Gap open penalty* von 10, ,,Gap extension
penalty von 5 und ,,DNA transition weight* von 0,5 angewandt. Zur Analyse von mehreren
Sequenzen wurde das Programm ,,Multiple Alignment®, mit dem ,,Full Alignment*, ebenfalls
einer ,,.Dynamic Alignment“-Methode, und den Parametern ,,Gap open penalty* von 10, ,,Gap
extension penalty* von 5 und ,,Delay divergent sequences® von 30 % gewdhlt. Die Sequenzen
wurden Position fiir Position miteinander verglichen. Mutationen, die unter Einbeziehung
aller verfligbarer Sequenzen an einer bestimmten Position nur einmal festgestellt wurden,
wurden als Polymerasefehler bzw. davon nicht unterscheidbar als seltener Genotyp bewertet
und entsprechend den anderen Sequenzen korrigiert. Mehrfach vorkommende Mutationen
wurden als ,echte Polymorphismen* angesehen und als Einbuchstabencode der
entsprechenden Nukleotide angegeben (R=A/G, Y=C/T, K=G/T, M=A/C, S=G/C, W=A/T,
D=A/G/T, V=A/GC). Zur Berechnung der prozentualen Polymerasefehlerrate wurden alle nur
einmal in den analysierten Sequenzen vorkommenden Basensubstitutionen und
Insertionen/Deletionen addiert und dieser Wert durch die Gesamtanzahl der Basen aller
analysierten Sequenzen geteilt und mit 100 multipliziert. Die Polymorphismusrate (%) wurde
bestimmt, indem die Anzahl der ,echten Polymorphismen® durch die durchschnittliche
Basenlénge geteilt und mit 100 multipliziert wurde. Die Sequenzidentitdten ergaben sich aus

der Differenz zwischen 100 % und der entsprechenden Polymorphismusrate.

Aus den Alignments wurden phylogenetische Beziehungen und deren graphische Darstellung
als Dendrogramme mit einem Distance-Matrix-Programm und der ,Neigbour-Joining-
Methode (Saitou und Nei, 1987) unter Verwendung des Programms ,,Phylogenetic tree*
(,,DNAMAN®) erstellt.
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5.3 Untersuchung des ITS-Genabschnittes der Babesien zur genotypischen

Analyse der Artvariation

5.3.1 Auswahl der Proben

Fiir die Untersuchung diente die DNA-Losung aus den Blutproben der 13 Katzen, die bereits
zur Charakterisierung der 18S-rDNA-Sequenz herangezogen wurden (Kap. 5.2.1).

5.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Erfassung einer potentiellen innerartlichen Variabilitdt wurde die Region des internen
transkribierten Spacer (ITS) der rDNA ausgewéhlt, die aus den Internen transkribierten
Spacern 1 und 2 sowie der dazwischen liegenden 5,8S-Region besteht. Diese Region ist
weniger stark konserviert als die 18S-Region und daher zur Erfassung von genotypischen
Unterschieden zwischen nahe verwandten Individuen besser geeignet als die 18S-rDNA. Zur
Amplifizierung wurden Primer verwendet, die bereits bei Babesia canis (Zahler et al., 1998)
eingesetzt worden waren. Der ,,upstream® Primer RIB-13 (Tab. 4) wurde homolog zu einem
Bereich nahe des 3’-Endes der 18S rRNA codierenden Region konstruiert, welche bei
verschiedenen Babesienarten konserviert ist (Zahler et al., 1998). AuBerdem wurde darauf
geachtet, dass das kritische 3’-Ende des Primers nicht auf Zecken-, Pilz- oder Saugetier-DNA
passt. Als ,,downstream‘ Primer wurde ein auf die 28S-Region gerichteter Universalprimer
RIB-3 (Tab. 4) verwendet (Zahler et al., 1995). Der Primer bindet an einen Genabschnitt, der
im Tier- sowie Pflanzenreich hochgradig konserviert ist. Zur Erleichterung der nachfolgenden
Klonierung wurden Restriktionsschnittstellen fiir BamHI und EcoRI am 5°-Ende von RIB-3
bzw. RIB-13 eingefiigt. Die PCR erfolgte wieder unter Anwendung der sogenannten ,,hot-
start“-Technik (vgl. 5.2.2). Hierfiir wurden 5 pl DNA-Losung, je 1 pl (50uM) der Primer
RIB-3 und RIB-13, 1,8 ul (25 uM) MgCl, (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) und je 2
pl 100x BSA (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) und DMSO (Roth, Karlsruhe) in ein
0,5 ml Eppendorf-Gefdll pipettiert, mit 2 Tropfen Mineral6l (Sigma, Deisenhofen)
iiberschichtet und im einem PCR-Gerdt (UNO II-Thermoblock, Biometra, Gottingen) flir 2
min bei 96 °C denaturiert. Nach der Abkiihlung auf 85 °C wurde ein ,,Master-Mix“, bestehend
aus 5 pl 10x PCR-Puffer (100 mM Tris-HCI [pH 8,3], 500 mM KCI, 15 mM MgCl;
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Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), 0,4 ul ANTP-Mix (je 25 mM dGTP, dATP, dTTP,
dCTP; United States Biochemicals, Bad Homburg) und 0,5 pl (5 Units/ul) Tag-DNA-
Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) hinzugefiigt. Es erfolgten 30 Zyklen
mit der Abfolge Denaturierung bei 92 °C flir | min, Primer-Hybridisierung (,,Annealing*) bei
52 °C fiir ebenfalls 1 min und Primer-Extension bei 72 °C fiir 90 s.

Tab. 4: Sequenzen der PCR-Primer fur den ITS-Genabschnitt mit eingefligten
Schnittstellen (fettgedruckt) der Restriktionsendonukleasen (Zahler et al., 1995, 1998)

RIB-13: 5-CC G AAT TC*T TTG TGA ACC TTA TCA3’
RIB-3: 5-CG G GAT CC**T TC(A G CTA GCC G(C, T) T ACT-3’

* EcoRI-Schnittstelle
** BamHI-Schnittstelle

5.3.3 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Sichtbarmachung der amplifizierten PCR-Produkte und Uberpriifung ihrer GroBe wurde
nach der PCR eine Agarosegel-Elektrophorese, wie bereits in Kap. 5.2.3 ausfiihrlich
beschrieben, durchgefiihrt.

5.3.4 Reinigung der PCR-Produkte und Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Zur weiteren Verarbeitung wurden die DNA-Banden im Agarosegel knapp entlang ihrer
Grenzen mit einem abgeflammten und ausgekiihlten Skalpel ausgeschnitten und in 1,5 ml
EppendorfgefiBe verbracht. AnschlieBend wurde ein sog. ,,Geneclean (,,Geneclean™III-Kit*,
Q-Bio Gene, Bio 101® Systems, USA), basierend auf einer Silikageladsorption, durchgefiihrt.
Zunichst wurden die Gelbanden einzeln gewogen (Tischwage Sartorius, BP210D, Sartorius
Werke, Gottingen) und anschlieBend zum Ldsen der Agarose mit der 2,5fachen Menge einer

6M NalJ-Losung versetzt und ca. 5 min bei 50 °C inkubiert, bis die Agarose vollstindig gelost
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war, d.h. keine Schlieren mehr zu sehen waren. Bei Gelstiicken mit einem Gewicht unter
50 mg erfolgte zundchst eine Ergéinzung mit H,O bis zu dieser Gewichtsmarke. Durch Zugabe
von 5 pl ,,Glasmilch®, einer Silikagelsuspension, und anschlieBender Inkubation von 5 min
bei Raumtemperatur wurde die DNA gebunden. Die Silikapartikel wurden wéhrend des
Inkubierens durch mehrfaches Vortexen (Vortex Genie 2, Bender und Hobein AG, Ziirich) in
Suspension gehalten. Nach 13 s Zentrifugieren (Biofuge 13, Standardgeschwindigkeit 13000
rpm [13793xg]; Heraeus Instrumente, Osterode) wurde der Uberstand abdekantiert und das
Sediment (,,Pellet*) anschlieBend dreimal mit 250 pl einer alkoholischen Waschlosung (,,New
Wash*; 14 ml Konzentrat wurden geméf der Anleitung des Herstellers mit 280 ml Aqua dest.
und 310 ml 100%igem Ethanol verdiinnt) gewaschen. Bei jedem Waschschritt wurde das
Pellet in dieser Waschlosung resuspendiert, das Gemisch anschlieBend fiir 11 s zentrifugiert
und der Uberstand wieder abdekantiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der restliche
Uberstand nach weiterem kurzen Anzentrifugieren vollends vorsichtig abpipettiert. Das Pellet
wurde dann fiir ca. 20 min bei Raumtemperatur getrocknet, in 18 ul TE-Puffer (10 mM Tris-
HCl, 1 mM EDTA; pH 8,0) resuspendiert und 3 min bei 50 °C im Wasserbad inkubiert. Nach
2-miniitigem Zentrifugieren wurden 16 pl des Uberstandes abpipettiert und fiir den
anschlieBenden Verdau mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI in ein neues
Eppendorfgefd3 verbracht. Zu den 16 pul DNA-Losung wurden jeweils zundchst 2 pl
(20 U/ul) BamHI (New England BioLabs, Schwalbach) und 2 pl NEBuffer fiir BamHI (1,5 M
NaCl, 100 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 10 mM DTT [pH 7,9]; New England BioLabs,
Schwalbach) sowie 0,2 pl (100 pl/ml) BSA (New England BioLabs, Schwalbach)
hinzugegeben und fiir 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach 1 h wurden dem Gemisch
2 ul (15 U/ul) EcoRl (Amersham Biosciences, Freiburg) und 3 ul (100 pul/ml) des
dazugehorigen Puffer ,,H* (500 mM Tris-HCI [pH 7,5], 100 mM MgCL, 10 mM DTT,
1000 mM NaCl; Amersham Biosciences, Freiburg) hinzugefiigt, mit 24,8 ul Aqua dest. auf
ein Endvolumen von 50 pl aufgefiillt und fiir eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend erfolgte erneut eine Reinigung der DNA (,,Geneclean®II1I-Kit“, Q-Bio gene, Bio
101® Systems, USA) und Elution der DNA in 8 pl TE-Puffer.
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5.3.5 Vektorherstellung

Fiir die Klonierung der PCR-Produkte wurde zunichst ein mit den Enzymen BamHI und
EcoRI geschnittener Vektor hergestellt. Hierzu wurden 13,6 pl (0,25 pg/ul) des Plasmids
,pBlueskript II SK(-)*“ (Abb. 6; Stratagene, Heidelberg) mit 2,4 ul H,O, 2 ul NEBuffer fiir
BamHI (1,5 M NaCl, 100 mM Tris-HCL, 100 mM MgCL, 10 mM DTT [pH 7,9]; New
England BioLabs, Schwalbach), 2 ul (20 U/ul) BamHI (New England BioLabs, Schwalbach)
und 0,2 pl 100x BSA (New England BioLabs, Schwalbach) in ein Eppendorfgefdl pipettiert
und 60 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 24,5 ul H,O, 3 pl 10x Puffer ,,H* (500 mM
Tris-HCI [pH 7,5], 100 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1000 mM NaCl; Amersham Pharmancia
Biotech, Freiburg), 2 pl (15 U/ul) EcoRI (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) und 0,5 pl
100x BSA (New England BioLabs, Schwalbach) wurde weitere 60 min bei 37 °C inkubiert.
Die geschnittene Vektor-DNA wurde dann mittels Silikagel-Adsorption (,,Geneclean®III-
Kit“, Q-Bio gene, Bio 101® Systems, USA) wie in Kap. 5.3.4 ausfiihrlich dargelegt, gereinigt.
Unter Annahme einer Ausbeute von 75 % wurde die DNA durch Elution in 50 pl TE-Puffer

auf eine Konzentration von 50 ng/ul gebracht.

Phagen ori MCS (multiple cloning site):
Poly-Linker-Region mit
Xhol Erkennungssequenzen fir
LacZ Restriktionsendonukleasen;
EcoRI Phagen ori: Replikations-
startpunkt fir Phagen;
<+— MCS Plasmid ori: Replikations-
startpunkt fir Plasmid;
Lacl BamHI Lac-Operon: LacZ: codiert
Xbal fUr R-Galaktosidase;
Lacl: Repressorprotein

pBlueskript II SK(-)
3,0 kb

Ampicillin-
resistenzgen

Plasmid ori

Abb. 6: Plasmidkarte des Vektors ,pBlueskript Il SK(-); (modifiziert nach Stratagene,
Heidelberg)
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5.3.6 Ligation

Nach erfolgtem Restriktionsendonukleasen-Verdau der PCR-Produkte wurden diese im
ndchsten Schritt in den gleichermaflen geschnittenen Vektor einligiert. Dazu wurden pro
Ligationsansatz 6 pul der DNA-LSsung zu 2 pl (50 ng/ul) der Vektorlosung gegeben und fiir 5
min bei 50 °C zur Trennung der kohdsiven Enden inkubiert. Nach Zugabe von 1 pl
10x T4-DNA-Ligase-Puffer (United States Biochemical, Bad Homburg) und 1 pl (1 U/pl)
T4-DNA-Ligase (United States Biochemical, Bad Homburg) wurde 90 min bei 16 °C
inkubiert.

5.3.7 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Dieser Schritt diente der Herstellung elektrokompetenter Bakterien fiir die Klonierung. Als
Bakterienstamm wurde ausnahmslos Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg)
verwendet. Hierflir wurde eine Kolonie des auf einer ,,LB-Tet“- Platte (Luria Bertani-
Medium: 10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt [jeweils Roth, Karlsruhe], 5 g/l NaCl, 1 ml/l IN
NaOH; Zusatz fiir ,,LB-Tet“-Platte: 15 g/l Agar [Roth, Karlsruhe], 12,5 mg/l Tetrazyklin
[United States Biochemical, Bad Homburg]) ausgestrichenen E. coli- Stammes XL1-Blue
(Stratagene, Heidelberg) zur Herstellung einer Fliissigkultur in 15 ml ,,LB-Tet*“-Medium (LB-
Medium, mit 12,5 mg/l Tetrazyklin) iiber Nacht bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurde
diese Ubernachtkultur dazu verwendet, 1,5 1 LB-Tet-Medium zu beimpfen. Nach ca. 3 h
Inkubationszeit bei einer Temperatur von 37 °C und Erreichen einer optischen Dichte von 0,3
bei 600 nm (Photometer PCP 6121, Eppendorf Geritebau, Hamburg) wurde die
Zellsuspension flir 20 min auf Eis gelagert und anschlieBend in einer Kiihlzentrifuge (Sorvall
RC2-B, Du Pont, Bad Homburg) flir 15 min bei 4500 rpm (3300xg) und 4 °C zentrifugiert
(GSA-Rotor, Du Pont, Bad Homburg). Nach Abdekantieren der Fliissigkeit wurde das
Bakterienpellet zweimal in HEPES-Losung (1 mM HEPES-HCI, pH 7,0) resuspendiert und
jeweils fiir 15 min bei 5500 rpm (4920xg) zentrifugiert. Danach wurde das Bakterienpellet in
ca. 30 ml 10-%iger Glycerinlosung aufsuspendiert und 15 min bei 6500 rpm (5090xg)
zentrifugiert (SS34-Rotor, Du Pont, Bad Homburg). AbschlieBend wurden die Zellen in 1,5
ml 10-%iger Glycerinlosung resuspendiert, zu jeweils 40 pl aliquotiert und bei -70 °C

gelagert.
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5.3.8 Elektroporation und Selektion rekombinanter Klone

Elektroporation ist die Transformation von Plasmid-DNA in lebenden Bakterien, d.h. das
Einbringen eines Plasmids in elektrokompetente Zellen mittels eines elektrischen Pulses.
Hierflir wurden die zuvor hergestellten, eingefrorenen XL1-Blue-Portionen (Kap. 5.3.7) bei
Raumtemperatur aufgetaut und zusammen mit den Elektroporationskiivetten (2 mm
Elektrodenabstand, Bio-Rad, Miinchen) und der erforderlichen Menge SOC-Medium (0,5%
Hefeextrakt, 2% Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClL, 10 mM MgSQy,
20 mM Glucose; 1 ml pro Ansatz) auf Eis vorgekiihlt. 2 ul des Ligationsansatzes wurden mit
einem 40 pl-Aliquot der E. coli- Zellen zusammengebracht und nach 1-miniitiger Inkubation
auf Eis in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette {iberfilhrt. Dann wurde die
Elektroporation bei 1,5 kV und 150 Ohm (50 pF) im Elektroporationsgerit (,,The Porator*,
Invitrogen Corporation, Vertrieb ITC, Heidelberg) durchgefiihrt. Um ein Absterben der
geschwichten Zellen zu minimieren, wurde unmittelbar nach der Transformation 1 ml SOC-
Medium auf die Suspension gegeben und die Zellen dann in einem Glasrohrchen fiir 1 h bei
37 °C im Drehrad (M&B Stricker, OberschleiBheim) inkubiert. Nach anschlieBender
Zentrifugation fiir 5 min bei 2000 rpm (700xg) wurde der Uberstand abdekantiert, das
Bakterienpellet in der Restfliissigkeit aufsuspensiert und auf LB-Ampicillin-Blaumarker-
Agarplatten (LB-Medium s.o0., Zusatz: 100 mg/l Ampicillin [Sigma, Deisenhofen], 80 mg/l X-
Gal [5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid], 58 mg/l IPTG [Isopropyl-B-D-
Thiogalactopyranosid], 15 g/l Agar) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Auf
diesen Platten wachsen nur transformierte Bakterien, die ein iiber das Plasmid erhaltene

Ampicillinresistenz besitzen.

Die Auswahl rekombinanter Keime fiir nachfolgende Reaktionen erfolgte anhand einer
sogennanten ,,Blau-Wei-Selektion”. So zeigen Klone mit einligierter Fremd-DNA eine
weille Koloniefirbung, da die in das Plasmid ,,pBlueskript II SK(-)* (Abb. 6) eingebaute
Fremd-DNA den kodierenden Bereich eines Teils des /acZ-Gens unterbricht und deshalb
keine B3-Galaktosidase gebildet werden kann. Somit bleiben die Kolonien weif3. Blaufirbung
tritt bei den Kolonien mit Plasmiden ohne eingebaute Fremd-DNA auf, da das /acZ-Gen
funktionstiichtig bleibt, B-Galaktosidase gebildet wird und somit das in den Agarplatten
enthaltene Milchzuckerderivat X-Gal (s. oben) gespaltet wird. Das Spaltprodukt farbt die

entsprechenden Kolonien durch den im X-Gal enthaltenen Indolyl-Rest blau.
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5.3.9 Plasmidpriparation und -analyse

Diese Methode dient dem Nachweis, ob fremde DNA der gesuchten Grof3e (,,Insert”) in das
Plasmid einligiert wurde. Hierzu wurden weille Bakterienkolonien in jeweils 5 ml LB-
Ampicillin-Medium (LB-Medium, als Zusatz 100 mg/l Ampicillin) tiberimpft und bei 37 °C
iiber Nacht in einem Reagenzschiittler (HS 250 basic; Janke & Kunkel, IKA Labortechnik,
Staufen) inkubiert. Am néichsten Morgen wurden 300 ul der Ubernachtkultur in ein 1,5 ml
Eppendorfgefdll pipettiert und fiir 60 s zentrifugiert (Biofuge 13, Standardgeschwindigkeit
13000 rpm [13793xg]; Heraus Instrumente, Osterode), der Uberstand abdekantiert und das
Bakterienpellet in 250 ul RNAse A enthaltenem Puffer P1 (6,06 g/l Tris [Base], 3,72 g/l
Na,EDTA2H,O0 mit HCL eingestellt auf pH 8,0, 100 mg/l RNAse A) resuspensiert.
AnschlieBend wurden je 250 pl des Puffers P2 (8,0 g/l NaOH, 1 % Natriumdodecylsulfat
[SDS]) und P3 (294,5 g/l Kaliumacetat, mit Eisessig auf pH 5,5 eingestellt) nacheinander
hinzupipettiert und der Ansatz fiir 15 min wie oben zentrifugiert. Jeweils 700 pl des
plasmidhaltigen Uberstandes wurden vorsichtig abpipettiert, in ein 1,5 ml Eppendorfgefil
iiberfiihrt, zur Fillung der Plasmid-DNA mit 700 pl Isopropanol (Roth, Karlsruhe) versetzt
und fiir mind. 15 min bei —20 °C inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 10 min zentrifugiert, der
Uberstand abdekantiert, das Pellet vorsichtig mit 500 pl 70 %igem Ethanol (Roth, Karlsruhe)
iiberschichtet, wiederum fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und schlieBlich
die restliche Fliissigkeit vollstidndig abpipettiert. Das Pellet wurde fiir mindestens 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet und das DNA-Sediment dann in 15 pl 10 mM TrisHCI (pH 8-
8,5) 5 min bei 50 °C geldst.

Fiir das Herausschneiden des DNA-Inserts aus dem Vektor zur anschlieBenden Uberpriifung
seiner Grofle wurden die Restriktionsenzyme Xbal und Xhol verwendet. Dazu wurde pro
Ansatz ein ,,Master-Mix* aus folgenden Komponenten hergestellt: 1,2 pul 10x NEBuffer 2
(100 mM Tris-HCI [pH 7,9], 100 mM MgCl,, 500 mM NaCl, 10 mM DTT, New England
BioLabs, Schwalbach), je 0,5 pl der Restriktionsenzyme Xbal (15 U/ul, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) und Xkol (8 U/ul, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) und
0,12 pl 100x BSA (New England BioLabs, Schwalbach). Zu jeweils 2,2 ul dieses ,,Master-
Mixes* wurden je 9,8 pl der DNA-Losung hinzupipettiert, gemischt und bei 37 °C fiir 90 min
inkubiert. Fiir die anschlieBende Auftrennung mittels Gelelektrophorese wurden nach Zugabe
von 1 pl 10x Agarosepuffer, 11 ul der DNA-Losung auf ein 1,3 %-iges Agarosegel (Kap.
5.2.3) aufgetragen und die GroBBe des DNA-Inserts iiberpriift. Von den Klonen, die neben der
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Vektor-DNA auch Insertbanden in der gesuchten GroBe zeigten, wurde zunéchst eine
Glyzerinkultur mit 500 pl 99 %igem Glyzerin (Sigma, Deisenhofen) und 500 pl Kulturlosung
angefertigt und bei -70°C aufbewahret. Die restliche Kulturlosung wurde fiir eine spétere
Sequenzierung fiir 10 min bei 3500 rpm (1225xg) zentrifugiert ( Hettich, Tuttlingen),
der Uberstand abdekantiert und das Bakterienpellet bis zur weiteren Verarbeitung bei —20 °C

gelagert. Die restliche Plasmid-DNA-Losung wurde ebenfalls bei —20 °C aufbewahrt.

5.3.10 Reinigung von Plasmid-DNA durch Silikamembran-Adsorption

Da zur Sequenzierung eine moglichst reine Plasmid-DNA bendtigt wird, erfolgte als néchster
Schritt eine lonenaustauschchromatographie mit vorausgehender alkalischer Lyse unter
Verwendung des ,,E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I“ (Peqlab, Erlangen). Das Bakterien-
Pellet aus der Ubernachtkultur (Kap. 5.3.9) wurde zunichst in 250 pl der RNAse-haltigen
Losung I (400ul RNAse in 60 ml Losung I) resuspendiert, in ein 1,5 ml Eppendorfgefa3
iiberfiihrt und anschlieBend mit ebenfalls 250 pl der Losung II versetzt. Nach mehrmaligem
Invertieren und Zugabe von 350 pl Losung III erfolgte eine 10-miniitige Zentrifugation
(Biofuge 13, Standardgeschwindigkeit 13000 rpm [13793xg]; Heracus Instruments,
Osterode). Von dem plasmidhaltigen Uberstand wurden 850 ul abpipettiert und in ein
Zentrifugensdulchen mit einer Silikamembran gegeben (vom Hersteller mitgeliefert), 60 s
zentrifugiert und dann mit 750 pl DNA-Waschpuffer (nach Angaben des Herstellers mit
60 ml absolutem Ethanol pro 40 ml Konzentrat komplettiert) gewaschen. Zuletzt wurde die
DNA in 100 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,3; ImM EDTA) eluiert.
Die Zusammensetzungen der verwendeten Losungen I, II, IIT und des ,,DNA-Waschpuffers*

wurden vom Hersteller nicht angegeben.

5.3.11 Sequenzierung der klonierten rekombinanten Plasmide

In Anschluss an die Reinigung erfolgte eine alkalische Denaturierung der DNA durch Zugabe
von 11 pl 2 M NaOH und 30miniitige Inkubation bei 37 °C. Um eine bessere Fillung der
DNA zu erreichen, wurde zunichst eine Neutralisation mit 11 pl 3 M Natriumacetat-Losung
[pH 4,5-5,5] vorgenommen. Danach erfolgte die Zugabe von 110 pul bei -20 °C gelagertem
Isopropanol (absolut; Roth, Karlsruhe) und eine Féallung der DNA bei -20 °C {iber Nacht. Am
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nichsten Morgen wurde nach 15miniitiger Zentrifugation der Uberstand entfernt und das

Pellet bei Raumtemperatur griindlich (mind. 10 min) getrocknet.

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte nach dem ,Kettenabbruch-Verfahren* (Sanger et al,,
1977) unter Verwendung eines ,,Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit* (United States
Biochemicals, Bad Homburg). Dazu wurde das DNA-Pellet in 15 pl TE-Puffer gelost und
7 pl dieser Losung mit 2 pl 5x Sequenase-Reaktionspuffer (200 mM TrisHCI, [pH 7,5],
100 mM MgCl,, 250 mM NaCl) und mit 1 pl (0,5 pM) des jeweiligen Sequenzierprimers
(Tab. 5; Stratagene, Heidelberg, synthetisiert durch MWG Biotech, Ebersberg) versetzt. Um
eine Hybridisierung der Primer an die DNA-Matrize zu erreichen, wurde der Ansatz bei 37 °C
fir 30 min inkubiert. Wihrenddessen wurde fiir die radioaktive Markierung und den
Kettenabbruch eine Mischung (,,Master-Mix*) aus 2,6 pl demineralisiertem Wasser, 1,75 pl
Enzym-Verdiinnungspuffer (10 mM Tris.HCI [pH 7,5], 5 mM DTT), 1 ul1 0,1 M DTT, 0,4 ul
5x dNTP-Mischung (Labelling Mix: je 7,5 uM dGTP, dTTP, dCTP), 0,5 pl radioaktives
dATP (0-°S-Deoxyadenosin-Triphosphat, [1000 Ci/mmol, 10 mCi/ml]; ICN Biomedicals,
Eschwege) und 0,25 pl (13 U/ul) Sequenase (Version 2.0 DNA-Polymerase, in 20 mM KPO4
[pH 7,4], 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50 % Glycerol) aus dem Kit hergestellt. Jeweils 6,5 pl
dieses ,,Master-Mixes“ wurden nun zu den auf Eis gelagerten Hybridisierungsansitzen
pipettiert. 3,5 ul jedes Probengemisches wurde in 4 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
(,,Terasaki Trays*, Robbins Scientific, Vertrieb Bibby Dunn, Asbach) zugegeben, in die schon
je 2,5 ul (80 uM) der 4 Dideoxynukleotide auf Eis vorgelegt worden waren und fiir 1 min auf
einem Mikrotiterplattenheizer bei 37 °C erwdrmt wurden. Nach 5 min Inkubation bei 37 °C
wurde durch Zugabe von 4 ul ,,Stop-Solution” (95 % Formamide, 20 mM EDTA, 0,05 %
Bromphenolblau, 0,05 % Xylencyanol FF) aus dem Kit die Sequenzierungsreaktion beendet.
Die Mikrotiterplatten wurden bis zum Auftragen auf das Gel bei -20 °C gelagert.

Tab. 5: Sequenzierprimer (Sequenzen nach Statagene, Heidelberg)

KS 5-CGA GGI CGA CGG TAT C3°
T3 5-ATT AAC CCT CAC TAA AG3
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5.3.12 Vertikale Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Sequenzierungs-Produkte

Die vertikale Gelelektrophorese wurde mit einem 6 %igen Polyacrylamidgel, dessen Dicke
am oberen Rand 0,25 mm und am unteren Ende 0,75 mm betrug, in einer 38 cm x 50 cm
groBBen ,,Sequi-Gen‘“-Sequenzierkammer (Biorad, Miinchen) durchgefiihrt. Nach sorgfaltigem
Reinigen der Kammer- sowie der Glasplatte mit demineralisiertem Wasser und 96 %-igem
Ethanol (Spicker, Baierbrunn) wurde die Kammerplatte mit 2 ml ,,Sigmacote” (Sigma,
Deisenhofen) beschichtet, um das spétere Ablosen des Gels von der Platte mit Hilfe des
feinen Silikonfilms zu erleichtern. AnschlieBend wurde die Kammer zusammengebaut und
zum GieBen positioniert. Fiir das 6 %-ige Trenngel wurde zundchst eine Monomerlosung aus
30 ml ,,Sequagel“-Konzentrat (25 %-iges Acrylamid [Acrylamid:Methylen-Bis-Acrylamid =
19:1], 8,3 M Harnstoff), 82,5 ml ,,Sequagel“-Verdiinner (8,3 M Harnstoff) und 12,5 ml
,Sequagel“-Puffer (10x TBE-Puffer; 8,3 M Harnstoff in 1 M Tris-Borat + 20 mM EDTA-
Puffer, jeweils ,Rotiphorese”; Roth, Karlsruhe) hergestellt, diese mit 42 pul TEMED
(Tetramethylethylendiamin; United States Biochemicals, Bad Homburg) und 700 pl 10-%iges
APS (Ammoniumpersulfat; United States Biochemicals, Bad Homburg) versetzt und in die
Gelkammer eingefiillt, wo sie polymerisierte. Als Laufpuffer wurde vorgewédrmter TBE-
Puffer (50 mM Tris [Base], 50 mM Borsiure und 2 mM EDTA [pH 8,0] eingesetzt. Um eine
gewiinschte Geltemperatur von 45-50°C zu erreichen, erfolgte ein Vorlauf des Gels bei
2500 V und 80 mA fiir etwa 30-40 min. Vor dem Auftragen von je 1,2 pl jeder
Sequenzieranséitze auf das Gel musste die Terasaki-Mikrotiterplatte fiir 2 min oder, falls
vorher eingefroren, fiir 3 min auf 92 °C erhitzt werden (Heizblock fiir Mikrotiterplatte, ME
12801; Bachofer GmbH, Reutlingen). Zur Vermeidung einer gelschidigenden Temperatur
von iliber 60 °C wurde der Hauptlauf nach Auftragen der Sequenzieransitze bei 2500 V und
60 mA gestartet. Im Anschlul an die Elektrophorese wurde das Gel fiir 1 h in einer Losung
aus 10 % Methanol und 10 % Eisessig (Roth, Karlsruhe) gewissert, um den Harnstoff
herauszuldsen, der bei der folgenden Exposition ansonsten radioaktive Strahlung absorbiert
hétte. AnschlieBend wurde das Gel auf GB002-Blottingpapier (Schleicher & Schiill, Dassel)
transferiert, mit Plastikfolie (Saran, Dow Chemical Company) abgedeckt und auf einem
Geltrockner (G1200, Frobel, Labortechnik, Lindau) bei 90 °C iiber Nacht getrocknet. Nach
dem Trocknen wurde die Plastikfolie entfernt und dem auf das Blottingpapier aufgetrocknete
Gel ein Autoradiographie-Film aufgelegt (,,X-OMAT AR, Kodak, Vertrieb Karl Weisser

GmbH, Miinchen) und 3-5 Tage bei Raumtemperatur exponiert.
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5.3.12 Sequenzanalyse

Das Ablesen der Basen erfolgte auf einem Leuchttisch. AnschlieBend wurden die Sequenzen
mit Hilfe des Computerprogrammes ,,DNAMAN® (Lymnon BioSoft, Quebec, Kanada), wie
bereits in Kap.5.2.5 beschrieben, analysiert.

5.4 Real-time PCR

5.4.1 Auswahl des Zielgens

Nach Sequenzanalyse des ITS-Genabschnittes der rDNA der Babesien wurde zur Auswahl
des Zielgens zuniichst ein Bereich mit groBtmoglicher Ubereinstimmung innerhalb der
Katzenbabesien, aber deutlichen Unterschieden zu anderen Babesien und Theilerien
ausgesucht, indem wie bereits in Kapitel 5.2.5 beschrieben, alle Sequenzen miteinander
verglichen wurde. Als Zielgen fiir die Real-time PCR wurde ein Bereich der ITS-1-Region in
der Néhe des 5-Endes gewdhlt.

5.4.2 Primer- und Sondenkonstruktion

Die Sonden- und Primerkonstruktion erfolgte mit Hilfe des Computerprogrammes ,,Beacon
Designer 2.1 aus der entsprechenden Konsensussequenz der ITS-1-Region. Folgende
Oligonukleotide wurden ausgewéhlt: BF-1 als ,,forward* Primer (sense), BF-3 als ,reverse*
Primer (anti-sense) und BF-S1 als Sonde in Form eines ,,Molecular Beacon* (Konstruktion
unter Anleitung von PD Dr. M. Rinder; Tab. 6). Die Sonde ist am 5’-Ende mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 6-FAM (6-Carboxyfluoreszein, Reporter) und am 3’-Ende mit Dabcy!
(4-Dimethylaminophenylbenzoesidure, Quencher) markiert. Zusitzlich wurde das 3’-Ende
phosphoryliert, um eine Sondenextension zu vermeiden. Die ausgewédhlten Primer
amplifizieren einen Bereich von 106 bp (Abb. 7). Mit dem ,Blast Search* Programm der
NCBI GenBank Database (www.ncbi.nlm.nih.gov) wurde die Spezifitit der Primer sowie der
Sonde gegeniiber allen erhéltlichen Nukleotidsequenzen untersucht. Vor allem wurde darauf
geachtet, dass das 3'-Ende der Primer nicht auf Zecken-, Séduger- und Pilz-DNA passt. Die

Oligonukleotide wurden von der Firma ThermoHybaid, Ulm synthetisiert.
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Tab. 6: Sequenzen der Primer und der Sonde fiur die Real-time PCR (Die unterstrichenen

Basen der Sonde BF-S1 stellen den Stammbereich dar)

Sequenz Tm Position

(5—3) (°C)  (ITS-1)
BF-1 5-TTGGTAGTACTTCGGICTGIC 3 46,0 157
BF-3 5"-ACCGCAACAGCACAAGC- 3° 49,9 263*

BF-S1 Fam-5-CGCGAT TACT CCT GAGGCGT AAGT GCCAAATCGCG 3~ Dabeyl 76,9 195

* anti-sense Primer

BF-1 BF-S1
... GITTTTGGTAGTACTTCGGICTGTCATTTCAGGEECGT TCT TACTCCTGAGGCGTAAGT G
BF-3
CCAAAGCTGECTTAGATTATTCTAAATGCTCGECCCTTGTGCTGI TGCCGTTGECGTCC. . .

Abb. 7: Lage der Primer und der Sonde in der ITS-1-Konsensussequenz

5.4.3 PCR und Sondenhybridisierung

Zur PCR wurden DNA-Losungen, die entsprechend Kap. 5.1 hergestellt wurden, eingesetzt.
Zunichst wurden Annealingtemperatur, MgCl,- und Sondenkonzentration optimiert und das
in Tab. 7 dargestellte PCR-Pipettierschema festgelegt. Alle Komponenten mit Ausnahme der
genomischen DNA wurden unter einem Laminar Flow mit einem separaten Pipettenset und
Filterspitzen in 0,2 ml PCR Plates (96 wells, Bio-Rad, Miinchen) vorgelegt. AnschlieBend
erfolgte an einem anderen Arbeitsplatz die Zugabe der genomischen DNA. Pro PCR-Lauf
wurden die DNA von 4 Aufarbeitungsreihen mit je 11 Ansdtzen plus die jeweilige
Negativkontrolle der DNA-Extraktion (Kap. 5.1) sowie eine Positivkontrolle (Babesia felis-
positiv im Ausstrich) und zwei Negativkontrollen aus Blut von Babesien-freien Hauskatzen
(,,indoor*) aus Deutschland eingesetzt. Falls die Negativkontrollen der DNA-Extraktion in der

PCR positiv reagierten, wurde die DNA der entsprechenden Proben erneut extrahiert. Die
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PCR erfolgte in einem iCycler iQ™ (Bio-Rad, Minchen) unter folgenden
Reaktionsbedingungen: initiales Autheizen auf 95 °C fiir 13 Minuten, gefolgt von 50 Zyklen
in der Abfolge Denaturierung bei 95 °C fiir 30 s, Annealing bei 54 °C fiir 1 min und
Extension bei 72 °C fiir 30 s. Die Fluoreszenz wurde bei jedem Annealingsschritt gemessen.
Nach jedem Lauf wurden die Daten mit der Software Version 3.0A analysiert (iCycler iQ™
Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, Miinchen). Eine Reaktion wurde dann als positiv
gewertet, wenn ihre Fluoreszenz einen Schwellenwert (=Basisemission und das 10fache ihrer

Standardabweichung) iiberschritt und einen sigmoiden Kurvenverlauf zeigte.

Tab. 7: Pipettierschema fur die Real-time PCR

Komponenten Konzentration Hersteller

Eluat mit genomischer DNA 5ul

10x PCR-Puffer* S5ul Qiagen, Hilden

MgCl, (25 mM) 5ul Qiagen, Hilden

Primer BF-1 (50uM) 1 ul ThermoHybaid, Ulm

Primer BF-3 (50 uM) 1 ul ThermoHybaid, Ulm

Sonde BF-S1 (50 uM) 0,1 pl ThermoHybaid, Ulm
HotStartTaq DNA Polymerase (5 U/pl) 0,5 pl Qiagen, Hilden

dNTPs (25 mM each) 0,5 pul Amersham Biosciences, Freiburg
Aqua dest. ad 50 pn

*enthélt 15 mM MgCl2
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5.4.4 Validierung der Real-time PCR

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Real-time PCR und der
Zuverldssigkeit des entwickelten Nachweisverfahrens wurde eine geblindete, extern
kontrollierte Validierung, modifiziert nach Rinder et al. (1998), durchgefiihrt. Von einer
Person wurden zundchst Proben aus dem eigenen Untersuchungsmaterial (Anmerkung: das
Blutrobenmaterial war zum Zeitpunkt der Validierung ca. 2 Jahre alt und mehrmals aufgetaut
und wieder eingefroren) und aus am Institut vorhandenen Sammlungen nach folgenden

Kriterien ausgesucht:

1. Es sollen insgesamt 50 Proben analysiert werden.

2. Es werden ausschlieB3lich Blutproben verwendet.

3. Mindestens 10, maximal 30 Proben sollen aus Negativkontrollen bestehen.
Negativkontrollen sind Blutproben von gesunden (Babesien-freien) Katzen aus
Deutschland (ausschlieBlich ,,indoor”) und Blutproben mit anderen bestétigten
Parasiten. Zur Auswahl standen hier Blutproben mit Babesia microti, Babesia
rodhaini, Babesia canis, Haemobartonella felis und Hepatozoon canis.

4. Mindestens 20, maximal 40 Proben sollen aus Positivkontrollen bestehen.
Positivkontrollen sind im Ausstrich Babesien-positive Katzenpatientenproben sowie
eine 10fach-Verdiinnungsreihe von einer Probe mit bekannter Parasitimie (verdiinnt
wurde mit Blut von ,,indoor*- Katzen aus Deutschland).

5. Mindestens ein Drittel der Blutproben soll als Duplikate oder Triplikate vorliegen.

6. Alle Proben miissen geblindet sein.

Von jeder ausgewdihlten Probe wurden 200 pl in ein Eppendorf-Gefd3 verbracht und dieses
beschriftet. Zur eindeutigen Identifizierung der einzelnen Proben wurde fiir jede Probe ein
Probenblatt ausgefiillt, in welches zunéchst die Art der Probe sowie die Beschriftung auf dem
Eppendorfgefd3 eingetragen wurde. Nach Auswahl und Beschriftung der Proben wurden
diese zusammen mit den jeweiligen Probenbldttern zur Blindung an eine weitere
unabhédngige, d. h. nicht dem Institut zugehorige Person iibergeben, die jede Probe, nach
Entfernung der urspriinglichen Beschriftung, in beliebiger Reihenfolge mit einer Code-
Nummer von 1 bis 50 beschriftete. Diese Code-Nummern wurden ebenfalls in die
entsprechenden Probenblétter eingetragen. AnschlieBend wurden die Proben zur weiteren

Bearbeitung an mich iibergeben. Die Probenblitter blieben bei der zweiten Person, die die
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Proben verschliisselt hatte. Das weitere Vorgehen entspricht den Kap. 5.1 und 5.4.3. Nach
Abschluss der PCR wurden die Proben 1 bis 50 als positiv oder negativ bewertet, erst

anschlieend der Schliissel gedffnet und Sensitivitdt und Spezifitdt berechnet.

5.4.4.1 Berechnung von Spezifitit und Sensitivitit

Die Spezifitidt und die Sensitivitdt der entwickelten Real-time PCR wurden im Rahmen der
geblindeten, extern kontrollierten Validierung untersucht. Die Spezifitit wurde als
prozentualer Anteil der richtig-negativen Ergebnisse innerhalb der Gruppe der tatsdchlich
Babesien-negativen Blutproben (Blutproben von gesunden Katzen, Blutproben mit anderen
bestétigten Parasiten) berechnet. Die Sensitivitdt des entwickelten Nachweisverfahrens
entsprach der Anzahl der richtig-positiven Ergebnisse innerhalb der Gruppe der tatsdchlich
Babesien-positiven Katzenblutproben (exklusive der Verdiinnungsreihe) in Prozent (Tab. 8).
Von diesen GroBen abgeleitet wurden der positive und negative Vorhersagewert errechnet.
Der positive Vorhersagewert wurde dabei als Quotient aus der Zahl der richtig-positiven
Ergebnisse der Anzahl aller positiven Testergebnisse ermittelt. Der positive Vorhersagewert
gibt somit die Wahrscheinlichkeit an, mit der das Tier bei einem positiven Testergebnis
tatsiachlich Babesien-positiv ist. Der negative Vorhersagewert wurde als der Anteil der
richtig-negativen Ergebnisse an der Gesamtanzahl der negativen Testergebnisse errechnet und
gibt somit die Wahrscheinlichkeit an, mit der das Tier bei einem negativen Testergebnis

tatsdchlich Babesien-negativ ist (Tab. 9).

Tab. 8: Spezifitat und Sensitivitat als MaRzahlen fir die Glte eines diagnostischen Tests

(modifiziert nach www.medizin.uni-koeln.de)

Tatsachlicher Sachverhalt

Babesien-
positiv
Postiver Befund A Sensitivitat (%) =A/(A+C)
Negativer Befund C Spezifitat (%) =D/ (B + D)
Insgesamt A+C
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Tab. 9: Berechnung des positiven und negativen Vorhersagewerts. Der positive (negative)
Vorhersagewert gibt die Wahrscheinlichkeit an, bei der die Katze bei einem positiven
(negativen) Testergebnis tatsachlich (nicht) mit Babesien infiziert ist (modifiziert nach

www.medizin.uni-koeln.de).

Tatsachlicher Sachverhalt

Babesien- Babesien-
positiv negativ Insgesamt
Postiver Befund A B A+B

Positiver Vorhersagewert =A /(A + B)
Negativer Vorhersagewert = D / (C + D)

5.4.4.2 Bestimmung der Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze der entwickelten Real-time PCR wurde zundchst bei
einer im Ausstrich Babesien-positiven Katzenblutprobe die Parasitimie bestimmt, indem
durch lichtmikroskopisches Auszéhlen von insgesamt 10 x 250 Erythrozyten in verschiedenen
Blutausstrichen der entsprechenden Blutprobe der prozentuale Anteil der parasitierten
Erythrozyten berechnet wurde. AnschlieBend wurde eine 10fach-Verdiinnungsreihe mit
Babesien-freiem Katzenblut, das von ,,indoor*“-Katzen aus Deutschland stammte, hergestellt
Die Verdiinnungsstufen 10 ° bis 10 wurden im Rahmen der geblindete, extern kontrollierten
Validierung untersucht. Die Verdiinnungsstufe, bei der der entsprechende PCR-Ansatz noch
Babesien-positiv reagierte, wurde zur Berechnung der Nachweisgrenze herangezogen. Mit
Hilfe der vorher bestimmten Parasitimie wurde die Anzahl der Babesien pro pl in der
entsprechenden Verdiinnungsstufe berechnet, dabei wurde von einer durchschnittlichen

Erythrozytenzahl von ca. 7 x 10°/ul ausgegangen.
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6. Serologische Untersuchung -

Indirekter Immunfluoreszenzantikorpertest

Zum Nachweis von spezifischen Antikorpern wurden die Katzenblutproben mittels
indirektem Immunfluoreszenzantikdrpertest untersucht. Dabei binden Serumantikorper an das
auf einem Objekttriger fixierte Antigen und werden mit Fluoreszein-Isothiocyanat
konjugierten Ziege-Anti-Katze-Antikdrpern (Sekundir-Antikorper) mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht. In dieser Studie wurde ein am Onderstepoort
Veterinary Institute, Parasitology Division (Onderstepoort, Republic of South Africa)
entwickelter Test mit B. felis als Antigen verwendet (Lopez-Rebollar et al., 1999). Bereits mit
dem homologen Antigen beschichtete Objekttriger sowie Positiv- und Negativkontrollseren
wurden uns freundlicherweise von Frau L. M. Ldpez-Rebollar (Onderstepoort Veterinary
Institute, Parasitology Division) zur Verfiigung gestellt. Die Durchfiihrung des Tests erfolgte
nach Anleitung des Herstellers. Die bei -20 °C eingefrorenen Objekttrager wurden zunédchst in
kaltem Aceton fiir 1 min fixiert. Nach Auftauen der Patienten- und Kontrollseren (Kap. 3)
wurde von allen Seren eine Verdiinnungsreihe in 2-fach-Verdiinnungsstufen mit PBS (8 g/l
NacCl, 1,85 g/l Na,HPO42H,0, 0,2 g/l KCI, 0,2 g/l KH,PO4; pH 7,3), beginnend bei 1/80,
hergestellt. Je 10 pl der Verdiinnungen 1/80, 1/160 und 1/320 wurden auf das Antigen
aufgetragen und fiir 1 Stunde bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Pro Objekttrager
wurden 6 Patientenseren aufgetragen und je eine Negativ- sowie eine Positivkontrolle in den
entsprechenden drei Verdiinnungsstufen mitgefithrt. Zur Entfernung nicht gebundener
Antikorper wurden die Objekttrédger nach der Inkubation in 200 ml PBS getaucht, dann fiir 10
min in 1 | frischem PBS und anschlieBend fiir 5 min in destilliertem Wasser gewaschen. Zur
Sichtbarmachung der Antigen-Antikorperkomplexe wurde der mit Fluoreszein-Isothiocyanat
konjugierte Ziege-Anti-Katze 1gG- Sekundérantikdrper (Sigma, Deisenhofen) zunédchst 1/80
mit PBS verdiinnt, mit 1%-igem Evans-Blue (Sigma, Deisenhofen) versetzt und dann jeweils
15 ul pro Vertiefung auf die Objekttrager aufgetragen. Nach einer weiteren Inkubation fiir
1 Stunde bei 37 °C in der feuchten Kammer wurde das Konjugat in frischem PBS fiir 10 min
abgewaschen, die Objekttrager anschlieBend luftgetrocknet und dann mit verdiinntem
Glycerin (50 % Glycerin in PBS) eingedeckelt und unter einem Fluoreszenzmikroskop (Leitz,
Wetzlar) mit dem 40er Objektiv untersucht. Proben, die eine spezifische Fluoreszenz bei der
ersten Verdiinnungsstufe (1/80) zeigten, wurden entsprechend den Angaben des Herstellers

als positiv gewertet.
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7. Vergleich der verschiedenen Untersuchungsmethoden

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

wurde der prozentuale Anteil der libereinstimmenden Ergebnisse berechnet.
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B Ergebnisse

1. Studientiere und Ergebnisse der statistischen Datenanalyse

In die vorliegende Studie wurden insgesamt 206 Katzen einbezogen. 49,5 % (102/206) dieser
Tiere waren weiblich und 50,5 % (104/206) mannlich.

Be 154 Katzen lagen Informationen zum Alter vor. Dabei variierten die Angaben zwischen
2 Monaten und 19 Jahren. Bei Einteilung der Studientiere in 5 verschiedene Altersgruppen
(< 6 Monate, liber 6 Monate - 2 Jahre, liber 2 — 7 Jahre, tiber 7 — 15 Jahre, > 15 Jahre) zeigte
sich, dass 19,5 % (30/154) der Katzen bis zu 6 Monate alt, 39,6 % (61/154) der Katzen im
Alter zwischen iiber 6 Monaten und 2 Jahren, 22,1 % (34/154) der Katzen 2 bis 7 Jahre,
14,9 % (23/154) der Tiere 7 bis 15 Jahre und 3,9 % (6/154) der Katzen tiber 15 Jahre alt

waren. Bei den restlichen 52 Katzen war das Alter nicht ermittelbar.

Bei Betrachtung der Rassen wurde festgestellt, dass es sich bei einem GroBteil der Katzen,
und zwar bei 88,3 % (182/206) um Hauskatzen (,,domestic shorthair und ,,domestic
longhair*) handelte. Die restlichen 11,7 % (24/206) der Katzen verteilten sich auf 6 Rassen,
dabei waren 1 Abyssiner, 1 Birma, 3 Karthduser, 3 Perser, 15 Siam und 1 Maincoon-Katze

vertreten.

92,7 % (191/206) der untersuchten Tiere waren Freilduferkatzen, die sich sowohl im Haus, als
auch drauBen authielten (,,indoor/outdoor®). 5,4 % (11/206) der Katzen wurden als reine
Hauskatzen (,,indoor”) gehalten und 1,9 % (4/206) der Katzen verbrachten ihr Leben

ausschlielich im Freien (,,outdoor®).

Zur Auswertung der Herkunft der untersuchten Katzen wurden mehrere Ortsteile von Port
Elizabeth, in denen die Patientenbesitzer wohnten, in Gebiete zusammengefasst: , Kragga
Kamma* im Nordwesten von Port Elizabeth, ,,Walmer* im Siiden, ,,Algoa“ im Norden und
,Newton Park/Mill Park® im Nordosten der Stadt. Die , Kragga Kamma Veterinary Clinic*
liegt dabei im Gebiet ,,Kragga Kamma®. Die Zugehorigkeit der einzelnen Stadtteile zu den
jeweiligen Gebieten ist in Tab. 25 im Anhang D enthalten. Insgesamt stammten 53,9 %

(111/206) der Katzen aus dem Gebiet ,,Kragga Kamma*“, 30,1 % (62/206) der Katzen aus dem
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Gebiet ,,Walmer®, 4,9 % (10/206) der Katzen aus ,,Algoa“ und 2 Katzen aus dem Gebiet
,Newton Park/Mill Park®“. 3 Katzen, die in die Untersuchung miteinbezogen wurden, lebten
auBlerhalb Port Elizabeths (Seaview, Uitenhage, Woodridge). Bei 18 Katzen war die Herkunft

unbekannt.

Bei einem Teil der Katzen wurden Krankheitssymptome, die auf eine Babesieninfektion
hindeuten, festgestellt. Dies ist in Kapitel 2 und Kapitel 3.3.2 ndher dargestellt. Alle
Patientendaten der Katzen K 1 bis K 206 kdnnen dem Anhang D, Tab. 25 enthommen werden

2. Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung der Blutausstriche

Mittels lichtmikroskopischer Untersuchung der Blutausstriche wurde bei 32,2 % (66/205) der
Katzenblutproben Babesien nachgewiesen (Abb. 8, 9). Ein Ausstrich (K 128) war nicht
auswertbar. Morphologisch stellten sich die nachgewiesenen Babesien hauptséichlich als
kleine, rundlich bis ovale Piroplasmen in der flir B. felis typisch beschrieben Siegelringform
dar, aber auch birnenformige Trophozoiten wurden vereinzelt nachgewiesen. Die
Teilungsformen lagen in unterschiedlicher Anzahl in den Erythrozyten vor; in manchen
Erythrozyten wurden bis zu 8 Teilungsformen gezdhlt. Sogenannte ,Malteserkreuz®-
Formationen wurden hdufig beobachtet. Die Babesien stellten sich insgesamt sehr pleomorph
dar, eine Aussage liber eine etwaige Artenvielfalt konnte aber aufgrund rein morphologischer

Merkmale nicht getroffen werden.

Bei 28,4 % (29/102) der weiblichen Tiere und bei 35,9 % (37/103) der ménnlichen Tiere

wurden Babesien im Ausstrich nachgewiesen. Der Unterschied war nicht signifikant.

Bei Betrachtung der Altersverteilung ergab sich, dass bei den bis zu 6 Monate alten Katzen
16,7 % (5/30) der Tiere und bei den 6 Monate bis 2 Jahre alten Katzen 31,7 % (19/60) der
Tiere Babesien im Blutausstrich aufwiesen. In der Gruppe der 2- bis 7-Jahrigen betrug dieser
Anteil 32,4 % (11/34), bei den 7 bis 15 Jahre alten Katzen 34,8 % (8/23) und in der Gruppe
der liber 15 Jahre alten Katzen 33,4 % (2/6). Bei den Katzen mit unbekanntem Alter waren
40,4 % (21/52) der Tiere im Ausstrich Babesien-positiv. Der Unterschied zwischen den

Altersgruppen war statistisch nicht signifikant.
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Beziiglich der Rasse wurden bei 32,6 % (59/181) der Hauskatzen und 29,2 % (7/24) der

Rassekatzen Babesien im Ausstrich nachgewiesen. Der Unterschied war nicht signifikant.

Unter den Freilduferkatzen, die sich sowohl drinnen als auch draulen aufhalten
(,,indoor/outdoor*), waren 33,7 % (64/190) der Tiere im Ausstrich Babesien-positiv. Bei den
Katzen, die sich ausschlieBlich im Freien aufhalten (,,outdoor®) wurden bei 2 von 4 Tieren
Babesien im Ausstrich nachgewiesen. In der Gruppe der reinen Hauskatzen (,,indoor*) waren
alle Ausstriche Babesien-negativ. Die unterschiedlichen Haltungsformen zeigten statistische

Signifikanz (x> = 5,99, p = 0,05).

Hinsichtlich der Herkunft, ergab sich, dass bei 31,8 % (35/110) der Katzen aus dem Gebiet
»Kragga Kamma®, bei 35,5 % (22/62) der Katzen im Gebiet ,,Walmer*, bei 2 von 2
untersuchten Katzen in ,,Newton/Mill Park* und bei keiner (0/10) aus dem Gebiet ,,Algoa“
stammenden Katze Babesien im Ausstrich nachgewiesen wurden. Einer der 3 Katzen von
auBlerhalb und 33,4 % (6/18) der Tiere mit unbekannter Herkunft waren Babesien-positiv. Die

Unterschiede zwischen den verschiedenen Herkiinften waren nicht signifikant.

Von den insgesamt 66 Katzen, bei denen im Blutausstriche Babesien nachgewiesen wurden,
waren 28,8 % (19/66) Tiere klinisch erkrankt. Typische Symptome der Babesiose waren
Depression, Anorexie und Andmie sowie Ikterus, Lethargie und Dehydratation. Der
Schweregrad der Symptome variierte stark und korrelierte oftmals nicht mit der im
Blutausstrich vorgefundenen Parasitimie. Die restlichen 71,2 % (47/66) der Katzen, bei denen
im Blutausstrich Babesien nachgewiesen wurden, waren klinisch gesund. Hier wurde die
Klinik aus anderen Griinden, meist fiir operative Eingriffe, aufgesucht. Unter den infizierten
weiblichen Katzen waren 20,7 % (6/29) der Tiere klinisch erkrankt, bei den minnlichen
Babesien-positiven Katzen zeigten 35,1 % (13/37) der Tiere klinische Symptome. Dieser
Unterschied war nicht signifikant. Bei Betrachtung der Altersgruppen wiesen in der Gruppe
der bis zu 6 Monate alten Katzen 20 % (1/5), in der Gruppe von iiber 6 Monaten bis 2 Jahren
68,4 % (13/19) und bei den 2- bis 7-Jahrigen 18,2 % (2/11) der infizierten Katzen klinische
Symptome auf. In der Gruppe der Katzen mit unbekanntem Alter waren 14,3 % (3/21) der
Babesien-positiven Tiere klinisch erkrankt. Bei den 7- bis 15-jdhrigen und den iiber 15-
jahrigen Katzen war keine der infizierten Katzen klinisch erkrankt. Die Unterschiede
zwischen den Altersgruppen waren statistisch signifikant (y2 = 21, 55, p = 0,0006). Beziiglich
der Rasse zeigten 30,5 % (18/59) der infizierten Hauskatzen und 14,3 % (1/7) der infizierten
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Rassekatzen klinische Symptome. Der Unterschied war nicht signifikant. Alle 19 Katzen mit
klinischer Babesiose waren Freilduferkatzen, die sich sowohl drinnen als auch drauBlen
authielten. Hinsichtlich der Herkunft zeigten 45,7 % (16/35) der Babesien-positiven Katzen
aus dem Gebiet , Kragga Kamma*, 9,1 % (2/22) der infizierten Katzen aus ,,Walmer* und
16,6 % (1/6) der positiven Katzen mit unbekannter Herkunft klinische Symptomatik. Keines
der Tiere aus den Gebieten ,,Newton/Mill Park* (0/2), sowie der Tiere von auBBerhalb Port
Elizabeth (0/1), bei denen Babesien im Ausstrich nachgewiesen wurden waren klinisch
erkrankt. Die unterschiedliche Herkunft der erkrankten Katzen war statistisch signifikant
x2=10,7, p=0,03)
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Abb. 8: DiffQuick-gefarbte Blutausstriche von naturlich infizierten Katzen mit B. felis (A: K

91, B und C: K 97). Dargestellt sind einzelne Siegelringformen (A), mehrere Parasiten pro
Erythrozyt, ,Malteserkreuz“-Formation (/\) und Howell-Jolly-K&rper @)
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Abb. 9: DiffQuick-gefarbte Blutausstriche von Katzen mit natlrlichen Babesieninfektionen.

Bei K1 (A), K19 (B) und K 60 (C) handelt es sich um Infektionen mit B. felis, bei K 8 (D) mit
B. leo und bei K 68 (E) um eine unbekannte Babesienspezies. Dargestellt sind einzelne
Siegelringformen &), ,Malteserkreuz“-Formation ((} ) und Howell-Jolly-Kérper (A)
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3. Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen

3.1 Molekularbiologische Artdiagnose durch 18S-rDNA-Sequenzanalyse

Mit Hilfe der PCR-Primer RIB-19 und RIB-20 wurde die 18S-rDNA der Babesien bei allen
13 zur molekularbiologischen Untersuchung ausgewéhlten Isolaten (K 1, K 8, K 19, K 54,
K 60, K 68, K 79, K 96, K 97, K 120, K 172, K 176, K 197) amplifiziert. Wie in Abb. 10 fir
6 Katzenblutproben exemplarisch dargestellt ist, besalen die PCR-Produkte eine GroBle von
etwa 1,7 kb.

K19 K54 K60 K97 M K120 K176 N

<4— ca.1,7kb

Abb. 10: Gelelektrophoretische Auftrennung von 18S-rDNA-PCR-Produkten erhalten von

Babesien aus Katzenblutproben
K19, K54, K60, K97, K120, K176 Isolatbezeichnung

M DNA-Grolenmarker (1 kb — Leiter)
N Negativkontrolle
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Bei Sequenzvergleich, auch unter Einbeziechung von Sequenzen aus der Genbank-
Sequenzdatenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov), ergab sich, dass die Sequenzen von 11 Isolaten
(K1,K19,K 54, K60, K 79, K96, K97, K120, K 172, K 176, K197) untereinander und zu
einer B. felis - Sequenz der Genbank (Zugangsnummer AF244912) nahezu identisch waren
(Anhang A). Die Babesien der 11 Isolate wurden daher als Babesia felis diagnostiziert.

Die Sequenz von K 8 war bis auf eine Deletion mit einer Sequenz von B. leo
(Zugangsnummer AF244911) identisch (Anhang A) Die Babesien von K 8 wurden daher der
Art Babesia leo zugeschrieben. Es handelt sich hierbei um den Erstnachweis von B. /eo bei
natiirlich infizierten Hauskatzen. Fir K 68 wurden vom ca. 1,7 kb groen PCR-Produkt
lediglich Sequenzinformationen iiber einen Abschnitt von 1297 bp erhalten. Diese Sequenz
war keiner bekannten Art eindeutig zuzuordnen. Die groBte Ahnlichkeit bestand jedoch mit
B. leo (Anhang A). In den folgenden Abschnitten sind die Ergebnisse der Sequenzanalysen
ausfiihrlich dargestellt.

3.1.1 Intraspezifische Variation der 18S-rDNA bei B. felis-Isolaten

Da fiir einzelne Isolate Sequenzdaten fiir primernahe Bereiche nicht vorlagen, wurden zur
Vereinheitlichung 51 bp am 5’-Ende des PCR-Produktes und 52 bp an seinem 3’-Ende nicht
in die Untersuchung miteinbezogen. Die Angaben zur Variation beziehen sich somit auf den
dazwischen liegenden Bereich von 1600 bp. Zur Untersuchung der intraspezifischen Variation
wurden die 11 untersuchten, als B. felis diagnostizierten Isolate untereinander und mit einer
Sequenz fiir B. felis aus der Genbank (AF244912) verglichen. Dabei wurden 14 polymorphe
Positionen identifiziert (Anhang A). Es handelte sich hierbei um 4 Insertionen/Deletionen und
10 Substitutionen. Die Isolatsequenzen unterschieden sich untereinander in maximal 6
Positionen, ndmlich 2 Deletionen/Insertionen und 4 Substitutionen, so dass paarweise
Identitdten zwischen 99,62 % (K 97 und K 172) und 100 % (K 54 und K 176) ermittelt
wurden. Die Sequenzen von K 54 und K 176 entsprachen zu 100 % der B. felis — Sequenz aus
der Genbank, die der iibrigen Isolate unterschieden sich in mindestens 1 Deletion/Insertion
(K 1) oder Substitution (K 60, K 79) und maximal in 1 Deletion/Insertion und 2
Substitutionen (K 97, K 172) von der Genbanksequenz (Tab. 10).
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Tab. 10: 18S-rDNA-Sequenzidentitaten der 11 B. felis - Isolate zu einer B. felis - Sequenz
aus der Genbank (AF244912)

K1 K19 K 54 K 60 K 79 K 96
B. felis 99.94%  99.88%  100%  99,94%  99,94% 99,88 %
(Genbank) (1D) (2S) ) (1S) (1S) (2S)

K 97 K 120 K172 K176 K 197
B. felis 99.81%  99,88%  99,81%  100% 99,88 %
(Genbank) (ID+2S)  (ID+1S)  (1D+2S) ) (1D+1S)

D = Deletion/Insertion, S = Substitution

3.1.2 Interspezifische Variationen der 18S-rDNA

In zwischenartliche Sequenzvergleiche wurde eine Konsensussequenz von B. felis, die aus
den 11 Sequenzen der analysierten Isolate aus Katzen gebildet worden war, einbezogen. Die
18S-rDNA-Sequenz von Babesien des Isolats K 8, als B. /eo diagnostiziert und mit der
entsprechenden Genbank-Sequenz von B. leo (AF244911) bis auf 1 Deletion identisch
(99,94 %), wies beim Vergleich mit dieser Konsensussequenz der B. felis-Isolate 67
Unterschiede auf, was einer Sequenzidentitit von 95,81 % entspricht (Tab. 11). Der
Sequenzvergleich der 18S-Region von K 8 mit der Sequenz von B. felis (AF244912) aus der
Genbank ergab 54 Unterschiede. Dies entspricht einer Sequenzidentitdt von 96,62 %. Fiir
Sequenzen aus der Genbank von weiteren, bisher nicht artlich festgelegten Babesien bei
Wildfeliden (Babesia sp. Caracal Strain A [AF224913], Babesia sp. Caracal Strain B
[AF244914]) ergaben sich beim Vergleich mit der Sequenz von K 8 Identitdten von 97,37 %
und 96,12 % (Tab. 11).

Fiir das Isolat K 68, fiir das nur ein Bereich von 1297 bp charakterisiert wurde, ergab der
Vergleich mit der gebildeten B. felis-Konsensussequenz in der entsprechenden Region 38
Unterschiede und damit eine Identitét von 97,07 %. Zur B. felis — Genbanksequenz wurde mit
29 Unterschieden eine geringfiigig hohere Identitét von 97,76 % errechnet. Mit der Sequenz
von Isolat K 8 und der B. leo-Genbanksequenz war die Sequenz des Isolats K 68 mit 23 bzw.
22 unterschiedlichen Positionen zu 98,22 % und 98,3 % identisch. Zu den 2 verschiedenen
aus einem Karakal isolierten Babesia sp. Stimmen A und B ergab der Vergleich 41 und 43

Unterschiede in der Sequenz und somit eine Identitdt von 96,84 % und 96,69 % (Tab. 11). Die
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Sequenzen der 11 charakterisierten B. felis — Isolate, sowie der beiden Isolate K 8 und K 68
und die Genbanksequenzen von B. felis (AF244912) und B. leo (AF244911) sind dem

Alignment im Anhang A der vorliegenden Arbeit zu entnehmen.

In die Analyse der interspezifischen Variation mit anderen nicht-felinen Babesienarten wurde
B. rodhaini (M87565) und B. microti (U09833) einbezogen, da diese kleinen Babesienarten in
friiheren Untersuchungen eine relativ enge Verwandtschaftsbeziehung zu den felinen
Babesien aufwiesen. Der Sequenzvergleich ergab eine Identitdt von 94,08 % der B. felis —
Isolate zu B. rodhaini und eine Identitit von 94,2 % zu B. microti. Die Sequenz des Isolats K
8 war zu 95,4 % mit B. rodhaini und zu 95,63 % mit B. microti identisch. Beim Vergleich von
K 68 mit B. rodhaini und B. microti wurde eine Sequenzidentitdt von 95,89 % und 95,3 % im

entsprechenden Bereich errechnet (Tab. 11).

Tab. 11: Interspezifische Sequenzidentitadten der 18S-rDNA in Prozent, Anzahl der

unterschiedlichen Positionen in Klammern angegeben

B. felis-
B. felis B.leo? Isolate* K8
B. felis- 99,13 % 95,86 % - 95.81 %
Isolate* (14) (66) (67)
96,62 % 99,94 % 95,81 % -
K8 (54) (1) (67)
97,76 % 98.3 % 97,07 % 98.22 %
K 68 (29) (22) (38) (23)
Babesia sp. Babesia sp.
Caracal A*® Caracal B * B. rodhaini ® B. microti ©
B. felis- 98,06 % 97,38 % 94,08 % 94,2 %
Isolate* 31 (42) (94) (93)
97,37 % 96,12 % 95.4 % 95,63 %
K8 (42) (62) (73) (70)
96,84 % 96.69 % 95,89 % 95.3 %
K 68 41) (43) (53) (61)

' B. felis (AF244912), ? B. leo (AF244911), ® Babesia sp. Caracal Strain A (AF244913), * Babesia sp.
Caracal Strain B (AF244914), ° B. rodhaini (M87565 ), ® B. microti (U09833), * Konsensussequenz aus

11 analysierten B. felis — Isolaten
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Phylogenetische Analysen, bei denen 18S-rDNA-Sequenzen der 13 charakterisierten Isolate
und Genbanksequenzen von B. felis, B. leo, Babesia spp. Caracal Strain A und Strain B sowie
B. rodhaini und B. microti einbezogen wurden, ergaben eine Aufteilung der felinen Babesien
in 2 Hauptgruppen (Abb. 11). B. leo und das unmittelbar benachbart positionierte Isolat K 8
sowie K 68 formten eine Hauptgruppe. In der zweiten Hauptgruppe bildete sich ein Cluster
aus B. felis (AF244911) und den 11 als B. felis diagnostizierten Isolaten dieser Untersuchung,
das sich deutlich von den artlich noch nicht festgelegten Wildfeliden-Babesien Babesia sp.
Caracal Strain A (AF244913) und Babesia sp. Caracal Strain B (AF244914) abgrenzten. Die
beiden Nagerbabesien B. rodhaini und B. microti setzten sich von den beiden Hauptgruppen

der felinen Babesien deutlich ab (Abb. 11).

B. rodhaini

- K 79
— K 97
- K1
K 96
K 172
K 120
K 197
K 54

K 176
B. felis
- K 60
B K 19
Babesi a sp. Caracal A

Babesi a sp. Caracal B

|B. | eo
L ks

K 68

B. mcroti

L 0,01 —

Abb. 11: ,Observed divergency“ — Dendrogramm, basierend auf Vergleiche der 18S-rDNA
von 13 charakterisierten Isolaten und Genbanksequenzen von B. felis (AF244912), B. leo
(AF244911), Babesia sp. Caracal Strain A (AF244913) und Strain B (AF244914), B. rodhaini
(M87565) und B. microti (U09833)
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3.2 Genotypische Analyse der Artvariation durch ITS-rDNA-Sequenzanalyse

3.2.1 Sequenzanalyse und genetische Variation der rDNA der gesamten ITS-Region

Zur Analyse der Artvariation der felinen Babesien wurde die rDNA-Sequenz des Internen
transkribierten Spacers 1 und 2 (ITS-1 und 2), sowie des dazwischen liegenden, fiir die 5,8S-
Einheit kodierenden Bereiches bei den 13, bereits zur molekularbiologischen Artdiagnose
herangezogenen Isolaten (Kap. 3.1), mit Hilfe der PCR-Primern RIB-3 und RIB-13,
amplifiziert. Die PCR-Produkte besallen eine GroB3e von ca. 700 bp (Abb. 12).

K19 K54 M K60 K120 K172 K176 K197 N

<4— ca. 700 bp

Abb. 12: Gelelektrophoretische Auftrennung von ITS-rDNA-PCR-Produkten von Babesien
aus Katzenblutproben, exemplarisch dargestellt fir 7 der insgesamt 13 charakterisierten
Isolate

K19, K 54, K60, K120, K172, K176, K 197 ausgewahlte Isolate

M DNA-Grolkenmarker (1 kb-Leiter)
N Negativkontrolle
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Bei Sequenzvergleichen ergab sich, dass die Sequenzen von 11 Isolaten (K 1, K 19, K 54, K
60, K 79, K 96, K 97, K 120, K 172, K 176 und K 197) nahezu identisch waren. Bei den
Isolaten handelte es sich um dieselben 11 Isolate, die bei der molekularbiologischen
Artdiagnose durch Sequenzanalyse der 18S-rDNA als B. felis diagnostiziert worden waren.
Die ITS-rDNA-Sequenzen der beiden Isolate K 8, mit Hilfe der 18S-rDNA-Sequenzanalyse
als B. leo diagnostiziert, und K 68 wiesen untereinander und zu den 11 B. felis — Isolaten
grole Unterschiede auf, die in Abschnitt 3.2.1.1 ndher erldutert werden. Die Sequenzen

konnen dem Alignment im Anhang B entnommen werden.

3.2.1.1 Intraspezifische Variation der ITS-rDNA bei B. felis - Isolaten

Zur Vereinheitlichung der Sequenzdaten wurden 42 bp am 3’-Ende im Bereich der
flankierenden 28S-Einheit nicht in die Sequenzvergleiche miteinbezogen, da dieser
primernahe Bereich fiir einzelne Isolate nicht vollstdndig vorlag. Die Angaben zur Variation
beziehen sich somit auf einen Bereich von 662 bp. Nach Korrektur der Polymerasefehler
wurden beim Vergleich der 11 B. felis — Isolate (K 1, K 19, K 54, K 60, K 96, K 97, K 120,
K 172, K 176, K 197) 17 polymorphe Positionen (Tab. 12 und Anhang B) festgestellt, dies
entspricht einer Polymorphismusrate von 2,6 %. Dabei wurden insgesamt 9 Genotypen, mit A
bis I bezeichnet, ermittelt. Die Genotypen A und C wurden jeweils bei 2 Isolaten festgestellt
(K 97 und K 176 bzw. K 19 und K 172), wéhrend die restlichen Isolate jeweils eigenen
Genotypen zugeordnet wurden (Tab. 13). Die Genotypen unterschieden sich dabei in
mindestens 1 Deletion/Insertion oder Substitution und maximal in 9 Substitutionen. Die
Sequenzidentitdten der einzelnen Genotypen untereinander lagen somit zwischen 98,64 % und
99,85 %. Die Genotypen G und H unterschieden sich mit 9 Substitutionen am stirksten.
Genotyp A und B sowie Genotyp C, D und E waren sich mit jeweils nur 1 Deletion/Insertion

am dhnlichsten (Tab. 13).
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Tab. 12:  Polymorphe Loci der ITS-rDNA von 11 B. felis - Isolaten und entsprechende

Einordnung in Genotypen A bis | (Basennummerierung nach Sequenz von K 19)

Position der Nukleotide in der ITS-rDNA
Isolat 87 107 115 134 140 141 143 223 227 251 268 521 651 658 660 661 662 Genotyp

Kev G G T G - c acgC G A G C C - A G C A
Kite G G T G - c G ¢ G A G CC - A GOC A
Kizo0 G G T G - cC G CAGA G C C T A G C B
ke G G T G T T G €C G G G G C T A G C C
Kt72 G G T GG T T G €C G G G G C T A G C C
Kkteg7 G G T GG T T G C AG G G G C - A G C D
ke G G T 6 T T GG €C G G G C C T A G C E
K G G T G T ort G A G G G G G - A G C F
Ks4¢ G G T G T T AG A ANG G A G G - A G C G
K1 ccgrCc T T G C G A G C C - A G C H
ko C C@Tr G T C G € G A G G C - A G C I

A/G, C/T, G/T: variable Positionen entstanden durch Sequenzinformationen von mehr als einem PCR-

Produkt pro Isolat

Tab. 13: Sequenzidentitaten der Genotypen A bis | untereinander; Anzahl der polymorphen

Positionen uber der Diagonalen und Prozentsatz der Identitdten unter der Diagonalen

dargestellt

Genotyp A B C D E F G H |
A - 1(1D/1) 5(2D+3S) 4(1D+3S) 4(2D+2S) 5(1D+4) 8(1D+7S) 5(1D+4S) 4(1D+3S)
B [99,85% -  4(1D+3S) 5(2D+3S) 3(1D+2S) 6(2D+4S) 8(2D+6S) 6(2D+4S) 5(2D+3S)
C  199,24% 99,40% - 1(1D) 1(1S)  3(1D+28) 5(1D+4S) 6(1D+5S) 5(1D+4S)
D 99,39% 99,24% 99,85% - 2(1D+1S)  2(29) 3(3S) 5(5S) 4(4S)
E 99,39% 99,55% 99,85%  99,70% - 4(1D+3S) 6(1D+5S) 5(1D+4S) 6(1+5S)
F 99,24% 99,10% 99,55%  99,70%  99,40% - 2(29) 7(7S) 5(5S)
G 98,79% 98,79% 99,24%  99,55%  99,10%  99,70% - 9(9S) 8(8S)
H 99,24% 99,10% 99,10%  99,24%  99,24%  99,24%  98,64% - 3(3S)
| 99,39% 99,24% 99,24% 99,39% 99,10% 99,24% 98,79% 99,55% -

D = Deletion/Insertion, S = Substitution
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3.2.1.2 Interspezifische Variationen der ITS-rDNA

Zur Untersuchung der interspezifischen genetischen Variation wurde aus den 11 B. felis -
Sequenzen der analysierten Isolate eine Konsensussequenzen gebildet und diese fiir die
zwischenartlichen Sequenzvergleiche herangezogen. Beim Vergleich der gebildeten B. felis —
Konsensussequenz mit der ITS-rDNA-Sequenz des Isolats K 8 (687 bp) ergaben sich 155
differierende Positionen. Dies entspricht einer Sequenzidentitit von 77,0 %. Mit der ITS-
rDNA-Sequenz von K 68 (705 bp) war die B. felis — Konsensussequenz mit 164
unterschiedlichen Positionen zu 76,0 % identisch. Die beiden Isolate K 8 und K 68
unterschieden sich untereinander in 85 Positionen, dies entspricht einer Sequenzidentitdt von

87,79 % (Tab. 14).

Der Sequenzvergleich der B. felis - Konsensussequenz mit den nahe verwandten, nicht-felinen
Babesienarten B. rodhaini (AF510201) und B. microti (AF510195) ergab Sequenzidentititen
von 75,98 % bzw. 78,54 %. Das Isolat K 8 wies eine Identitit von 78,91 % zu B. rodhaini und
78,38 % zu B. microti auf. Der Vergleich des Isolats K 68 mit B. rodhaini ergab eine Identitét
von 76,6 %, mit B. microti eine Identitdt von 76,81 % (Tab. 14).

Tab. 14: Sequenzidentitaten (%) zwischen der B. felis—-ITS—Konsensussequenz, K 8, K 68
B. rodhaini (AF510201) und B. microti (AF510195), Anzahl der unterschiedlichen Positionen

in Klammern

K8 K 68 B. rodhaini B. microti
B. felis- 77,0 % 76,0 % 75,98 % 78,54 %
Isolate* (155) (164) (162) (160)
K8 - 87,79 % 78,91 % 78,38 %
(85) (145) (164)
K 68 87,79 % - 76,6 % 76,81 %
(85) (163) (178)

* Konsensussequenz

67



II1. B Ergebnisse

Wie in Abb. 13 dargestellt, zeigten phylogenetische Analysen, die die ITS-rDNA-Sequenzen
der 13 charakterisierten Isolate und die beiden nicht-felinen Arten B. rodhaini und B. microti
einbezogen, eine deutliche Trennung der beiden Isolate K 8 und K 68 von den iibrigen 11, als
B. felis diagnostizierten Isolaten (K 1, K 19, K 54, K 60, K 79, K 96, K 97, K 120, K 172,
K 176, K 197), die sich als eine einheitliche Gruppe darstellten. Die Isolate K 8 und K 68
bildeten eine eigenstidndige Gruppe und waren enger miteinander verwandt, als mit den
B. felis — Isolaten. B. rodhaini und noch deutlicher B. microti grenzten sich klar von den

Katzenbabesien ab.

, 0.05 ,

K1
{KGO

K 54

F[KQG

K 197
K 19
K 172

K 79

K 97
—I K 176
K 120

— K 8
K 68

B. rodhai ni

B. mcroti

Abb. 13: ,Observed divergency“ — Dendrogramm, basierend auf Vergleichen der ITS-
rDNA-Sequenz von 13 charakterisierten Isolaten aus Katzen, B. rodhaini (AF510201) und
B. microti (AF510195)
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3.2.2 Sequenzvergleich und genetische Variation eines 282 bp groflen, klonierten

Fragments der I'TS-1-Region

3.2.2.1 Intra-Isolat Variation des klonierten Fragments

Zur Analyse der genetischen Variation innerhalb eines einzelnen Isolates, K 60, wurde ein
282 bp groBes Fragment der ITS-rDNA-Produkte aus 4 PCR-Reaktionsansétzen kloniert und
die Sequenz von 10 resultierenden Klonen analysiert. Es handelte sich hierbei um ein
Fragment innerhalb des ITS-1-Bereiches. Der Vergleich der Sequenzen ergab eine Gruppe
von 9 untereinander sehr dhnlichen Sequenzen; die Sequenz des 10. Klons, K 60 E.2,
unterschied sich aber deutlich von den anderen (Anhang C). Beim Ausrichten der Sequenzen
der 9 Klone wurden 8 individuelle Mutationen gefunden, die in keiner anderen Sequenz
vorkamen und daher als Polymerasefehler oder davon nicht unterscheidbare seltene
Genotypen gewertet wurden. Somit lag die Polymerasefehlerrate bei 0,32 %. ,,Echte*
Polymorphismen wurden an 9 Positionen festgestellt. Dies entspricht einer
Polymorphismusrate von 3,2 %. Innerhalb der 9 Sequenzen wurden 6 verschiedene
Genotypen ermittelt, die sich mindestens durch 1 Deletion/Insertion und maximal durch 7
Substitutionen und 1 Deletion/Insertion unterschieden. Die Genotypen 1, 2 und 3 waren
jeweils mit nur einem Klon, die Genotypen 4, 5 und 6 mit je 2 Klonen vertreten (Tab. 15). Die
Sequenzidentitit der 6 Genotypen lag zwischen 97,16 % und 99,64 % (Tab. 16). Genotyp 2
und 3 unterschieden sich dabei in 1 Deletion/Insertion und 7 Substitutionen (97,16 %) und
waren somit am wenigsten identisch, wihrend Genotyp 3 und 4 sowie Genotyp 5 und 6,
jeweils mit nur 1 Deletion/Insertion (99,64 %) die groBte Ahnlichkeit untereinander
aufwiesen. Der 10. Klon, K 60 E.2, unterschied sich von den anderen Klonen in 63
Positionen. Dies entspricht einer Sequenzidentitét von 76,92 %. Die Sequenz des Klones war
auch keiner der bei der Direktsequenzierung der gesamten ITS-rDNA (Kap. 3.2.1) erhaltenen
Sequenzen oder einer anderen in der NCBI Genbank verfligbarer Sequenz zuzuordnen. Er
wurde als eigenstidndiger Genotyp 7 eingruppiert. Die Sequenzen der 10 Klone, dargestellt als

Alignment, sind dem Anhang C zu entnehmen.
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Tab. 15: Polymorphe Loci der rDNA-ITS-1-Region (282bp) bei 9 Klonen des Isolates K 60
und entsprechende Einteilung in Genotypen 1 bis 6; Basennummerierung entsprechend
K60 A.18

9 Klone des Position der Nukleotide in der Sequenz

Isolats K60 83 106 141 142 224 244 247 252 269 Genotyp
K60 C.9 - A T T A T T A A 1
K60 A.18 T G T C A T T A A 2
K 60 BE .4 - A T T C C C G G 3
K60 C.8 T A T T C C C G G 4
K60 C.12 T A T T C C C G G 4
K60 C.13 - A - C C C C A G 5
K60 A.21 - A C C C C A G 5
K 60 E.4 - A C C C C A G 6
K 60 C.11 - A T C C C C A G 6

Tab. 16: Sequenzidentitaten der Genotypen 1 bis 6, Anzahl der polymorphen Positionen

uber der Diagonalen, Prozentsatz der Identitaten unter der Diagonalen angegeben

Genotyp | 2 3 4 5 6
1 - 3 (1D+2S) 5 (59) 6 (ID+58) 6 (1D+5S) 5(59)
2 98,93 % - 8 (1D+7S) 7 (7S) 7 2D+5S) 6 (1D+5S)
3 98,22 % 97,16 % - 1 (1D) 3 (1D+2S) 2 (29)
4 97,87 % 97,52 % 99,64 % - 4 2D+2S) 3 (1D+2S)
5 97,86 % 97,51 % 98,93 % 98,58 % - 1 (1D)
6 98,22 % 97,87 % 99,29 % 98,93 % 99,64 % -

D = Deletion/Insertion, S = Substitution
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3.2.2.2 Intraspezifische Variation des klonierten Fragments

Bei der Untersuchung der intraspezifischen Variation in diesem klonierten Fragment aus dem
Bereich der ITS-1 wurden die Sequenzen von 13 Klonen aus insgesamt 8 Isolaten, die alle als
B. felis diagnostiziert worden waren, miteinander verglichen. Nach Korrektur von
Polymerasefehlern wurden 8 polymorphe Positionen identifiziert (Abb. 17). Dies entspricht
einer Polymorphismusrate von 2,85 %. Es wurden 4 verschiedene Genotypen ermittelt. Die
Sequenzen von 5 Isolaten (K 1, K 19, K 54, K 79 und K 197) waren identisch und
entsprachen dem bereits flir K 60 (Kap.3.2.4.1) definierten Genotyp 3. Bei Isolat K 97 wurde
Genotyp 5, der ebenfalls schon bei K 60 nachgewiesen worden war, festgestellt. Die Isolate
K 120 und K 90 ergaben davon abweichende Sequenzen, die als Genotypen 8 und 9 definiert
wurden (Tab. 17). Die Identitdten innerhalb der Genotypen 3, 5, 8 und 9 lagen zwischen
97,86 % und 99,64 %, wobei die Genotypen 5 und 8 (99,64 %) mit 1 Substitution am
dhnlichsten und die Genotypen 3 und 9 und Genotypen 8 und 9 (97,86 %) am wenigsten
identisch waren (Tab. 18). Beim Vergleich der Isolate mit dem Genotyp 7 (K 60 E.2) wurde
eine Identitdt von 76,88 % festgestellt. Die Sequenzen sind im Anhang C dargestellt.

Tab. 17: Polymorphe Loci der rDNA-ITS1-Region verschiedener Isolate und Zuordnung zu

den einzelnen Genotypen; Basennummerierung entsprechend K 1

Position der Nukleotide in der Sequenz
Isolat 107 134 140 141 223 242 245 250 Genotyp

K1

K19
K 54
K79
K197
K 97
K 120
K 90

OO0 000no
OO0 000000
— -4 = = -
OO0 0 A =4 -4 -4 -
>0000000
4= 0000000
4= 0000000
> T O0O000 O
O 00 O W W W W
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Tab. 18: Sequenzidentitaten der Genotypen 3,4,8 und 9. Anzahl der polymorphen Positionen

uber der Diagonalen, Prozentsatz der Identitaten unterhalb der Diagonalen dargestellt

Genotyp 3 5 8 9
3 - 3 (1D+2S) 4 (1D+3S) 6 (6S)
5 98,93% - 1 (18) 5 (1D+4S)
8 98,58% 99,64% - 6 (1D+5S)
9 97,86% 98,22% 97,86% -

(D = Deletion/Insertion, S = Substitution)

3.2.2.3 Interspezifische Variationen des klonierten Fragments

Bei der Analyse der interspezifischen Variation wurde neben den Genotypen 1 bis 9 der
Katzenbabesien auch ein entsprechender ITS-Sequenzabschnitt der beiden eng verwandten
Babesienarten B. rodhaini (AF510201) und B. microti (AF510195) der ebenfalls aus
klonierten =~ PCR-Produkten  stammte, einbezogen. Die  Sequenzidentitit  einer
Konsensussequenz aus den Genotypen 1 bis 6, 8 und 9 mit B. rodhaini lag bei 65,92 %, mit
B. microti bei 67,32 %. Fiir Genotyp 7 ergab sich eine Identitdt von 71,7 % mit B. rodhaini
und 57,06 % mit B. microti (Tab. 19).

Tab. 19: Interspezifische Sequenzidentitaten der charakterisierten Klone und B. rodhaini und

B. microti, Angabe in Prozent, Anzahl der unterschiedlichen Positionen in Klammer

B. rodhaini B. microti ® K60 E.2
B. felis — 65,92 % 67,32 % 76,92 %
Konsensussequenz* (28] (92) (63)
K60 E.2 71,7 % 57,06 % -
(71) (117)

* alle charakterisierten Klone ausgenommen K 60 E. 2, ' B. rodhaini (AF510201), 2 B. microti
(AF510195)
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In der phylographischen Darstellung der Verwandschaftsbeziehungen der einzelnen
Genotypen gruppierten sich die Genotypen 1 bis 6, 8 und 9 zu einer Einheit, wobei sich
innerhalb der Gruppe die errechneten Sequenzidentititen in der Anordnung der Genotypen
zueinander widerspiegelten. Genotyp 7 separierte sich klar von den {ibrigen Genotypen. Die
beiden nicht-felinen Arten B. rodhaini und B. microti waren deutlich von den Genotypen der

B. felis - Isolate abgegrenzt (Abb. 14).

0.05

— Genotyp 1

— Genotyp 9

CGenotyp 6

— Genotyp 8

CGenotyp 5
CGenotyp 4

‘{Genotyp 3

— CGenotyp 2

CGenotyp 7

B. mcroti

B. rodhaini

Abb. 14: ,Observed divergency“-Dendrogramm, basierend auf Vergleiche eines Bereiches
der ITS-1 (282 bp) der analysierten Klone von Katzenbabesien unter Einbeziehung von

B. rodhaini und B. microti (Zahler-Rinder, unveréffentlicht)
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3.3 Real-time PCR

3.3.1 Optimierung der PCR-Parameter

Um eine moglichst starke und spezifische Produktamplifikation zu erhalten, wurden die
Parameter Annealing-Temperatur, Magnesiumionen-Konzentration und Sondenkonzentration
variiert und optimiert. Konstant blieb der Einsatz von je 1 ul (50 pM) Primer BF-1 und BF-3
sowie von 5 ul 10x PCR-Puffer (enthélt 15 mM MgCl,), 0,5 pul ANTP-Mix (je 25 mM) und
0,5 ul (5 U/ul) Tag-Polymerase in Ansédtzen mit dem Endvolumen 50 pl.

3.3.1.1 Annealing-Temperatur und MgCl,-Konzentration

Unter Verwendung von 5 pl DNA-LOsung von einer im Ausstrich als Babesien-positiv
diagnostizierten Blutprobe und bei Durchfiihrung von 50 Zyklen mit den Temperaturen von
40,0 °C, 45,0 °C, 50,5 °C, 54,4 °C und 60 °C und bei gleichzeitigem Einsatz unterschiedlicher
MgCl,-Konzentrationen (2 mM, 3 mM, 4 mM, 4,5 mM, 5 mM, 6 mM und 7 mM) ergab sich
eine optimale Annealing-Temperatur von 54 °C und eine optimale MgCl,-Konzentration von
4 mM. Bei Kombination dieser Temperatur und MgCl,-Konzentration zeigten die

Fluoreszenzkurven den frithesten und starksten Anstieg sowie einen sigmoiden Verlauf.

3.3.1.2 Sondenkonzentration

Bei Einsatz von 0,1 pl, 0,25 pl und 0,5 pl der Sonde BF-S1 (50 uM) in Kombination mit
unterschiedlichen Mengen Template (5 pl, 0,5 pl, 0,05 pl, 0,005 pl usw., insgesamt 7
Verdiinnungsstufen) wurde kein Einfluss der Sondenkonzentration auf den
Schwellenwertzyklus oder die Form der Fluoreszenzkurven festgestellt. Daher wurde im
Folgenden aus Kostengriinden die geringste Konzentration von 0,1 pl (50 pm) der Sonde

BF-S1 pro Reaktionsansatz eingesetzt.
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3.3.2 Untersuchung der Katzenblutproben mit der entwickelten Real-time PCR

Mittels Real-time PCR, die unter optimierten Bedingungen (Pipettierschema sieche Tab. 7)
durchgefiihrt wurde, wurde DNA von B. felis bei 35,3 % (72/204) der untersuchten
Katzenblutproben nachgewiesen. Die restlichen 132 Proben waren negativ. Von zwei Katzen
des Patientenguts (K 2 und K 3) war kein entsprechendes Blutmaterial vorhanden, deshalb
konnten die beiden Katzen nicht in die Untersuchung mit einbezogen werden. Abb. 15 zeigt
den Fluoreszenzanstieg (Fluoreszenz gemessen bei 490 nm) bei B. felis — positiven Proben
mit zunehmender Zyklenzahl in Form einer typisch sigmoiden Fluoreszenzkurve. Bei als

negativ bewerteten Proben steigt die Kurve nicht {iber den Schwellenwert (orangefarbene

Linie) an.
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Abb. 15: Beispielhafte Darstellung von Fluoreszenzkurven wahrend eines Real-time PCR-
Laufes. Amplifizierung eines 106 bp groRen rDNA-Stlicks der ITS1-Region von Babesia felis

unter Verwendung eines Molecular Beacons.
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B. felis wurde in der Real-time PCR bei 41,2 % (42/102) der médnnlichen Tiere und 29,4 %
(30/102) der weiblichen Tiere des Patientenguts nachgewiesen. Der Unterschied war nicht

signifikant.

Bei Betrachtung der Altersgruppen wurde bei 16,7 % (5/30) der Katzen in der Altersgruppe
unter 6 Monaten, bei 31,7 % (19/60) der Katzen im Alter zwischen 6 Monaten und 2 Jahren,
bei 39,4 % (13/33) Katzen in der Altersgruppe iiber 2 bis 7 Jahre, bei 39,1 % (9/23) der
Katzen der Altersgruppe iiber 7 bis 15 Jahre und bei 50 % (3/6) der Katzen iiber 15 Jahren
DNA von B. felis nachgewiesen. In der Gruppe der Katzen mit unbekanntem Alter reagierten
442 % (23/52) der Katzen positiv in der PCR. Es wurde kein statistisch signifikanter

Unterschied bei den einzelnen Altersgruppen festgestellt.

Hinsichtlich der Rassen wurde bei 35,9 % (65/181) der Hauskatzen (,,domestic shorthair*
und ,,domestic longhair) und bei 30,4 % (7/23) der Rassekatzen DNA von B. felis

nachgewiesen. Der Unterscheid war nicht signifikant

Beziiglich der Haltungsform der Katzen wurde bei 37,0 % (70/189) der Freilduferkatzen, die
sich sowohl drinnen, als auch drauBlen aufhalten (,,indoor/outdoor) DNA von B. felis
nachgewiesen. Bei den Katzen, die sich ausschlieBlich im Freien authalten (,,outdoor),
reagierten 2 von 4 Tieren in der PCR positiv. Alle reinen Hauskatzen (,,indoor*) waren

B. felis-negativ. Die Unterschiede waren statistisch signifikant (y2 = 6,63, p = 0,04).

Bei Betrachtung der Herkunft der Katzen ergab sich, dass 34,2 % (38/110) der Tiere aus dem
Gebiet ,, Kragga Kamma*“, 41,93 % (26/62) der Katzen aus ,,Walmer®, beide der 2 Katzen aus
,Newton Park/Mill Park®, 2 der 3 Katzen von auBlerhalb und 26,32 % (4/17) der Katzen mit
unbekannter Herkunft in der PCR positiv reagierten. Alle Katzen aus ,,Algoa* waren B. felis —

negativ. Die Unterschiede waren signifikant (2 = 11,43, p = 0,04).

Bei 25 % (18/72) der Katzen, bei denen in der PCR DNA von B. felis nachgewiesen worden
war, wurden die fiir Babesiose beschriebenen typischen Symptome, wie Anorexie, Andmie
und Ikterus, festgestellt. Die librigen 75 % (54/72) der positiv reagierenden Katzen waren
symptomlos. Klinisch erkrankt waren 20 % (6/30) der weiblichen Katzen und 28,6 % (12/42)
der méinnlichen Katzen. Der Unterschied war statistisch nicht signifikant. Hinsichtlich der

Altersgruppen zeigten 20 % (1/5) der positiven Katzen im Alter bis 6 Monaten, 63,2 %
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(12/19) der positiven Katzen zwischen 6 Monaten und 2 Jahren, 15,4 % (2/13) der positiven
Katzen iiber 2 und bis zu 7 Jahren und keine der Katzen in den Gruppen iiber 7 bis 15 Jahren
und iiber 15 Jahren klinische Symptomatik. In der Gruppe mit unbekanntem Alter waren
13,0 % (3/23) der B. felis-positiven Katzen klinisch erkrankt. Der Unterschied zwischen den
Altersgruppen war signifikant (2 = 21,22, p = 0,007). Hinsichtlich der Rasse erkrankten
26,2 % (17/65) der infizierten Hauskatzen (,,domestic shorthair und ,,domestic longhair*)
und 14,3 % (1/7) der infizierten Rassekatzen klinisch. Der Unterschied war nicht signifikant.
Bei allen klinisch erkrankten Katzen handelte es sich um Freilduferkatzen, so dass der Anteil
der Katzen mit klinischer Symptomatik unter den Freilduferkatzen bei 25 % (18/70) lag.
Hinsichtlich der Herkunft der Katzen ergab sich, dass 39,5 % (15/38) der infizierten Katzen
des Gebiets ,,Kragga Kamma®, 7,7 % (2/26) aller positiven Katzen aus ,,Walmer* und 1 von 4
der infizierten Katzen mit unbekannter Herkunft klinisch erkrankt waren. Der Unterschied bei
den infizierten Katzen aus den einzelnen Gebieten war statistisch signifikant (2 = 9,73,

p = 0,05).
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3.3.3 Validierung des entwickelten Nachweisverfahrens

Fiir die geblindete, extern kontrollierte Validierung der entwickelten Real-time PCR wurden
die zu untersuchenden Proben, wie in Kap. III, A, 5.4.4 ausfiihrlich dargestellt, ausgesucht,
geblindet und mit der Real-time PCR untersucht. Die Zusammensetzung und das Ergebnis der

Untersuchung der 50 geblindeten Proben ist in Tab.20 dargestellt.

3.3.3.1 Spezifitit und Sensitivitit der entwickelten Real-time PCR

Bei allen Negativkontrollen und zwar sowohl bei denen von gesunden ,,indoor“-Katzen
stammenden Proben (Nr. 1-16) als auch bei den Proben mit anderen Parasiten (Nr. 17-23),
lieferte die Real-time PCR ein negatives Ergebnis (Tab. 20). Die Spezifitit der entwickelten
Nachweismethode lag somit bei 100 %. Bei den Babesien-positiven Patientenproben (Nr. 31-
50) reagierten 5 von insgesamt 20 falsch-negativ, d. h. die Sensitivitdt der Real-time PCR lag
bei 75 %. Die daraus abgeleiteten positiven und negativen Vorhersagewerte betrugen 100 %

(15/15) bzw. 82,1 % (23/28).

3.3.3.2 Nachweisgrenze der entwickelten Real-time PCR

Zur Uberpriifung der Nachweisgrenze wurde eine 10fach-Verdiinnungsreihe von einer im
Ausstrich Babesien-positiven Katzenblutprobe hergestellt. Die Parasitimie lag bei ca. 11 %.
Bei der geblindeten Validierung, bei der sechs Stufen der 10fach Verdiinnungsreihe der Probe
(unverdiinnt bis 1:1 000 000) eingesetzt wurden, reagierten Ansétze bis zu einer Verdiinnung
von 1:10 000 positiv (Tab. 17). Die Nachweisgrenze lag somit zwischen 77 und 7 Babesien/p1
Blut, wenn man von einer durchschnittlichen Erythrozytenzahl von ca. 7 x 10°ul Blut
ausgeht. Bei Verwendung von 200 ul Blut zur DNA-Extraktion, Elution der DNA in 200 pl
und Verwendung von 5 pl DNA-Losung als Template fiir die PCR ergab sich eine

Nachweisgrenze von 385 Babesien pro Reaktion.
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Tab. 20: Geblindete Proben fur die extern kontrollierte Validierung der Real-time PCR

Nr. Code Bezeichnung Inhalt PCR-Befund Ergebnis
1 10 N1-1 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
2 27 N1-2 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
3 23 N1-3 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
4 29 N2-1 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
5 30 N2-2 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
6 28 N2-3 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
7 34 N3-1 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
8 48 N3-2 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
9 32 N3-3 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
10 38 N4-1 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
11 11 N4-2 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
12 19 N4-3 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
13 5 N5-1 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
14 21 N5-2 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
15 2 N6 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
16 47 N7 Negativkontrolle (gesund, ,indoor®) negativ korrekt
17 4 HF-1 Negativkontrolle/Haemobartonella felis  negativ korrekt
18 33 HF-2 Negativkontrolle/Haemobartonella felis  negativ korrekt
19 13 HC-1 Negativkontrolle/Hepatozoon canis negativ korrekt
20 22 HC-2 Negativkontrolle/Hepatozoon canis negativ korrekt
21 43 BM Negativkontrolle/Babesia microti negativ korrekt
22 49 BR Negativkontrolle/Babesia rodhaini negativ korrekt
23 15 BC Negativkontrolle/Babesia canis negativ korrekt
24 40 1 Verdunnungsreihe: unverdunnt positiv

25 9 -1 Verdinnungsreihe: 1:10 positiv

26 37 -2 Verdunnungsreihe: 1:100 positiv

27 45 -3 Verdunnungsreihe: 1:1000 positiv

28 46 -4 Verdunnungsreihe: 1:10 000 positiv

29 44 -5 Verdunnungsreihe: 1:100 000 negativ

30 36 -6 Verdunnungsreihe: 1:1 000 000 negativ
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Tab. 20: Fortsetzung

Nr. Code Bezeichnung Inhalt PCR-Befund Ergebnis
31 17 K10-1 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
32 7 K10-2 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
33 42 K10-3 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
34 41 K53-1 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
35 39 K53-2 Patient (Babesien-positiv) negativ falsch
36 18 K58-1 Patient (Babesien-positiv) negativ falsch
37 3 K58-2 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
38 50 K81-1 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
39 1 K81-2 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
40 6 K140-1 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
41 35 K140-2 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
42 31 K143-1 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
43 14 K143-2 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
44 8 K22 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
45 26 K190 Patient (Babesien-positiv) negativ falsch
46 12 K80 Patient (Babesien-positiv) negativ falsch
47 16 K91 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
48 24 K124 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
49 20 K156 Patient (Babesien-positiv) positiv korrekt
50 25 K161 Patient (Babesien-positiv) negativ falsch
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4. Ergebnisse der serologischen Untersuchung —

Indirekter Immunfluoreszenzantikorpertest

Wie in Abb. 16 fiir K 91 bzw. K 96 dargestellt ist, reagierten bei der Untersuchung der Seren
auf B. felis - spezifische Antikorper im IFAT 39,3 % (81/206) der untersuchten Seren positiv
und die restlichen 60,7 % (125/206) Seren negativ. Dabei zeigten 2 Seren ein positives
Ergebnis bis zur der Verdiinnungsstufe 1/80, 7 Seren bis 1/160 und 72 Seren bis 1/320.

Bei den weiblichen Tieren reagierten 31,4 % (32/102) und bei den méinnlichen Tieren 47,1 %
(49/104) der Tiere im IFAT positiv. Der Unterschied war signifikant (x*= 5,35, p = 0,02).

Bei Betrachtung der Altersgruppen wiesen 16,7 % (5/30) der Tiere in der Gruppe der bis zu 6
Monate alten Katzen, 34,4 % (21/61) der Tiere in der Gruppe der iiber 6 Monate bis 2 Jahre
alten Katzen, 50 % (17/34) der Tiere der Altersklasse iiber 2 bis 7 Jahre, 47,8 % (11/23) der
Tiere im Alter von iiber 7 bis 15 Jahre und 66,7 % (4/6) der Katzen in der Gruppe der iiber
15-jahrigen Katzen B. felis — spezifische Antikdrper auf. Von den Katzen mit unbekanntem
Alter reagierten 44,2 % (23/52) im IFAT positiv. Der Unterschied in den verschiedenen
Altersgruppen war statistisch signifikant (y*= 11,27, p = 0,02).

Hinsichtlich der Rassen zeigten 37,5 % (9/24) der Rassekatzen und 39,6 % (72/182) der
Hauskatzen (,,domestic shorthair* und ,,domestic longhair*) im IFAT ein positives Ergebnis.

Der Unterschied war nicht signifikant.

Unter den Freilduferkatzen, die sich sowohl drinnen, als auch drauflen aufhiclten
(,,indoor/outdoor®), reagierten 41,4 % (79/191) im IFAT positiv, bei den ausschlieBlich
drauBBen gehaltenen Katzen 2 von 4 Tieren. Die 11 ,,indoor*- Katzen zeigten alle ein negatives

Ergebnis. Der Unterschied war statistisch signifikant (x> = 7,65, p = 0,02).

Bei Betrachtung der Herkunft der untersuchten Katzen reagierten 37,8 % (42/111) der aus
dem Gebiet ,,Kragga Kamma“ stammenden Katzen serologisch positiv. 46,8 % (29/62) der
Katzen aus dem Gebiet ,,Walmer*, beide Katzen aus ,,Newton Park/Mill Park®, zwei der drei
Katzen von auBlerhalb und 33,3 % (6/18) der Katzen mit unbekannter Herkunft zeigten

B. felis — spezifische Antikdrper. Alle 10 Tiere aus dem Gebiet ,,Algoa‘ reagierten negativ im
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IFAT. Bei 8 dieser Katzen handelte es sich um reine ,,indoor*“-Katzen. Der Unterschied in den

verschiedenen Untersuchungsgebieten war signifikant (x*= 11,87, p = 0,04).

Von den insgesamt 81 serologisch positiv reagierenden Katzen zeigten 22,2 % (18/81)
klinische Symptome. Es handelte sich hierbei um dieselben 18 Katzen, die bereits bei den in

der PCR positiv reagierenden Katzen mit klinischer Symptomatik (Kap 3.3.2) ausfiihrlich

beschrieben wurden.

Abb. 16: Indirekte Immunfluoreszenz (IFAT) bei K 91 (A) und K 96 (B; Ausschnitt

vergroRert) zum Nachweis von B. felis — spezifischen Antikérpern. Verdiinnungsstufe 1:320
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5. Vergleich der verschiedenen Untersuchungsmethoden

Die in der Studie angewandten Nachweisverfahren Blutausstrich, Real-time PCR und IFAT
zum Nachweis von felinen Babesien wurden im Folgenden miteinander verglichen (Anhang
D sowie Tab. 21, 22, 23). Insgesamt war der Anteil an Babesien-positiven Katzen im
Blutausstrich mit 32 % (66/205) am niedrigsten, lag in der Real-time PCR bei 35,3 %
(72/204) und war im IFAT mit 39,3 % (81/206) am hochsten. Beim Vergleich der Real-time
PCR mit dem Blutausstrich (Tab. 21) zeigten sich {ibereinstimmende Ergebnisse bei 192 von
203 Untersuchungen (94,6 %). Bei 2 Isolaten, K 8 und K 68, wurden im Ausstrich Babesien
nachgewiesen, die PCR reagierte jedoch negativ. Fiir diese Isolate war mittels Sequenzanalyse
der 18S-rDNA nicht B. felis, sondern B. leo und eine verwandte Art diagnostiziert worden
(Kap. 3.1). Fiir 9 im Ausstrich negative Isolate wurde ein positives PCR-Ergebnis ermittelt.
Alle 9 Isolate waren auch im IFAT positiv. Beim Vergleich IFAT — Blutausstrich (Tab. 22)
ergaben sich in 187 Fillen (91,2 %) iibereinstimmende Resultate. 2 Isolate waren im
Ausstrich positiv, reagierten aber im IFAT negativ. Dabei handelte es sich um K 8 und K 68,
also diejenigen Isolate, fiir die nicht B. felis als Art diagnostiziert worden war und die auch in
der PCR als negativ befunden worden waren. Von den 19 im Ausstrich negativen und im
IFAT positiven Proben waren 9 auch in der PCR positiv. Bei Betrachtung der IFAT— und
PCR— Testergebnisse (Tab. 23) zeigten sich {iibereinstimmende Befunde bei 196
Untersuchungen (96,1 %). Alle in der PCR positiv beurteilen Proben waren auch im IFAT
positiv. Bei den 8 zwar im IFAT positiven, aber in der PCR negativen Ansitzen wurden in 7
Fillen auch im Blutausstrich Babesien nicht nachgewiesen, fiir 1 Katze wurde der

Blutausstrich nicht untersucht.

Tab. 21: Vergleich der Ergebnisse der Nachweismethoden Blutausstrich und Real-time

PCR. Es wurden insgesamt 203 Proben miteinander verglichen.

Real-time PCR Real-time PCR
positiv negativ
Ausstrich
positiv 63 2
Ausstrich
negativ 9 129
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Tab. 22: Vergleich der Methoden Blutausstrich und IFAT. Es wurden insgesamt 205 Proben

miteinander verglichen

IFAT IFAT
positiv negativ
Ausstrich
positiv 64 2
Ausstrich
negativ 16 123

Tab. 23: Vergleich der Methoden Real-time PCR und IFAT. Es wurden insgesamt 204

Proben miteinander verglichen

IFAT IFAT
positiv negativ
Real-time PCR
positiv 72 0
Real-time PCR
negativ 8 124
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C Diskussion

1. Artenvorkommen feliner Babesien im Untersuchungsgebiet

Uber das Artenspektrum der Piroplasmen bei Feliden ist wenig bekannt. Derzeit werden 6
Arten unterschieden. B. felis, B. cati und B. leo sind morphologisch kleine, unter 3 um grof3e
Arten, B. pantherae und B. herpailuri stellen mit bis zu 3,5 um groe Babesienarten dar.
C. felis, die 6. Art, ist mit bis zu 1,5 pm Linge ebenfalls klein, wird aufgrund von
Unterschieden im Entwicklungszyklus aber zu einer anderen Gattung, Cytauxzoon, gezéhlt. In
Stidafrika werden derzeit alle Infektionen mit kleinen Babesien bei Hauskatzen der Art
B. felis zugeschrieben. Diese taxonomische Zuordnung begriindet sich rein auf
phinotypischen Merkmalen und einer vermuteten Wirtsspezifitit. Der lichtmikroskopische
Nachweis kleiner, pleomorpher Piroplasmen ldsst eine Artdiagnose allerdings nicht zu, da
besonders die ,kleinen Babesien alle sehr dhnlich sind und sich morphologisch nicht
eindeutig voneinander abgrenzen (Purnell, 1981, Conrad et al. 1992). So wurden aus Lowen
in Siidafrika Piroplasmen isoliert, die morphologisch nicht von den kleinen Babesien bei
Hauskatzen zu unterscheiden waren. Da in den Seren der Lowen Antikorper gegen B. felis
mittels IFAT nicht nachgewiesen wurden (Lopez-Rebollar et al, 1999) und 18S-rDNA-
Sequenzanalysen deutliche genotypische Unterschiede ergaben, wurde gefolgert, dass es sich
bei den in den Lowen nachgewiesenen Erregern um eine zwar mit B. felis sehr eng verwandte,

aber eigene Spezies, B. leo, handelt (Penzhorn et al., 2001).

Epidemiologische Untersuchungen zur Katzenbabesiose setzen Kenntnisse {iiber die
beteiligten Erreger voraus. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand daher darin, mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden, das Artenvorkommen und die Artenvielfalt der
Katzenbabesien im Untersuchungsgebiet Port Elizabeth in Siidafrika zu beschreiben. Ein
groBBer Vorteil dieser Methoden ist, dass sie genotypische Merkmale erfassen, die von
Umwelteinfliissen weitgehend unabhidngig und quantifizierbar sind. Durch Vergleiche von
DNA-Sequenzen sind zudem Riickschliisse auf phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen
moglich. Die rDNA, also das Gen, das fiir die ribosomale RNA kodiert, erwies sich zur
Untersuchung von Verwandtschaftsbeziehungen vieler Organismen als geeignetes Zielgen, da
sich hier im Laufe der Evolution kontinuierlich Mutationen ansammelten. Die rDNA ist

zudem aus unterschiedlich stark konservierten Bereichen zusammengesetzt. Je nach
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Fragestellung kdnnen so mehr oder weniger polymorphe Genabschnitte zur Analyse nah oder
entfernt verwandter Organismen herangezogen werden. Zur Ermittlung von
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Arten einer Gattung oder Familie, hat sich die 18S-
rDNA wiederholt, auch schon bei Babesien, als besonders geeignet erwiesen (Ellis et al.,
1992, Allsopp et al. 1994, Zahler et al. 2000a, b und c). Fiir diesen rDNA-Abschnitt, der fiir
die kleine Untereinheit der Ribosomen kodiert, liegen Sequenzinformationen fiir eine ganze
Reithe von  Babesien- und  Theilerienarten in  der  Sequenzdatengenbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) vor. Bei Betrachtung der felinen Piroplasmen waren 18S-rDNA-
Sequenzen zum Zeitpunkt der Untersuchung aber nur fir B. felis (AF244912), B. leo
(AF244911) und fir 2 aus Wildfeliden, und zwar aus einem Karakal, isolierte Erreger
Babesia sp. Caracal Strain A (AF244913) und Caracal Strain B (AF244914) vorhanden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die 18S-rDNA von 13 Isolaten aus Blutproben natiirlich
infizierter Katzen charakterisiert und miteinander verglichen. Die Katzen wurden dabei nicht
zufillig aus dem Patientengut ausgewéhlt. Mit dem Ziel, ein moglichst breites Spektrum an
Genotypen zu erfassen, wurde ein moglichst breites Spektrum an Phénotypen einbezogen. So
wurden, neben im Blutausstrich ,typischen® Isolaten, auch Isolate mit morphologischen
Besonderheiten ausgewéhlt, wie groBer erscheinende Merozoiten oder vermehrtes Aufireten
von Birnenformen. Zudem wurden 2 Isolate (K 8 und K 68) einbezogen, weil hier trotz im
Blutausstrich nachgewiesener Parasiten der IFAT negativ blieb. Die verwendeten PCR-
Primer, RIB-19 und RIB-20, waren bereits bei anderen Babesienarten erfolgreich eingesetzt
worden. Sie konnten ibernommen werden, da sie gegen stark konservierte Bereiche gerichtet
sind und somit zur Amplifikation der 18S-rDNA einer Vielzahl von Babesien- und
Theilerienarten geeignet sind (Zahler et al., 2000a, b und c¢). Die Sequenzanalyse der 1,7 kb
groBen PCR-Produkte der 13 Isolate und der Vergleich mit Genbanksequenzen zeigte
deutlich, dass mindestens 2 oder 3 Arten fiir Babesieninfektionen bei den untersuchten Katzen
in Port Elizabeth verantwortlich waren. Bei den meisten, und zwar bei 11 der 13 Isolate wurde
B. felis diagnostiziert. Die charakterisierten 18S-rDNA-Sequenzen waren untereinander und
mit der Sequenz von B. felis (AF244912) aus der Genbank nahezu identisch. Bei einer Katze,
K 8, wurde eine Infektion mit B. leo nachgewiesen. Der Vergleich der Sequenz des Isolats
K 8 mit der verfligbaren Genbanksequenz fiir B. leo (AF244911) ergab ndmlich mit nur einer
Deletion eine Sequenzidentitit von 99,9 %. Es konnte somit erstmals eine natiirliche Infektion

mit B. leo bei Hauskatzen nachgewiesen werden.
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Die Sequenz des letzten der 13 Isolate, K 68, unterschied sich auffillig von den {ibrigen
Sequenzen und konnte keiner bisher in der Genbank bekannten Art eindeutig zugeordnet
werden. Die Erreger waren zwar mit den {ibrigen felinen Babesien am engsten verwandt,
unterschieden sich jedoch deutlich. Der Vergleich des 1297 bp groBlen, charakterisierten
Bereiches mit der entsprechenden Region der anderen Arten ergab eine Sequenzidentitidt von
98,3 % mit B. leo, 97,8 % mit B. felis, 96,8 % mit Babesia sp. Caracal Strain A und von
96,7 % mit Babesia sp. Caracal Strain B. Es stellte sich nun die Frage, ob dieses Isolat K 68
als eigenstdndige Art anzusehen ist. Die Speziesdifferenzierung und somit die Beantwortung
der Frage nach dem Artstatus sollte im Allgemeinen nicht nur auf molekularbiologischen
Ergebnissen, sondern auf verschiedenen diagnostischen Ansdtzen basieren. So sollten
phinotypische, also z. B. morphologische, serologische und biologische Merkmale zusammen
mit Ergebnissen molekularer Untersuchungen betrachtet werden. Molekularbiologische
Analysen konnen nicht direkt den Artstatus von Organismen nach dem biologischen
Artkonzept (Mayr, 1975) aufkliren, in dem Spezies als ,,Gruppen von sich untereinander
fortpflanzender Lebewesen, die reproduktiv von anderen solchen Gruppen isoliert sind*
definiert sind. Dennoch konnen Sequenzanalysen wertvolle Hinweise dazu liefern, ob
Organismen zu einer Art gehoren oder nicht. So sollten sich in dendrographischen
Darstellungen Arten als Gruppen von Genotypen iiberlappungsfrei voneinander abgrenzen
und die intraspezifischen Identitdten deutlich hoher liegen als die interspezifische Identitdt
zwischen den abgegrenzten Gruppen. Wenn in der gleichen Gattung im selben Zielgen
Sequenzunterschiede zwischen zwei nahe verwandten Spezies, deren getrennter Artstatus
allgemein akzeptiert ist, in der gleichen GrofBenordnung liegen, wie zwischen zwei zu
untersuchenden Taxa, kann dies ebenfalls als Kriterium auf einen getrennten Artstatus der
untersuchten Taxa gewertet werden (Zahler et al., 1995). In der vorliegenden Studie war nur
eine Sequenz von K 68 verfiigbar, genotypische Variationen innerhalb dieses Taxon konnten
also nicht ermittelt werden. Fiir B. felis jedoch wurde anhand von 11 Isolaten eine
intraspezifische Variation erfasst. Das Isolat K 68 grenzte sich im Dendrogramm (Abb. 11)

iiberlappungsfrei von den 11 B. felis — Isolaten und dem Isolat K 8 (B. leo) ab.

Bei Betrachtung der interspezifischen Sequenzunterschiede zeigte sich, dass die paarweisen
Identitdten von B. felis und B. leo, also 2 Taxa, fiir die ein getrennter Artstatus derzeit
akzeptiert ist, mit 96,7 % in der gleichen Grofenordnung lagen, wie die Identitdt von 98,3 %
zwischen K 68 und der diesem Isolat am nidchsten verwandten Art B. leo (Tab. 11). Auch die

GroBenordnung der Sequenzidentititen aller 4 felinen Babesien-Taxa (B. felis, B. leo,
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Babesia sp. Caracal Strain A und Strain B) untereinander und zu dem Isolat K 68 (Tab. 11)
war gleich. Dies wiirde die Auffassung unterstiitzen, dass es sich bei dem Isolat K 68 um eine
weitere, eigenstdndige Art handelt. Um eine Aussage fiir oder gegen den Artstatus auf
molekularbiologischer Ebene stirker abzusichern, sollten jedoch weitere Isolate
charakterisiert werden, um eine eventuell vorhandene intraspezifische Variation zu
beleuchten. Eine Artabgrenzung des Isolats K 68 zumindest von B. felis wird durch die
Ergebnisse im IFAT unterstiitzt. Das Isolat K 68 zeigte keine serologische Kreuzreaktionen
mit B. felis - Antigen und somit deutlich antigenetische Unterschiede. Eine serologische
Untersuchung mit B. leo — Antigen wire wiinschenswert und wichtig, konnte aber leider nicht
durchgefiihrt werden, da Antigen von B. leo nicht verfligbar war. Im vorliegenden Fall erwies
sich die Morphologie der Erreger in den Erythrozyten, wie bei anderen kleinen Babesien auch
schon beschrieben (Purnell, 1981, Conrad et al., 1992, Penzhorn et al., 2001), als wenig
aussagekriftig. So waren im gefarbten Blutausstrich Unterschiede zu B. felis oder B. leo nicht
feststellbar. Die Parasitimie war relativ gering. Beziiglich der klinischen Symptomatik der
Katze, aus der diese Erreger isoliert wurden, liegen nur wenige Informationen vor. Bei dem
Patienten K 68 handelte es sich um eine streunende, herrenlose Katze, die Mitte November
2001 in die ,Kragga Kamma Veterinary Clinic* gebracht wurde. Das Tier war stark
abgemagert und verwahrlost. Uber das Alter oder den FIV- oder FeLV-Status der Katze ist
nichts bekannt. Informationen iiber das weitere Schicksal des Tieres liegen ebenfalls nicht vor

(Anhang D, Tab. 25).

Bei der Erstbeschreibung von B. leo wurde der Status der eigenen Art primér mit der sich von
anderen Babesien abgrenzenden 18S-rDNA-Sequenz und einer fehlenden serologischen
Kreuzreaktion mit B. felis begriindet (Penzhorn et al., 2001). Das Isolat K 8 wurde, wie
bereits erwéhnt, aufgrund seiner 18S-rDNA-Sequenz eindeutig als B. /eo identifiziert, und
diese Art damit erstmals als natiirliche Infektion bei Hauskatzen beschrieben. Bekriftigt wird
diese Diagnose dadurch, dass das Isolat K 8 serologisch nicht mit B. felis — Antigen im IFAT
reagierte und fehlende Kreuzreaktivitdten zwischen B. felis und B. leo bereits beschrieben
wurden (Lopez-Rebollar et al., 1999). In wieweit die Hauskatze als natiirlicher Wirt von B.
leo epidemiologische Bedeutung besitzt, bleibt unklar und spekulativ. Bei dem infizierten Tier
handelte es sich um einen, FeLV-positiven, kastrierten Kater, ca. 2,5 Jahre alt, der Anfang
November 2001 mit dem Vorbericht ,apathisch und frisst nicht zur Untersuchung in die
,Kragga Kamma Veterinary Clinic* gebracht wurde (Anhang D, Tab. 25). Das Tier war sehr
apathisch, abgemagert, hatte 41,0 °C Fieber und zeigte ein hochgradig gestortes
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Allgemeinbefinden. Im Blutausstrich wurden vereinzelt Babesien in Siegelringform
nachgewiesen, die morphologisch nicht von B. felis zu unterscheiden waren. Die Parasitimie
war somit relativ gering, zudem wurden meist nur Einzelformen in den Erythrozyten
beobachtet. Das Tier wurde mit Primaquine® (Primaquinphosphat), 4 x 1 mg (2 Tbl.) alle
36 h, dann 4 x 1 mg (2 Tbl.) wochentlich, behandelt. Nach 10 Tagen wurde der Kater jedoch
mit weiter verschlechtertem Allgemeinzustand in der Praxis wieder vorgestellt. Zu diesem
Zeitpunkt wurden Babesien im Blutausstrich nicht mehr nachgewiesen, das Tier aber im
Hinblick auf seine FeLV — Infektion euthanasiert. Bereits in einer friiheren Untersuchung zur
Katzenbabesiose in Siidafrika wurde festgestellt, dass ein Teil der mit Babesien infizierte
Katzen gleichzeitig Infektionen mit FIV (14 % der untersuchten Katzen mit nachgewiesener
Babesieninfektion) oder FeLV (34 % der Babesien-positiven Katzen) aufwies (Schoeman et
al., 2001). Es bleibt unklar, ob eine natiirliche Infektion mit B. leo bei Hauskatzen nur durch
eine erhohte Empfinglichkeit der Katzen aufgrund immunsuppressiver Koinfektionen, wie
Infektionen mit FeLV oder FIV, erfolgen kann, oder ob Hauskatzen tatsidchlich zum
natiirlichen Wirtsspektrum von B. leo gehdren. Bei einer Studie aus Spanien wiesen 3 der
insgesamt 4 Katzen, bei denen in der PCR DNA von Hundebabesien (B. canis, T. annae)
nachgewiesen wurde, gleichzeitig Infektionen mit FIV oder FeLV auf (Criado-Fornelio et al.,
2003). Ob die Wirtspezifitit einiger Babesienarten doch geringer ist, als bisher angenommen,
oder ob Babesien anderer Wirtsspezifitdt sich nur dann vermehren kdnnen, wenn eine starke

Immunsuppression des Sdugers vorliegt, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Mit Ausnahme von C. felis stellen die bisher molekularbiologisch charakterisierten felinen
Piroplasmen innerhalb der Babesien und Theilerien eine eng verwandte Erregergruppe dar,
wie in Abb. 17 deutlich wird. In einer dendrographischen Darstellung phylogenetischer
Verwandtschaftsbeziehungen, unter Einbeziehung zahlreicher Babesien- und Theilerienarten,
bildeten sich ndmlich drei Hauptgruppen. Wihrend sich in der erste Gruppe die sogenannten
“typischen” Babesien (Mehlhorn und Schein, 1984) darstellten, gliederte sich in der zweiten
Gruppe die klassischen Theilerien und C. felis ein. Die felinen Piroplasmen waren in der
dritten Gruppe enthalten und bildeten dort ein gemeinsames Cluster. Dabei gruppierten sich
alle B. felis — Isolate zusammen und benachbart zu den beiden artlich nicht festgelegten
Babesia spp. Caracal Strain A und B, wihrend sich B. leo zusammen mit dem Isolat K 8
darstellt. Das Isolat K 68 trennte sich von all diesen felinen Erregern deutlich ab. In dieser
dritten Hauptgruppe waren auBBerdem noch die morphologisch kleinen, nicht-felinen Arten

B. rodhaini, B. microti und T. annae enthalten. Diese Formation einer dritten Erregergruppe
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neben den Babesien und Theilerien wurde auch in anderen Untersuchungen nachgewiesen
(Ellis et al., 1992, Allsopp et al., 1994, Zahler et al., 2000c, Penzhorn et al., 2001). Uber die
Bedeutung der Ergebnisse dieser molekular-phylogenetischen Untersuchungen wird derzeit
noch kontrovers diskutiert. So wurde gefolgert, dass der erwdhnten dritten Gruppe ein den
Babesien und Theilerien gleichwertiger taxonomischer Rang zugeschrieben werden sollte
(Allsopp et al., 1994, Zahler et al., 2000c). Zumindest fliir B. microti wurden jedoch auch
biologische Eigenschaften beschrieben, die diese Art von den ‘typischen” Babesien
unterscheidet. So wurden Vermehrungsstadien nicht nur in Erythrozyten sondern auch in
Lymphozyten festgestellt (Mehlhorn et al., 1986) und eine transovariale Weitergabe der
Erreger in Zecken wurde bisher noch nicht nachgewiesen. Ob diese biologischen Eigenheiten
auch fiir die kleinen felinen Piroplasmen dieser dritten taxonomischen Gruppe zutreffen, ist
jedoch noch unbekannt. Bei B. leo wurden exoerythrozytdre Vermehrungsstadien bisher nicht

nachgewiesen (Penzhorn et al., 2001).
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Abb. 17: ,Observed divergency“ — Dendrogramm basierend auf Vergleich der 18S-rDNA
verschiedener Babesien und Theilerien. Die in der vorliegenden Arbeit charakterisierten
Isolate sind fettgedruckt. B. felis (AF244912), B. leo (AF24411), Babesia sp. Caracal Strain A
(AF244913), Babesia sp. Caracal Strain B (AF244914), B. microti (U09833), B. rodhaini
(M87565), B. caballi (Z15104), B. canis canis (AY072926), B. canis vogeli (AY072925), B.
gibsoni USA (AF231350), B. gibsoni Japan (AF175300), B. divergens (U07885), B. bovis
(L19077), T. annae (AF188001), T. equi (Z15105), T. parva (L02366), T. taurotragi
(L19082), C. felis (L19080).
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In der vorliegenden Studie sollten auch genotypische Variationen unterhalb des Artniveaus
analysiert werden. Fiir solche Untersuchungen haben sich in der rDNA die nicht-kodierenden
Regionen der internen transkribierten Spacer 1 und 2 (ITS 1 und 2) als besonders geeignet
erwiesen, da sie eine hohere Variabilitdt als die 18S-rDNA besitzen (Zahler et al., 1998).
Daher wurde dieser Genabschnitt ausgewéhlt und bei den 13 Isolaten, fiir die schon die 18S-
rDNA untersucht worden war, charakterisiert. Die PCR-Primer, RIB-3 und RIB-13, die auf
bei Babesien konservierte, die ITS-Region flankierende Bereiche gerichtet sind, wurden
bereits bei anderen Babesienarten zur Analyse der ITS-rDNA erfolgreich eingesetzt (Zahler et
al., 1998) und hier iibernommen. Bei Vergleich der Sequenzen der 11 Isolate, die anhand der
18S-rDNA als B. felis diagnostiziert worden waren, ergab sich eine Polymorphismusrate von
2,6 % und paarweise Sequenzidentitdten zwischen 98,6 % und 99,9 %. Dieser intraspezifische
Polymorphismus lag damit in der gleichen GroBenordnung, wie der bei B. canis canis und
B. canis vogeli, wo Identititen von 99% bzw. 97,9 % festgestellt wurden (Zahler et al., 1998).
Bei den 11 B. felis — Isolaten wurden 9 Genotypen ermittelt, die sich gleichméBig iiber die
Isolate verteilten. Korrelationen mit phénotypischen Merkmalen, wie z. B. der Herkunft,
wurden nicht festgestellt. Das anhand der 18S-rDNA als B. /eo diagnostizierte Isolat K 8 und
das Isolat K 68 zeigten im Vergleich mit B. felis viel geringere Identititen von 77,0 % bzw.
76 % (Tab. 14) und grenzten sich damit deutlich von B. felis ab. Auch mit diesem Zielgen
wurde also die artliche Trennung der beiden Isolate K 8 und K 68 von B. felis gestiitzt. Die
Hypothese, dass das Isolat K 68 eine von K 8 abgegrenzte taxonomische Einheit mit Artstatus
darstellt, wird durch die ITS-Ergebnisse ebenfalls bestitigt. So wiesen die Sequenzen der
Isolate K 8 und K 68 untereinander eine Identitdt von 87,8 % auf, die dhnlich war, wie die
Identitdten mit B. felis, wihrend im Gegensatz dazu die intraspezifischen Polymorphismen bei
B. felis mit 2,6 % in einer niedrigeren Grofenordnung lagen. Bei zusitzlicher Einbindung
weiterer Babesienarten, die nicht bei Feliden vorkommen, B. microti und B. rodhaini, wird
die Auffassung eines getrennten Artstatus von K 68 gestiitzt. Die Identitdten zwischen diesen

Arten lagen zwischen 76,0 % und 78,9 % (Tab. 14) und damit im gleichen GréBenbereich.

Die intraspezifischen Variation der B. felis —Isolate innerhalb der ITS-Region der rDNA
erwies sich somit als relativ gering. Daher wurde dieser Bereich zur Entwicklung einer
diagnostischen Real-time PCR, die sehr spezifisch sein sollte, ausgewéhlt. Um einen Einblick
in die Intra-Isolat-Variabilitit zu erhalten, die die Sensitivitit eines diagnostischen Tests
beeinflussen kann, wurde ein Isolat, und zwar K 60, exemplarisch detailliert untersucht. Bei

der Analyse von Intra-Isolat-Polymorphismen ist es wiinschenswert, auch zahlenméBig
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seltener auftretende Varianten der rDNA, die ein multi copy — Gen ist, zu ermitteln. Zudem
soll jede einzelne Base moglichst genau erfasst werden. Daher kann auf Klonierung nicht
verzichtet werden. Bei der Analyse eines 282 bp groBen, klonierten Fragments aus dem
Bereich der ITS-1 bei dem Isolat K 60 wurden 7 verschiedene Genotypen festgestellt. Fiir 6
Genotypen wurde eine Polymorphismusrate von 3,2 % und Sequenzidentititen zwischen
97,2 % und 99,6 % ermittelt (Tab. 16). Dies reprisentiert eine relativ grole Homogenitit
innerhalb dieses Isolats. Die Sequenz des Genotyps 7 (Klon K 60 E.2) war jedoch nur zu
76,9 % mit einer Konsensussequenz aus den weiteren 6 Genotypen von K 60 und den
Genotypen der anderen B. felis - Isolate identisch. Die Sequenz lie§3 sich keiner anderen bisher
bekannten Art zuordnen, auch nicht beim Durchsuchen der Genbank des NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). In einer dendrographischen Darstellung (Abb. 18), die auf
Vergleichen des entsprechenden 282 bp grof3en Bereiches innerhalb der ITS-1 des Klons K 60
E.2 mit den Isolaten K 8, K 68 und den B. felis — Isolaten basierte, gruppierte sich der Klon
K 60 E.2 eher zu dem Isolat K 8 und damit zu B. /leo und zu K 68, als zu den B. felis —
Isolaten. Die taxonomische Eingruppierung bleibt jedoch unklar und spekulativ, da nur ein
einziger Klon mit dieser Sequenz gefunden wurde. Bei der Analyse der 18S-rDNA und der
rDNA der gesamten ITS-Region der Katzenblutprobe K 60 wurde nur B. felis als Erreger
diagnostiziert. Es ist dennoch denkbar, dass hier eine Mischinfektion mit mehreren Erregern

vorliegt, die bei direkter Sequenzierung von PCR-Produkten dieses Isolates unentdeckt blieb.

K 68

K 8

K 60 E. 2

B. felis — |Isolate

Abb. 18: ,Observed divergency“ — Dendrogramm, basierend auf Vergleichen eines 282 bp
groflRen Bereichs der ITS-1-Region. Bei K 8 und K 68 wurde direkt sequenziert, bei K 60 E.2

und den B. felis — Isolaten wurden die PCR-Produkte vor der Sequenzierung kloniert.
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2. Entwicklung und Validierung einer Real-time PCR zum Nachweis

von B. felis

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer Diagnostikmethode, die
einen spezifischen und sensitiven Nachweis von B. felis ermoglicht. Derzeit ist neben dem
direkten Erregernachweis mittels gefarbtem Blutausstrich nur der serologische Nachweis
B. felis — spezifischer Antikdrper im IFAT beschrieben, der allerdings nicht kommerziell
erhiltlich ist und somit der Routinediagnostik nicht zur Verfligung steht (Lopez-Rebollar et
al., 1999). Der routinemédBig in siidafrikanischen Tierarztpraxen eingesetzte gefirbte
Blutausstrich ermdglicht einen schnellen und preiswerten Nachweis feliner Piroplasmen. Eine
Artendiagnose ist hiermit allerdings nicht méglich. AuBlerdem ist der Nachweis der Erreger
bei sehr geringen Parasitimien sehr schwierig und oft nicht moglich. Mit dem am
Onderstepoort Veterinary Institute in Siidafrika entwickelten IFAT werden B. felis -
spezifische Antikorper nachgewiesen. Kreuzreaktionen mit B. /eo bleiben aus (Lopez-
Rebollar et al., 1999). Der serologische Nachweis von Antikorpern ldsst eine Aussage liber
das gegenwirtige Stadium der Infektion jedoch nicht zu. So konnen bei dlteren oder
zuriickliegenden Infektionen persistierende Antikdrper vorhanden, der Erreger ist eventuell
aber nicht mehr vorhanden. In friihen Phasen der Infektionen sind zudem spezifische
Antikorpern noch nicht gebildet, so dass falsch-negative Ergebnisse entstehen. Zudem ist die
Verfligbarkeit von Antigen hédufig problematisch und erschwert den FEinsatz in der
Routinediagnostik. In der vorliegenden Studie wurde die Real-time PCR als Methode
ausgewdhlt, da sie das Potential fiir hohe Sensitivitit und Spezifitit besitzt. Die Amlifikation
und Verifikation der spezifischen PCR-Produkte kann bei der Real-time PCR in ,,Echtzeit*
bereits wiahrend des Laufs beobachtet werden, und es entfallen zeitaufwendige post-PCR-
Prozesse, wie die Gelelektrophorese und Restriktionsverdau zur Identifikation der
Amplifikate. Bei der Real-time PCR wird durch dieses geschlossene System die Gefahr einer
Kontamination stark reduziert. Ein gro8er Nachteil dieser Methode liegt jedoch in den hohen
Kosten, auch im Vergleich mit der konventionellen PCR. Es ist jedoch zu erwarten, dass in
der Zukunft mit wachsender Verbreitung dieser Technologie die Geréteanschaffungskosten

und die Preise fur fluoreszenzmarkierte Sonden sinken werden.

Ein wichtiges Ziel der geplanten Real-time PCR war eine hohe Spezifitdt fiir B. felis. Daher
wurde als Zielgen ein Bereich aus der ITS-1-Region gewihlt, der nicht-kodierend und

zwischen Arten wenig konserviert ist. Basierend auf den Sequenzinformationen, die im
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Rahmen der genotypischen Charakterisierung der B. felis — Isolate gewonnen worden waren,
war es moglich, einen Bereich zu identifizieren, der innerhalb der B. felis — Isolate
konserviert war, sich jedoch von anderen Babesien und Theilerien durch Mutationen
unterscheidet. Die Sondenstruktur des Molecular Beacons wurde gewéhlt, da diese
Fluoreszenz-markierten Hybridisierungssonden iiber eine auBerordentlich grofle Spezifitét
verfligen und eine Fluoreszenz bei nur einer Fehlpaarung ausbleibt (Tyagi et al., 1996). Bei
der Konstruktion der Sonde und der Primer wurde insbesondere darauf geachtet, dass die
jeweiligen Basenabfolgen weder in Sequenzen anderer Piroplasmen, noch in Zecken-, Pilz-
oder Siuger-DNA vorkam. Zur Uberpriifung der Spezifitit von Sonde und Primern fiir B. felis
wurden sie mit der BLAST-Funktion der NCBI Genbank gegen alle verfligbaren Sequenzen
gepriift.

Nach Optimierung der PCR-Reaktionsbedingungen wurde die Leistungsfihigkeit des Tests
durch eine geblindete, extern kontrollierte Validierung tberpriift. Dabei erwies sich das
Nachweisverfahren mit einer Spezifitdt von 100 %, wie erhofft, als extrem spezifisch. Alle
Negativkontrollen, die aus Blut von gesunden ,,indoor* — Katzen aus Deutschland stammten
sowie die Blutproben, die andere Erreger beinhalteten, wurden in der PCR korrekt als negativ
erkannt. Bei den zugegebenen Erregern handelte es sich um Haemobartonella felis und
Hepatozoon canis sowie drei Babesienarten B. rodhaini, B. microti und B. canis.
Haemobartonella felis kommt oft als Koinfektion bei Katzen mit einer Babesieninfektion vor
(Jacobson et al., 2000, Schoeman et al., 2001). Hepatozoon sp. ist auch als Infektionserreger
bei der Katze bekannt (Baneth et al., 1998). B. rodhaini und B. microti wurden gewéhlt, da
die beiden Arten mit B. felis am engsten verwandten sind. Als ein Vertreter der ,,grofen*
Babesien wurde B. canis in die Untersuchung miteinbezogen. Alle diese Proben wurden
richtig als negativ diagnostiziert. Kreuzreaktionen mit diesen, z. T. auch nahe verwandten
Erregern konnten somit ausgeschlossen werden. Diese auBlerordentlich hohe Spezifitit der
entwickelten Real-time PCR wurde durch das Zusammenspiel einer extrem spezifischen
Sonde und B. felis - spezifischen Primern erreicht. Eine weitere Verifizierung der

amplifizierten Produkte ist bei diesem Test nicht notwendig.

Die bei der Validierung ermittelte Sensitivitdt von 75 % und die errechnete Nachweisgrenze
von 7 bis 77 Babesien/ul Blut blieben hinter den Erwartungen zuriick. Die verwendeten
Proben waren zum Zeitpunkt der Validierung allerdings schon etwa zwei Jahre alt und

mehrmals aufgetaut und wieder eingefroren, so dass die Qualitit der im Blut vorhandenen
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DNA wahrscheinlich beeintrachtigt war. Frisches Blutmaterial, das leider nicht zur Verfiigung
stand, hitte moglicherweise eine viel hdhere Sensitivitdt der Real-time PCR ergeben. Die hier
errechnete Sensitivitit der PCR lag damit in einer dhnlichen GroBenordnung wie beim
Babesiennachweis im Blutausstrich, fiir den eine Sensitivitit von 10 bis 100 Erreger/ul
angegeben wurde (Bose et al., 1995). Bei Bedarf konnte die entwickelte Real-time PCR
jedoch zu einer Nested-PCR mit einem zusdtzlichen duBleren Primerpaar umkonstruiert und

dadurch eine hohere Sensitivitit erreichen werden.

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Real-time PCR handelt es sich um den ersten
molekularbiologischen diagnostischen Test zum Nachweis von B. felis. Mit einer Spezifitdt
und einem positiven Vorhersagewert von jeweils 100 %, einer Sensitivitdt von 75 % und
einem negativen Vorhersagewert von 82,1 % sowie einer Nachweisgrenze von 7 bis 77
Babesien pro pl Blut bewies der Test seine Eignung fiir den spezifischen und sensitiven
Nachweis von B. felis. Im Vergleich zum direkten Erregernachweis im Blutausstrich, bei dem
eine Abgrenzung morphologisch dhnlicher Erreger von B. felis nicht moglich ist, erlaubt die
Real-time PCR eine Artdiagnose. AuBlerdem kann insbesondere bei Katzen mit sehr geringen
Parasitdmien bei chronischen und subklinischen Infektionen ein Babesienbefall aufgedeckt
werden, der im Blutausstrich eventuell unentdeckt bleibt. Fiir einen Einsatz und die direkte
Durchfiihrung in Tierarztpraxen, ist die entwickelte Real-time PCR wahrscheinlich nicht
geeignet, da der apparative Aufwand zu kostenintensiv wire. Der Einsatz des
Nachweisverfahrens in diagnostischen Labors ist allerdings durchaus denkbar. Das grof3te
Potential besitzt der Test aber sicherlich in der Forschung. So sind mit der entwickelten Real-
time PCR die Voraussetzungen filir weitere, dringend notwendige epidemiologische Studien
geschaffen. Als Beispiel sei hier nur die Suche nach der Vektorzeckenart genannt, die fiir
B. felis noch unbekannt ist. Bisher stand kein Verfahren zum eindeutigen Nachweis von
B. felis in Zecken zur Verfiigung, da morphologische Merkmale der Entwicklungsstadien in
den Zecken unbekannt sind. Durch seine hohe Spezifitit bietet sich der hier vorgestellte Test
fiir solche Studien an und erlaubt auch die Untersuchung groBer Probenzahlen ohne

erheblichen Arbeitsaufwand.
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3. Vergleich der angewandten Untersuchungsmethoden

Der Vergleich der Ergebnisse der in der Studie angewandten Nachweisverfahren
Blutausstrich, Real-time PCR und IFAT, ergab eine groBe Ubereinstimmung der
Testergebnisse. 91 % der mehr als 200 Proben wurde in allen drei Tests gleich beurteilt. Die
paarweisen Ubereinstimmungen zwischen den Tests variierten dabei zwischen 91 % und
96 %. Der tatsichliche Zustand beziiglich einer Babesieninfektion war bei den Katzen, die aus
den Patienten einer Tierklinik in Port Elizabeth rekrutiert waren, jedoch unbekannt. Die
Diagnose des Anteils Babesien-positiver Katzen war im Blutausstrich am niedrigsten, in der
PCR dazwischen liegend und im IFAT am hochsten. Bei 94,6 % der in der PCR als B. felis -
positiv befunden Katzenblutproben und bei 91,2 % der Proben, die im IFAT B. felis —
spezifische Antikorper aufwiesen, konnten auch im Blutausstrich Babesien nachgewiesen
werden. Die herkdmmliche und in Tierarztpraxen in Siidafrika gdngige Methode, Babesien
mittels gefarbtem Blutausstrich schnell und kostengiinstig nachzuweisen, stellte sich somit
durchaus als geeignet dar. Die Diagnosestellung anhand eines Blutausstriches erfordert
allerdings v. a. bei geringer Parasitimie ein sorgfiltiges Durchmustern der Ausstriche und
Erfahrung in Bezug auf die Morphologie der Parasiten, die von anderen Erregern, von
Farbeartfakten und Howell-Jolly-Bodies abgegrenzt werden miissen. Bei der Entscheidung fiir
oder gegen eine Therapie werden daher immer auch typische Symptome (hauptsdchlich
Anédmie und Depression), sowie das hdmatologische Gesamtbild (Anédmie, meist regenerativ)
v. a. in den endemischen Regionen, miteinbezogen. Wie schon erwéhnt, erlaubt der
Blutausstrich keine Artdiagnose, dies stellt in der tierdrztlichen Routinepraxis jedoch nicht
unbedingt einen Nachteil dar. Infektionen mit B. leo und dem artlich noch nicht festgelegten
Isolat K 68 wurden nur im Blutausstrich erkannt. Die entwickelte Real-time PCR stellt sich
im Vergleich zum Blutausstrich als eine sensitivere Methode zum Nachweis von B. felis dar.
Es konnten ndmlich zusétzlich 9 Katzen als mit B. felis infiziert ermittelt werden, alle 9
Isolate waren auch im IFAT positiv. Bei sehr geringen Parasitimien, die oft bei chronischen
oder subklinischen Infektionen vorkommen, werden die Parasiten im Ausstrich eventuell
iibersehen, sind in der PCR jedoch noch nachweisbar. Der Vergleich der Real-time PCR mit
der serologischen Nachweismethode, dem IFAT, der Antikorper gegen B. felis, aber nicht
gegen B. leo nachweist (Lopez-Rebollar et al.,1999, Penzhorn et al., 2001), ergab eine
Ubereinstimmung der Testergebnisse von 96,1 %. Zusitzlich zu den Ergebnissen in der
Real-time PCR konnten 8 weitere Katzen mit B. felis — spezifischen Antikdrpern

nachgewiesen werden. Da in 7 Fillen Babesien im Blutausstrich nicht nachgewiesen wurden
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(ein Ausstrich wurde nicht untersucht), ist hier eine sehr niedrige Parasitimie bei diesen
Tieren anzunehmen. Es kann sogar moglich sein, dass eine Infektion mit dem Erreger zum
Zeitpunkt der Untersuchung gar nicht mehr bestand und die nachgewiesenen Antikorper nur
beweisen, dass das untersuchte Tier irgendwann mit dem Erreger in Kontakt getreten ist.
Frische Infektionen, bei denen der IFAT negativ ausfiel, da noch keine spezifischen
Antikorper gebildet wurden, die Erreger dann aber direkt im Blutausstrich oder in der PCR

nachgewiesen wurden, wurden in der vorliegenden Studie nicht festgestellt.

4. Vorkommen feliner Babesiose in Port Elizabeth, Siidafrika

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Haufigkeit feliner Babesieninfektionen in einer
Region, die als Endemiegebiet in Siidafrika gilt, anhand zufillig aus dem Patientengut einer
Kleintierklinik ausgewéhlter Katzen zu untersuchen. Die, durch den Nachweis von Babesien
im Blutausstrich, ermittelte Pravalenz betrug 32,2 %. Die Ergebnisse in der PCR lagen mit
35,3 % sogar noch hoher. Die Untersuchungen auf spezifische Antikdrper im IFAT ergaben
eine Seropridvalenz von 39,3 % der untersuchen Katzen im Untersuchungsgebiet.
Babesieninfektionen waren bei Hauskatzen also sehr hdufig und stellten durchaus ein nicht zu

unterschitzendes Problem im Kiistengebiet Port Elizabeth dar.

Eine Geschlechts- oder Rassepridisposition flir eine nachweisbare Parasitdmie lie sich bei
den untersuchten Katzen anhand der Ergebnisse der Blutausstriche sowie der PCR nicht
erkennen. Dies stimmt mit Ergebnissen fritherer Untersuchungen iiberein (Jacobson et al.,
2000, Schoeman et al., 2001). Allerdings wiesen die Ergebnisse im IFAT einen signifikant
hoheren Anteil an minnlichen Tieren (41,4 %) mit nachgewiesenen B. felis — spezifischen
Antikdrpern auf, als der Anteil bei den untersuchten weiblichen Tieren (37,1 %). Inwieweit
diese Ergebnisse beziiglich einer Geschlechtspradisposition bei der Katzenbabesiose zu
werten ist, bleibt unklar. Das Alter der Katzen war mit dem direkten Nachweis von Babesien
im Blutausstrich oder in der PCR nicht korreliert. Beim Nachweis B. felis - spezifischer
Antikorper im IFAT dagegen reagierten liberdurchschnittlich mehr Katzen im Alter von iiber
2 Jahren serologisch positiv, als die Katzen mit 2 Jahren und jlinger. Dies konnte so
interpretiert werden, dass Katzen in endemischen Gebieten meist irgendwann, oft in jungen

Jahren, mit dem Erreger in Kontakt treten und lange persistierende Antikdrper ausbilden, so
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dass bei einem sehr hohen Prozentsatz der dlteren Katzen in einem Endemiegebiet B. felis —
spezifische Antikorper sich in hoheren Altersgruppen kumulieren. Die fehlende
Altersabhéngigkeit bei direktem Nachweis der Erreger konnte folglich bedeuten, dass sich bei
Tieren aller Altersgruppen eine im Blutausstrich oder mit der PCR nachweisbare Parasitdmie
neu ausbilden kann. Zumindest spricht sie gegen die Ausbildung lang andauernder steriler
Immunititen und auch gegen das Vorkommen von lang persistierenden Parasitimien,
zumindest bei iiberlebensfahigen Katzen. Die Ergebnisse hinsichtlich der Haltungsform der
Katzen zeigten in allen drei Untersuchungsmethoden, dass Freilduferkatzen, d.h. Katzen die
sich auch drauBen aufhalten, signifikant hdufiger infiziert sind. Bei keiner der reinen
Hauskatzen (,,indoor*) wurden Babesien im Ausstrich oder DNA von B. felis in der PCR bzw.
B. felis — spezifische Antikorper nachgewiesen. Die Ergebnisse untermauern die Vermutung,
dass die Ubertragung feliner Babesien, ebenso wie bei anderen Babesien, durch eine Zecke
und dabei eine Freilandart, erfolgt (Penzhorn et al., 1999). Der statistisch signifikant gehdufte
Nachweis von B. felis - DNA bzw. B. felis — spezifischer Antikdrper bei den untersuchten
Katzen, die aus dem Gebiet ,,Walmer* stammten, ldsst sich eventuell durch die eher buschige
Vegetation des Gebiets erkldren, die fiir potentiellen Zeckenvektoren giinstigere Biotope
darstellt. Der Anteil an Wohnsiedlungen und Stralen im Gebiet ,,Walmer* ist geringer als in

den iibrigen, in die Untersuchung miteinbezogenen Gebieten.

Sehr auffallend war, dass von der hohen Zahl an mit Babesien infizierten Katzen nur ein
geringer Teil auch klinisch erkrankt war. Bei den meisten Tieren stellte die Diagnose der
Babesiose einen Zufallsbefund dar. So zeigten nur 28,8 % (19/66) der im Blutausstrich, nur
25 % (18/72) der in der Real-time PCR als eindeutig Babesien-positiv diagnostizierten Katzen
und nur 22,2 % (18/81) der Katzen, bei denen B. felis — spezifische Antikorper nachgewiesen
worden waren, klinische Symptome, die mit der Babesiose in Verbindung gebracht werden
konnen. Der Anteil an subklinisch mit Babesien infizierten Katzen war so mit 71,2 % im
Blutausstrich bzw. 75 % in der PCR und 77,8 % im IFAT aullerordentlich hoch. Die
Ausprigungen des klinischen Bildes der Babesieninfektion deckten sich weitgehend mit
friiheren Beobachtungen, so stellten Anorexie, Lethargie, Depression und eine meist
regenerative Andmie die vorherrschenden Symptome dar. Fieber war nur in einzelnen Féllen
zu beobachten (Futter und Belonje, 1980, Jacobson et al., 2000, Schoeman et al., 2001).
Geschlecht und Rasse der infizierten Tiere waren nicht mit dem Aufireten klinischer
Erscheinungen korreliert, jedoch wurde eine signifikante Korrelation mit dem Alter der Tiere

ermittelt. Dabei wurde eine vermehrte Beobachtung klinischer Symptomatik bei Babesien-
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positiven Katzen der Altersgruppe von iiber 0,5 bis 2 Jahren festgestellt. Das Vorkommen
klinischer Babesiose bei v.a. jungen Katzen deckt sich mit fritheren Ergebnissen (Schoeman
et al., 2001) und unterstiitzt die Vermutung, dass Katzen in endemischen Gebieten in frithem
Alter mit dem Infektionserreger in Kontakt treten, mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit
erkranken und dann eine Immunitit gegen die Parasiten ausbilden. Spitere erneute
Infektionen sollten dann mehrheitlich durch einem subklinischem Verlauf geprigt sein
(Jacobson et al., 2000, Schoeman et al., 2001). Diese Vermutung wiirde auch den bei &lteren
Katzen niedrigeren Anteil an klinisch erkrankten Tieren und den gleichzeitig hoheren Anteil
an Katzen mit B. felis — spezifischen Antikdrpern erkldren. In den Altersgruppen tiber 7 bis 15
Jahre und tiber 15 Jahre wiesen alle Katzen der vorliegenden Studie subklinische Infektionen
auf. Gelegentlich wurde jedoch auch iiber das Auftreten von Krankheitserscheinungen bei
dlteren Katzen, die in Endemiegebieten lebten, berichtet. Dies wurde damit erklirt, dass die
frihe Immunitdtsentwicklung nie stattgefunden hat oder bestimmte Umstdnde, wie
beispielsweise andere Infektionen oder Erkrankungen zu einer Immunsuppression fiihrten, so
dass es zur Ausbildung einer klinischen Babesiose kam (Jacobson et al., 2000, Schoeman et
al., 2001). Das in der vorliegenden Studie gehdufte Auftreten der Katzen mit klinischer
Symptomatik bei den Tieren, die aus dem Gebiet ,,Kragga Kamma* stammen, ldsst sich
wahrscheinlich damit erkldren, dass die Kleintierklinik in diesem Gebiet liegt und so eine

Anhiufung der klinischen Félle bedingt, und nicht die tatsdchliche Situation reprisentiert.

Zusammenfassend zeigte die vorliegende Studie, dass Babesieninfektionen bei Hauskatzen im
untersuchten Gebiet Port Elizabeth in Siidafrika sehr haufig sind und die klinische Babesiose
v. a. bei jungen Katzen eine grofle Bedeutung besitzt. Der Grofteil der nachgewiesenen
Infektionen war durch einen subklinischen Verlauf geprigt. Die Babesiose bei Hauskatzen
stellte somit insgesamt eine subakut bis chronisch verlaufende Erkrankung dar, bei der eine
Rasse- oder Geschlechtspriposition nicht festgestellt wurde, wohl aber eine Haufung des
Aufiretens einer klinisch manifesten Babesiose bei Katzen zwischen 0,5 und 2 Jahren

erkennbar war.
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IV. ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zur Piroplasmose bei Hauskatzen in Siidafrika

In der vorliegenden Arbeit wurden Katzen in einem fiir Piroplasmen als endemisch geltenden
Gebiet in Stidafrika untersucht, um Informationen iiber das Spektrum beteiligter Arten zu
erhalten. Dort nachgewiesene Erreger wurden mit Hilfe molekularbiologischer Methoden
genotypisch charakterisiert. Dazu wurden zwei rDNA-Genabschnitte, die 18S-rDNA und die
Region der Internen Transkribierten Spacer (ITS) sequenziert und phylogenetischen Analysen
unterzogen. Basierend auf erhaltenen Sequenzinformationen wurde dann ein modernes und
sensitives Nachweisverfahren, eine Real-time PCR-Methode, zum spezifischen Nachweis von
B. felis entwickelt und validiert. 206 Blutproben von Katzen, die aus dem Endemiegebiet und
zwar aus dem Patientengut einer Kleintierklinik in Port Elizabeth stammten, wurden mit der
entwickelten Real-time PCR auf Infektionen mit B. felis untersucht und die Testergebnisse
mit Ergebnissen von Untersuchungen gefirbter Blutausstriche sowie eines indirekten

Fluoreszenzantikorpertests (IFAT) verglichen.

Die 18S-rDNA-Sequenzanalysen von 13 ausgewdhlten Isolaten und Vergleiche mit
verfligbaren Genbanksequenzendaten zeigten, dass mindestens zwei, moglicherweise sogar
drei Arten fiir Piroplasmeninfektionen bei den untersuchten Hauskatzen in Port Elizabeth
verantwortlich waren. Bei 11 der 13 Isolate wurde B. felis diagnostiziert. Bei einem Isolat,
K 8, wurde B. leo identifiziert, eine Piroplasmenart, die bereits bei Lowen beschrieben wurde.
Es handelte sich hier somit um den Erstnachweis einer natiirlichen Infektion mit B. leo bei
einer Hauskatze. Die Sequenz des 13. Isolats, K 68, konnte keiner bisher bekannten Art
zugeordnet werden, zeigte jedoch grofe phylogenetische Verwandtschaft zu den anderen
felinen Piroplasmen. Mit einer Identitdt von 98,3 % war sie der Sequenz von B. leo am
dhnlichsten und mit einer Sequenzidentitit von 97,8 % mit der Art B. felis etwas entfernter
verwandt. Im Vergleich mit 2 weiteren felinen Piroplasmen, den beiden artlich nicht
festgelegten Babesia sp. Caracal Strain A und B, wurden Identitdten von 96,8 % bzw. 96,7 %
ermittelt. In phylographischen Darstellungen trennte sich das Isolat K 68 deutlich von den
iibrigen felinen Piroplasmen ab. Diese Ergebnisse sprechen fiir einen eigenen Artstatus des
Isolats K 68. Eine artliche Abgrenzung zumindest von B. felis wird auch durch Ergebnisse

eines IFATs gestiitzt. Dabei zeigte das Isolat K 68 keine serologische Kreuzreaktivitit mit
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B. felis — Antigen. Im Blutausstrich waren keine morphologischen Unterschiede zu B. felis
oder B. leo feststellbar. In dendrographischen Darstellungen phylogenetischer
Verwandtschaftsbeziehungen ordneten sich alle in dieser Studie untersuchten felinen
Piroplasmen mit B. rodhaini, B. microti und T. annae in einer gemeinsamen Gruppe ein und

nicht in die Gruppe der “typischen” Babesien oder Theilerien.

Die ITS-rDNA-Sequenzanalyse der 13 ausgewéhlten Isolate ergab bei den 11 als B. felis
diagnostizierten Erregern eine Polymorphismusrate von 2,6 % und hohe paarweise Identitdten
zwischen 98,6 % und 99,9 %. Das als B. leo diagnostizierte Isolat K 8 und das Isolat K 68
zeigten im Vergleich mit B. felis, Identititen von lediglich 77,0 % bzw. 76,0 %.
Untereinander wiesen die Isolate K 8 und K 68 eine Identitit von 87,8 % auf. In einer
denrographischen Darstellung grenzten sich die beiden Isolate K 8 und K 68 deutlich
voneinander und von den 11 B. felis — Isolaten ab. Dies stiitzt die Auffassung von 3
getrennten Arten. Fiir ein Isolat, K 60, wurde aulerdem die Intra-Isolat-Variabilitit genauer
untersucht. Dabei wurden 7 verschiedene Genotypen festgestellt, wobei fiir 6 Genotypen eine
hohe Ahnlichkeit mit B. felis und Sequenzidentititen zwischen 97,2 % und 99,6 % ermittelt
wurden. Die Sequenz des Genotyps 7, Klon K 60 E.2, unterschied sich jedoch deutlich von
den anderen Genotypen. Sie war nur zu 76,9 % mit B. felis identisch und lieB sich keiner
bisher bekannten Art zuordnen. Im Dendrogramm gruppierte sich der Klon K 60 E.2 eher zu

B. leo und zu K 68 als zu den B. felis — Isolaten.

Basierend auf den Sequenzdaten der ITS-rDNA, wurde eine Real-time-PCR — Methode, zum
Nachweis von B. felis entwickelt. Sie erwies sich als sensitiv und sehr spezifisch. Eine
geblindete, extern kontrollierte Validierung ergab eine Spezifitit von 100 % und eine
Sensitivitdit von 75 %. Der positive Vorhersagewert lag bei 100 % und der negative
Vorhersagewert bei 82,1 %. Es wurde eine Nachweisgrenze zwischen 7 und 77 Babesien/pl
Blut ermittelt. Mit dieser Real-time PCR steht somit ein modernes, sensitives und sehr

spezifisches Nachweisverfahren zur Detektion von B. felis zur Verfliigung.

Bei der Untersuchung von 206 Katzenblutproben aus dem Patientengut einer Kleintierklinik
in Port Elizabeth wurden die Ergebnisse von Real-time PCR, Untersuchung gefarbter
Blutausstrichen und IFAT verglichen. Dabei ergab sich eine Ubereinstimmung der Ergebnisse
des Blutausstriches und der Real-time PCR von 94,6 % (192/203). Beim Vergleich
Blutausstrich und IFAT wurden in 91,2 % (187/205) der Félle iibereinstimmende Ergebnisse
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ermittelt. Bei Betrachtung der PCR- und IFAT-Testergebnissen stimmten 96,1 % (196/204)
der Befunde iiberein. Die beiden Isolate, K 8 und K 68, bei denen im Ausstrich Babesien
nachgewiesen worden waren und bei denen in der 18S-rDNA-Sequenzanalyse zur
Artdiagnose nicht B. felis, sondern B. leo und eine verwandte Art diagnostiziert worden war,
reagierten sowohl in der PCR, als auch im IFAT negativ. Fiir 9 im Ausstrich negative Isolate
wurde in der PCR ein positives Ergebnis ermittelt. Die 9 Isolate reagierten auch im IFAT
positiv. Alle in der PCR positiv beurteilten Proben waren auch im IFAT positiv. Bei den 8
zwar im IFAT positiv, aber in der PCR negativ bewerteten Ansdtze wurden in 7 Féllen im
Blutausstrich Babesien nicht nachgewiesen, fiir eine Katze wurde der Blutausstrich nicht

untersucht.

Bei einem hohen Anteil der untersuchten Katzen wurden Infektionen mit Piroplasmen
diagnostiziert. Die Befallsrate mit Babesien lag nach Ergebnissen des gefirbten
Blutausstriches bei 32,2 % (66/205). In der Real-time PCR wurde bei 35,3 % (72/204) der
Katzen DNA von B. felis nachgewiesen. Der Nachweis B. felis —spezifischer Antikdrper im
IFAT gelang bei 39,3 % (81/206) der untersuchten Katzen. Eine Rassepridisposition wurde
nicht festgestellt. Aus den Ergebnissen von Blutausstrich und PCR lie sich ein Einfluss von
Geschlecht oder Alter auf das Vorliegen einer Babesieninfektion nicht ableiten. B. felis —
spezifische Antikorper im IFAT wurden jedoch hédufiger bei médnnlichen als bei weiblichen
Tieren und bei einem hoheren Anteil der Katzen in allen Altersgruppen iiber 2 Jahren
nachgewiesen. Katzen mit Freilauf waren signifikant hdufiger infiziert. In der PCR und im
IFAT wurden bei einem iiberdurchschnittlich groen Anteil der Katzen, die aus dem Gebiet

,»Walmer* stammten, DNA bzw. Antikorper von B. felis nachgewiesen.

Eine klinisch manifeste Babesiose wurde bei 28,8 % (19/66) der Katzen mit positivem
Blutausstrich, bei 25 % (18/72) der Katzen, bei denen in der PCR DNA von B. felis
nachgewiesen worden war und bei 22,2 % (18/81) der Tiere mit positivem IFAT
diagnostiziert. Der Anteil an latent infizierten Katzen war somit mit 71,2 %, 75 % bzw. 77,8
% sehr hoch. Eine Rasse- oder Geschlechtspréadisposition lieB sich bei den klinisch erkrankten
Tieren nicht erkennen. Jedoch ist anzunehmen, dass ein Zusammenhang zwischen dem Alter
der Katze und der Auspriagung klinischer Erscheinungen besteht. So war der Anteil an
klinisch erkrankten Katzen in der Altersgruppe iiber 0,5 bis 2 Jahren iiberdurchschnittlich
hoch.
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V. SUMMARY

Investigations on piroplasmosis in domestic cats in South Africa

Domestic cats originating from an area in South Africa known to be endemic for babesiosis
were included in an investigation on feline piroplasmosis. In order to receive some
information about the range of species involved, molecular biological methods were used to
characterize the causal agents genotypically. Two segments of the rDNA gene, the regions of
the 18S and of the first and second internal transcribed spacers (ITS) were sequenced and
phylogenetic analyses were performed. Based on these sequence data a modern and sensitive
diagnostic test for a specific detection of B. felis, a real-time PCR, was developed and
validated. Using this test, 206 blood samples of cats belonging to the patients of a small
animal surgery in Port Elizabeth were screened for infections with B. felis and the test results
were compared with results of examinations of stained blood smears and an indirect

immunofluorescent antibody test (IFAT).

Sequence analysis of the 18S rDNA and comparison with available sequence data from the
Genbank NCBI demonstrated that at least 2, possibly 3 species are responsible for piroplasm
infections in domestic cats in Port Elizabeth. The species B. felis was diagnosed in 11 of the
13 isolates. In one isolate, K 8, the parasites were identified as B. leo, a piroplasm species
which had been documented to occur in lions before. This represents the first detection of
B. leo in a naturally infected domestic cat. The sequence of the isolate K 68 could not be
assigned to any known species, but it was closely related to the other feline piroplasms. The
genetic relationship was slightly closer to B. leo with an identity of 98,3 % than to B. felis
where an identity of 97,8 % was found. Compared to two other feline piroplasms isolated
from a caracal, Babesia sp. Caracal Strain A and B, the isolate K 68 shared identities of
96,8 % and 96,7 % respectively. Phylogenetic trees clearly separated the isolate K 68 from the
other feline piroplasms indicating a separate species status. Furthermore the results of the
IFAT support a separation at least from B. felis. The isolate did not show any cross reactions
with B. felis antigen. However, the parasites could not be differentiated from B. felis or B. leo
in stained blood smears. In phylogenetic analyses including several Babesia and Theileria

species all the feline piroplasm species of the present study were grouped together with
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B. rodhaini, B. microti and T. annae and seperated from the group of the “typical” babesia and

the classical theileria.

When sequence analyses of the ITS rDNA of the 13 selected isolates were performed, the 11
isolates diagnosed as B. felis showed a polymorphism rate of 2,6 % and high pairwise
identities between 98,6 % and 99,9 %. The sequences of the isolate K 8, already identified as
B. leo, and of the isolate K 68 were less homologous with identities of 77,0 % and 76,0 %
respectively compared with B. felis. In the phylogenetic tree the isolates K 8 and K 68 were
clearly separated from each other and from the B. felis — isolates. This supports the existence
of three distinct species. For one isolate, the isolate K 60, the intraisolate variation was
determined in more detail. 7 different genotypes were found. 6 of them were very similar to
B. felis and showed sequence identities between 97,2 % and 99,6 %. The sequence of the
genotype 7, clone K 60 E.2, clearly differed from the other genotypes. With an identity of
76,9 % to B. felis the sequence could not be assigned to any hitherto described species. In
phylogenetic analyses this clone K 60 E.2 was more closely related to B. leo and K 68 than to
the B. felis isolates.

Based on the sequence data of the ITS rDNA, a real-time PCR method was developed for the
specific detection of B. felis. This test was proven to be sensitive and very specific in a
blinded, externally controlled evaluation. The specifity was shown to be 100 %. The
sensitivity of the test was 75 %. The positive prediction value reached 100 % and the negative
prediction value was 82,1 %. A detection limit of 7 to 77 parasites/pl blood was determined.
With this real-time PCR a modern, sensitive and highly specific method for the detection of

B. felis is now available.

The performance of the real-time PCR were compared with those of stained blood smears and
the IFAT by investigating 206 blood samples of domestic cats of a small animal surgery in
Port Elizabeth.When the results of the blood smears were compared with the results of the
real-time PCR an agreement was found in 94,6 % (192/203) of the results. Identical results of
the blood smears and IFAT were demonstrated in 91,2 % (187/205) of the cases. The results
of the PCR and the IFAT corresponded in 96,1 % (196/204) of the investigations. The isolates
K 8 and K 68, which had been diagnosed as B. /eo and a closely related species by 18S rDNA
sequence analyses and which had revealed babesia in stained blood smears, showed a

negative test result in the PCR as well as in the IFAT. 9 isolates that were found to be babesia
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negative in blood smears gave positive results in the PCR as well as in the IFAT. 8 isolates
were positive in the IFAT but negative in the PCR. 7 out of these isolates were also proven
negative in the blood smears whereas in the remainig one case the blood smear was not

examined.

Infections with piroplasms were diagnosed in a high portion of the cats examined. The
prevalence of babesia determined by stained blood smear was 32,2 % (66/205). DNA of
B. felis was detected in 35,3 % (72/204) of the cats by real-time PCR. B. felis specific
antibodies were found in 39,3 % (81/206) of the examined cats in the IFAT. No specific breed
predilection was evident. The results of blood smears and PCR did not correlate with the sex
or age of the cats. However B. felis specific antibodies were detected more frequently in male
than in female animals and in a higher portion of the cats older than 2 years. Concerning the
housing conditions, significantly more “indoor/outdoor” cats were affected. DNA of B. felis
and specific antibodies were found in a portion above average of the cats coming from the

“Walmer” area.

Typical clinical signs attributed to feline babesiosis were observed in 28,8 % (19/66) of the
cats showing babesia in the blood smear, in 25 % (18/72) of the cats with DNA of B. felis
detected by PCR and in 22,2 % (18/81) of the cats that showed a positive test result in the
IFAT. The part of latently infected was thus very high. No specific breed or sex predilection
for clinical affection was evident. However a correlation of the age of the cats with the
manifestation of a clinical babesiosis is assumed. In the age group between 0,5 and 2 years the

percentage of infected cats showing clinical signs was above average.
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VII. Abkiirzungen

VII. ABKURZUNGEN

A Adenin

APS Ammoniumpersulfat

BamHI Bacillus amyloliquefaciens H

bp Nukleinsdurebasenpaar

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

Ci Curie

Dabcyl Dimethylaminophenylbenzoesdure
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure

rDNA ribosomale Desoxyribonukleinsdure
DTT Dithiothreitol

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

EcoRI Escherichia coli RY13

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

FAM Carboxyfluoreszein

FeLV Felines Leukdmievirus (feline leukemia virus)
FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FIV Felines Immunschwiéchevirus (feline immunodeficiency virus)
G Guanin

IFAT indirekter Immunfluoreszenzantikdrpertest
IgG Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-B3-D-Thiogalactopyranosid
ITS Interner transkribierter Spacer

kb Kilobasen

kv Kilovolt

LB Luria Bertani

mA Milliampere

M molar

mM millimolar

ng Nanogramm
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VII. Abkiirzungen

PBS
PCR

RNA
SDS

Tabl.
TAE
Taq
TBE

TE
TEMED

Tris

uv

Xbal

X-QGal
Xhol

Nanometer

Mikrofarad

Mikroliter

mikromolar

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (phosphat buffered saline)
Polymerasekettenreaktion

Umdrehungen/min

Ribonukleinséure

Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfate)
Thymin

Schmelzpunkt

Tablette

Tris-Acetat/EDTA

Thermus aquaticus
Tis/Borsdaure/EDTA-Puffer

Tris/EDTA

Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Unit, Einheit

Ultraviolett

Volt

Chi

Xanthomonas badrii
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Galactopyranosid

Xanthomonas holcicola
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VIII. Anhang

VIII. Anhang A

Multiple Alignment der 18S rDNA (ca. 1,6 kb) von 13 B. felis — Isolaten, B. leo (K 8) und
K 68 sowie den Genbanksequenzen von B. felis (AF244912) und B. leo (AF244911);

(+ konservierte Positionen, - Ausrichtungsliicke, N Leseliicke, polymorphe Bereiche grau

unterlegt)

K 1B GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGECTCATTAAAACAGT TATAGCTTATTTGATGI T 59
K19 B GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 59
K 54 B GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 59
K 60 B GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 59
K79 B GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 59
K 96 B ININININININININININININININININININININININININININININININININININININININNININNININININNNINNINNNNNNNNT T 2
K97 B GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 59
K120 B GCTTTTATACAGCGC- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 59
K172 B GCTTTTATACAGCGT- TACTGCGAATGECTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 59
K176 B GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 59
K197 B GCTTTTATACAGCGCCAACTGCGAATGECTCATTAAAACAGT TATAGI TTATTTGATGI T 60

B.felis! GCTTTTATACAGOGA- AACTGCGAATGGCTCATTAAAACAGTTATAGTTTATTTGATGTT 59

K 8B GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGTTTATTTGATGIT 59
GCTTTTATACAGCGA- AACTGCGAATGCCTCATTAAAACAGT TATAGTTTATTTGATGIT 59
K 68 B ININININININININININININININININININININININININININININININININININININNININININININININININININNININNINNNNNNN

K 1B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K19 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K 54 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGECCTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K 60 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K79 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K 96 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGECCTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 62
K97 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K120 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGECCTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K172 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K176 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119
K197 B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCCTTCGAAGCECTTCEEC 120

B.felis CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCTTCGAAGCECTTCEEC 119

K 8B CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCT- CGAGECECTTCEEC 118
B.leo CGTTTTACATGGATAACCGT GGTAATTCTAGEECTAATACATGCT- CGAGECECTTCEEC 118
K 68 B ININININININININININININININININININININININININININININININININININININNININININININININININININNININNINNNNNNN

K 1B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K19 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K 54 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K 60 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K79 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K 96 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 122
K97 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K120 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K172 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K176 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179
K197 B GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 180

B.felis GITGCGT TTATTAGACT TAAACCAACCCTTCGEGTACCTTGGTGATTCATAATAAATTAG 179

K 8B GCGEECGT TTATTAGACT TAAACCAACCCCTTTGEGTAACCGGTGATTCATAATAAATCAG 178
B.l eo GCGEECGT TTATTAGACT TAAACCAACCCCTTTGEGTAACCGGTGATTCATAATAAATCAG 178
K 68 B ININININININININININININININININININININININININININININININININININININNININININININININININININNININNINNNNNNN
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VIII. Anhang

CGAATCGCATGECAT TGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239
CGAATCGCATGECAT TGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 240
B.felis CGAATCGCATGECAT TGCCCECGATGTATCATTCAAGTI TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239

K 8B CGAATCGCCATGECTTTGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 238
B.leo CGAATCGCCATGECTTTGCCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 238
K 68 B ININININININININININININININININININININININININININININININININININININNININININININININININININNININNINNNNNNN

K 1B CGAATCGCATGECAT TGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239
K19 B CGAATCGCATGECATTGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239
K 54 B CGAATCGCATGECAT TGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239
K 60 B CGAATCGCATGECAT TGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239
K79 B CGAATCGCATGECAT TCGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239
K 96 B CGAATCGCATGECATTGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 182
K97 B CGAATCGCATGECATTCGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239
K120 B CGAATCGCATGECAT TGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239
K172 B CGAATCGCATGECAT TGCCCECGATGTATCATTCAAGT TTCTGACCTATCAGCTTTGGAC 239

B

B

K 1B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEAATTCCGG - 299
K19 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACCGACCEGT GACCEEGAATTGEEGT TCAATTCCGG . 299
K 54 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEAATTCCGG - 299
K 60 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACAACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEAATTCCGG 299
K79 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEAATTCCGG . 299
K 96 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEGATTCCGG 242
K97 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGTGACCEE AATTCGEEGTTCEGATTCCGG 298
K120 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCERATTCCGG - 299
K172 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEAATTCCGG . 299
K176 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEGATTCCGG - 299
K197 B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACCGACGEGT GACCEEGAATTGEGGT TCEATTCCGG 300

B.felis GGTAGGGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEGATTCCGG - 299

K 8B GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTCEEGT TCEGATTCCGG 298
B.leo GGTAGGEGTAT TGECCTACCCEEECGACGACCEGT GACCEEGAATTGEEGT TCEGATTCCGG . 298
K 68 B INININININININININININININININININININININININININININININININININININININININININININININININININNININNINNNNNNN

K 1B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359
K19 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359
K 54 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359
K 60 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359
K79 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359
K 96 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 302
K97 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 358
K120 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359
K172 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359
K176 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359
K197 B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGECAGCAGECECGCAAATTACCC 360

B.felis AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 359

K 8B AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECGECGCAAATTACCC 358
B.leo AGAGGCGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGECAGCAGECGECGCAAATTACCC 358
K 68 B NNNGGGAGCCT GAGAAACGGECTACCACAT CTAAGGAAGGCAGCAGECECGCAAATTACCC 57

hkhkhkkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhdhhhhdhdddhhddhrddrrdrxd*x
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K 1B AATCCTGACACAGGGAGGT AGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 419
K19 B AATCCTGACACAGGGAGGT AGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 419
K 54 B AATCCTGACACAGGGAGGT AGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 419
K 60 B AATCCTGACACAGGGAGGT AGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 419
K79 B AATCCTGACACAGGGAGGTAGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 419
K 96 B AATCCTGACACAGGGAGGTAGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 362
K97 B AATCCTGACACAGGGAGGT AGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 418
K120 B AATCCTGACACAGCGAGGT AGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 419
K172 B AATCCTGACACAGGGAGGTAGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 419
K176 B AATCCTGACACAGCGAGGT AGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 419
K197 B AATCCT GACACAGGGAGGTAGT GACAAGAAATAACAATACAGECCTTATAGICTTGTAAT - 420
B.felis AATCCTGACACAGGGAGGTAGT GACAAGAAATAACAATACAGECCTTATAGICTTGTAAT - 419

K 8B AATCCTGACACAGCGAGGTAGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTTATAGICTTGTAAT - 418
B.leo AATCCTGACACAGCGAGGTAGT GACAAGAAATAACAATACAGECCTTATAGICTTGTAAT 418
K 68 B AATCCTGACACAGCGAGGTAGT GACAAGAAATAACAATACAGEECTCATAGICTTGTAAT - 117

hkhkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhhhhhhdx *dkhkhddhkrrdrx%*

K 1B TGGAATGATGGCGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAAT TGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA 479
K19 B TGGAATGATGGCGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAAT TGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA 479
K 54 B TGGAATGATGGCGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA - 479
K 60 B TGGAATGATGGCGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAAT TGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA - 479
K79 B TGGAATGATGGEGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA 479
K 96 B TGGAATGATGGCGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA 422
K97 B TGGAATGATGGCGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA 478
K120 B TGGAATGATGGEGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA - 479
K172 B TGGAATGATGGCGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA 479
K176 B TGGAATGATGGEGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAAT TGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA 479
K197 B TGGAATGATGCGEGACCTAAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA 480
B.felis TGGAATGATGGCGEGACCT AAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA 479

K 8B TGGAATGATGGCGAAT CTAAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA 478
B.leo TGGAATGATGGCGAATCTAAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA 478
K 68 B TGGAATGATGGCGAATCTAAACCCT TCCCAGAGTATCAATTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCA - 177

khkkhkkhkhkhkhkhkk * khkhkhkhhhkhhhkhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhhhkhdhkhdhkhhhkrrhkrkd*

K 1B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539
K19 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGT TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539
K 54 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539
K 60 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539
K79 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539
K 96 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 482
K97 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAACGTATATTAAAGI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 538
K120 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539
K172 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539
K176 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539
K197 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGT TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 540
B.felis GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 539

K 8B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGT TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 538
B.leo GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 538
K 68 B GCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGI TGTTGCAGT TAAGAAGCTC 237

hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhhhhkhhhkhhd *dhhhdhkhhdhhhdhhhdhdhkhddhkhddhkrddhrrdrxd*x
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VIII. Anhang
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GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTTGCCTTTGGTI TTCECTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGT TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGTI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCCCCTTTGGI TTCACTTTTATGCGI TTTCCGACTGECTTGEC

GTAGT TGAATTTCTGCCTTGTCTTTGGACTCGCTTCCAAGCGT TTTCCATTCGACTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTTGTCTTTGGACTCGCTTCCAAGCGT TTTCCATTCGACTTGEC
GTAGT TGAATTTCTGCCTCGTCTTTGGACTCGCTTCCAAGCGT TTTCCATTCGACTTGEC

khkkkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkk * *kkhkhk*k *kkkk*k * kkhkkkkhkkkkhk * kkhkkkk*x

ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGTITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATATTTCTGATTTGIGITGCTTCEECTTCTCTTTTCCAGT TTTTACTTTGAGAAAACTA
ATCTTTCTGGATCT- TGTTGCTT- - GCACGCTTTTTCCAGI TTTTTACTTTGAGAAAACTA
ATCTTTCTGGATCT- TGTTGCTT- - GCAGCTTTTTCCAGI TTTTTACTTTGAGAAAACTA

ATTTTTCTGGATTT- TGTTGCTTCGECAGCCTTTTCCAGI TTTTTACTTTGAGAAAACTA

kk khkkkhkkkhkk * *kkkhkkkkkx * % * *k*k ok khkkkhkhkkhkkhkhkkhkhrhkhkkhkr*x

GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTTGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT

GAGTIGTTTCAAACAGGECCATTCGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGGECCAT TCGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT
GAGTIGTTTCAAACAGECCTTTCGCCTTGAATACTACAGCATGGAATAATAAAGT AGGACT

hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhdh *%k *hkhhhkhhdhhhdhhhdhhhdhdhdhdhkhddhhdhrrdrrhkrxd*k
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VIII. Anhang

K 1B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEECA 779
K19 B TTGGTTCTATTTTGTCGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEGCA 779
K 54 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEGCA 779
K 60 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEGCA 779
K79 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGGTGEEEECA 779
K 96 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEGCA 722
K97 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEGCA 778
K120 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEGCA 779
K172 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEECA 779
K176 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEECA 779
K197 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEECA 780
B.felis TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEGCA 779
K 8B TTGGTTCTATTTTGI TGGT TTTCGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEEECA 775
B.leo TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTCGAACCATAGTAATGCGT TAATAGGAGCAGT TGEGEECA 775
K 68 B TTGGTTCTATTTTGT TGGT TTTTGAACCATAGTAATGGT TAATAGGAGCAGT TGEGEGCA 476

hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhdk *hkhhhk dhhhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhkhdhkhddhk, *,krkkhkrkk*

K 1B TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 839
K19 B TTCGTATTTAACTGT CAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 839
K 54 B TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 839
K 60 B TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 839
K79 B TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 839
K 96 B TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 782
K97 B TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 838
K120 B TTCGTATTTAACTGT CAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 839
K172 B TTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAA- TTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 838
K176 B TTCGTATTTAACTGT CAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 839
K197 B TTCGTATTTAACTGT CAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 840

B.felis TTCGTATTTAACTGT CAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 839

K 8B TTCGTATTTAACTGT CAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 835
B.l eo TTCGTATTTAACTGT CAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 835
K 68 B TTCGTATTTAACTGTCACAGGTGAAATTCTTAGATTTGT TAAAGACGAACTACTGCGAAA 536

khkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhdx *hhhkhhdhkh dhhkhhhhkhhhhhdhhhhdhkhdhkhdhkhhhkrrhkrxd*

K 1B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 899
K19 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 899
K 54 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 899
K 60 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 899
K79 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGGATCGAAGACGATCA 899
K 96 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 842
K97 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 898
K120 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 899
K172 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 898
K176 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGEGATCGAAGACGATCA 899
K197 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGGATCGAAGACGATCA 900

B.felis GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGGATCGAAGACGATCA 899

K 8B GCATTTGCCAAGGATGITT- CATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGGATCGAAGACGATCA 894
B.l eo GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCAAGAACGAAAGT TAGGGGATCGAAGACGATCA 895
K 68 B GCATTTGCCAAGGATGI TTTCATTAATCNAGAACGAAAGTNAGGGEGATCGAAGACGATCA 596

hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkh dhkhhhkhhdhk d,khkhhkhhhkhhdhk*x *hkhkhdhkhhhkhhhkhrhkhkkk
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VIII. Anhang

K 1B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 959
K19 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 959
K 54 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 959
K 60 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 959
K79 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 959
K 96 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 902
K97 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 958
K120 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 959
K172 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 958
K176 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 959
K197 B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 960

B.felis GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 959

K 8B GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 954
B.leo GATACCGT CGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGI TTA 955
K 68 B GATACCGTNNNNNNCCTAACCATAAATTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCAGITTA 656

kkkkhkkk*x khkhkkhkhkhkhkhhkh *hkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhkhdhkhdhkrrhkrkkkr*x

K 1B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGT CTTTGEGT TCTGEEEEEGAGTATGG 1019
K19 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1018
K 54 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1018
K 60 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1018
K79 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1018
K 96 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 961
K97 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGT CTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1017
K120 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1018
K172 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1017
K176 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGT CTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1018
K197 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGT CTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1019

B.felis TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1018

K 8B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGT CTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1013
B.leo TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGT CTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 1014
K 68 B TACGACTCCTTCAGCACCT TGAGAGAAATCAAAGTCTTTGEGT TCTGEEEEE AGTATGG 715

hkhkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhhhkhddhhddhr*x **xdkrx%*

K 1B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1079
K19 B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1078
K 54 B TCGCAAGTCTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1078
K 60 B TCGCAAGTCTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1078
K79 B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1078
K 96 B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1021
K97 B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1077
K120 B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1078
K172 B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1077
K176 B TCGCAAGTCTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1078
K197 B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1079

B.felis TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1078

K 8B TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECGG 1073
B.l eo TCGCAAGT CTGAAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECEG 1074
K 68 B TCGCAAGT CTGGAACT TAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCAGECGT GGAGCCTECEG - 775

hkhkhkkhkhkhkhkhk *hhkhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhdhhhdhhhhhhkhddhkhddhkrddhkrrdkrxd*
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VIII. Anhang

K 1B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1139
K19 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1138
K 54 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1138
K 60 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1138
K79 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1138
K 96 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1081
K97 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1137
K120 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1138
K172 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1137
K176 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1138
K197 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1139

B.felis CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1138

K 8B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1133
B.leo CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGT CCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 1134
K 68 B CTTAATTTGACT CAACACGEGAAACCT CACCAGGTCCAGACATAGAGATGATTGACAGAT 835

hkhkhkkhkhkhhhkhhhhhhkhhhkhhhhhhhhhhhdhhhhhhdhhhdhhhhdhkhddhkhddhkrddhrrdrxd*

K 1B TGATAGCCTCTTTCTTGATTCTATGCEGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1199
K19 B TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1198
K 54 B TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1198
K 60 B TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1198
K79 B TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1198
K 96 B TGATAGCCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1141
K97 B TGATAGCCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1197
K120 B TGATAGCCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1198
K172 B TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1197
K176 B TGATAGCCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1198
K197 B TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1199

B.felis TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1198

K 8B TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCGGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1193
B.leo TGATAGCCTCTTTCTTGATTCTATGCEGT GGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 1194
K 68 B TGATAGCTCTTTCTTGATTCTATGCEGTGGTGGTGCATGECCGTI TCTTAGI TGGTGGAGTG 895

khkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhhhkhdhdddhrddrrdrxd*

K 1B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTIGA 1259
K19 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTIGA 1258
K 54 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGIGA 1258
K 60 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTIGA 1258
K79 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTIGA 1258
K 96 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTGA 1201
K97 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCAGCCTAAATTAGGATATGTGA 1257
K120 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTGA 1258
K172 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGT A 1257
K176 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCTAAATTAGGATATGTGA 1258
K197 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTGA 1259

B.felis ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTGA 1258

K 8B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCTAAATTAGGATACGAGA 1253
B.leo ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCTAAATTAGGATACGARA 1254
K 68 B ATTTGICTGGT TAATTCCGT TAACGAACGAGACCTTAACCTGCCTAAATTAGGATATGTGA 955

hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhhhhkhhhkhhdhhhhhhdhhhdhhhdhhhdhdx *dkk dxdhkd*xdhkr*xdx*x*x * %%
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CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1318
CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1319
B.felis CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1318

K 8B TAAGCCCTGCTGTCTCGT TATCGCT TCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGCGA 1313
B.leo TAAGCCCTGCTGTCTCGT TATCGCTTCT TAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1314
K 68 B CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1015

* k*k hkhkhkkhkhkhkk *hkhhhkhhhkhhhhhhhhdhhhhhhdhhhdhdhhddhkhdhrrdhrrhkrx*k

K 1B CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1319
K19 B CACCCTTTGCTGICTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1318
K 54 B CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1318
K 60 B CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1318
K79 B CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1318
K 96 B CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1261
K97 B CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1317
K120 B CACCCTTTGCTGICTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1318
K172 B CACCCTTTGCTGTCTCATTATCGCTTCTTAGAGGGACT TTGCGT TCATAAAACGCAAGGA 1317

B

B

K 1B AGT GTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGGEECTGCACGCECECTAC 1379
K19 B AGT GTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGEECTGCACGCECECTAC 1378
K 54 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGT CCTGGEECTGCACGCCECECTAC 1378
K 60 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGT CCTGEECTGCACGCECECTAC 1378
K79 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGEECTGCACGCECECTAC 1378
K 96 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGGEGECTGCACGCECECTAC 1321
K97 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGEECTGCACGCCECECTAC 1377
K120 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGEECTGCACGCECECTAC 1378
K172 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGEECTGCACGCCECECTAC 1377
K176 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGGEECTGCACGCECECTAC 1378
K197 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGEECTGCACGCECECTAC 1379

B.felis AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGGEECTGCACGCCECECTAC 1378

K 8B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGGEECTGCACGCECECTAC 1373
B.leo AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGEECTGCACGCECECTAC 1374
K 68 B AGTGTAAGGCAATAACAGGT CTGTGATGCCCT TAGATGI CCTGGEECTGCACGCECECTAC 1075

khkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhhhkhdhdddhrddrrdrxd*

K 1B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1439
K19 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1438
K 54 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1438
K 60 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1438
K79 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1438
K 96 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1381
K97 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1437
K120 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1438
K172 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1437
K176 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1438
K197 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1439

B.felis ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1438

K 8B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1433
B.leo ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCTTGECCCGAAGGT CCGGGTAATCTTACAGTATGCAT 1434
K 68 B ACTGATGCATTCAACGAGT TTTCCT TGECCCGAAGGT CCGEGTAATCTTACAGTATGCAT 1135

hkhkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhdhhhdhhhhhhdddhhddhkrddrrdrxd*x
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VIII. Anhang

CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1498
CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1499
B.felis CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTATTAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1498

K 8B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTATTAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGECECG 1493
B.leo CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTATTAATCT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGECAECG 1494
K 68 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTATTAATCT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGECACG 1195

hkhkhkkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhdhhhhdhkhddhkhddhkrddkrxdx*x %%

K 1B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1499
K19 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1498
K 54 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1498
K 60 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1498
K79 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1498
K 96 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTATTAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1441
K97 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1497
K120 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTATTAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1498
K172 B CGTGATGGECGATAGATTATTGCAATTAT TAAT CT TGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCACG 1497

B

B

K 1B AGTCATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCECTCCTAC 1559
K19 B AGTCATCAGCTCGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1558
K 54 B AGTCATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1558
K 60 B AGTCATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1558
K79 B AGTCATCAGCTCGTGCCGACTACGT CCCTGCCCT TTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1558
K 96 B AGTCATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1501
K97 B AGTCATCAGCTCGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCECTCCTAC 1557
K120 B AGTCATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1558
K172 B AGTCATCAGCTCGTGCCGACTACGT CCCTGCCCT TTGTACACACCGECCCGTCECTCCTAC 1557
K176 B AGTCATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1558
K197 B AGTCATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCT TTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1559

B.felis AGTCATCAGCTCGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCGCTCCTAC 1558

K 8B AGTCATCAGCTCGTGCCGACTACGT CCCTGCCCTTTGTACACACCGECCCGTCECTCCTAC 1553
B.leo AGTCATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCT TTGTACACACCGECCCGTCECTCCTAC 1554
K 68 B AGT CATCAGCT CGTGCCGACTACGT CCCTGCCCT TTGTACACACCGECCCGTCECTCCTAC 1255

khkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhhhkhdhdddhrddrrdrxd*

K 1B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCCGACTGAGAAACTTAG 1601
K19 B CGATCGAGTGATCCGGTGAATTATTCGGACTGAGAAACTTAG 1600
K 54 B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCGGACTGAGAAACTTAG 1600
K 60 B CGATCGAGTGATCCGGTGAATTATTCGGACTGAGAAACTTAG 1600
K79 B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCGGACTGAGAAACTTAG 1600
K 96 B CGATCGAGT GATCCGGT GAATTATTCCCGATGAGAAACTTAG 1543
K97 B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCCGACTGAGAAACTTAG 1699
K120 B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCGGAGT GAGAAACTTAG 1600
K172 B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCCGACTGAGAAACTTAG 1599
K176 B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCGGACTGAGAAACTTAG 1600
K197 B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCGGACTGAGAAACTTAG 1601

B.felis CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCGGACTGAGAAACTTAG 1600

K 8B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCGGACCGGAAAACTTAG 1595
B.leo CGATCGAGT GATCCGGT GAATTATTCGGACCGGAAAACTTAG 1596
K 68 B CGATCGAGT GATCCGGTGAATTATTCCGACTGAGAAACTTAG 1297

E R S R R S S b S S R R o * kkkkhkkk*x
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Anhang B

Multiple Alignment der ITS-rDNA von 13 B. felis — Isolaten, von 1 B. leo — Isolat (K 8)

und von K 68; ( « konservierte Bereiche, - Ausrichtungsliicken, N =Leseliicke, K=G/T,

R=A/G, W=A/T, Y=C/T, polymorphe Positionen grau unterlegt)

19
54
60
79
96
97
120
172
176
197

AR A ARAARXRAARARARAARXRARAARAR

68

19
54
60
79
96
97
120
172
176
197

AR A ARAARXRAARARAARXRAARR

68

19
54
60
79
96
97
120
172
176
197

AR A ARAARAARARARARARXRARAARR

68

>> >>>>>>>>>>> >>» >>>>>>>>>>>

>> >>>>>>>>>>>

CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC

CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC
CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC

hkhkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhdhhhhdhkhdhkhddhkrddhrrdrxd*x

AAATACATTACCACGEGT TATTACT CCGT GGT GECCGT GCGGAAACCCACCTGKAA- - C
AAATACATTACCACGEGT TATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C
AAATACATTACCACGEGTTATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C
AAATACATTACCACGGEGT TATTACT CCGT GGNNNNNNNGCGGAAACCCACCTGEKAA—C
AAATACATTACCACGEGTTATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C
AAATACATTACCACGEGTTATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C
AAATACATTACCACGEGT TATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C
AAATACATTACCACGEGTTATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C
AAATACATTACCACGEGT TATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C
AAATACATTACCACGEGT TATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C
AAATACATTACCACGEGT TATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAA- - C

AAATATAAT- - CCCACGTTAGT GGT- GECCGTACECTCAT - - - - - CGCACCTGGTAA--C
AAATATATT- - TACCACTTAGTGGT TGECCGTACECTTGT - - - - - CGCACCTGCTAAAAC
*

kkkk*x * % * *k*k ok * * *

AGT TGGECCTGAACGCCAACTTTT- - AGT- TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGI TGCECCTGAACGCGAACTTTT- - AGT- TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGI TGCECCTGAACGCGAACTTTT- - ART- TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGTI TGCECCTGAACCCGAACTTTGC - AGT- TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGT TGCECCTGAACGCGAACTTTT- - AGT- TCAATCCCTGITTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGI TGCECCTGAACGCGAACTTTY- - AGT- TCAATCCCTGITTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGI TGCECCTGAACGCGAACTT- G- - ART- TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGI TGCECCTGAACGCGAACTT- G- - AGT- TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGT TGCECCTGAACGCGAACTTTT- - AGT- TCAATCCCTGITTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGI TGECCTGAACGCGAACTT- G- - AGT- TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTG
AGI TGECCTGAACGCGAACTTTT- - AGT- TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTG

AGT CCGECCTGAACGCGAACACTATATGTGT TCATCCCTGI TT- AGTCGTACTTA- GTATG
AGATGCECCTGAACGCGAACTTTA- ATGT- TCAATACCTGI TT- AGTAGTACGAAAGTCTG

* % kkkkhkkkkhkkki*x *k*k * * *kk khkkkkk*k **k kkk*k *k Kk
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175
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175
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AR A ARARARARRAARARARAARARARR AR A ARAARARARAARARARXRARARAR AR A ARAARXRARARAARAARXRARAARR

AR A ARAARXRARARAARAARXRARAARR

19
54
60
79
96
97
120
172
176
197

68

19
54
60
79
96
97
120
172
176
197

68

19
54
60
79
96
97
120
172
176
197

68

19
54
60
79
96
97
120
172
176
197

68

>>» >r>>>>>>>>>> >>» >>>>>>>>>>> >> >>>>>>>>>>>

>> >>>>>>>>>>>

TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GECTTAGATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GECTTAGATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GGATTAAATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GECTTAGATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGT AAGT GCCAAACCT - - GECTTAGATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GGATTAGATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGT AAGT GCCAAACCT - - GECTTAGATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GGCTTARATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GECTTAGATTATT
TCATTTCAGGEGEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GECTTAGATTATT
TCATTTCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGTAAGT GCCAAACCT - - GGCTTARATTATT

CTACTC- - AGEECGT TCTTACTACCAAGGECATCGECT T- - AGGCCTATGCATTAGATTATT
CTACTC - AGEECGT TCTTACTCCTAAGGCATTATATTGGGEECTATACATTAGATTATT

* 0k khkkkhkkkhkkhkkhkhkkk * kkkk * * k * kkk *khkkkk*k

CTAAATGCTCGECGCTTATGCTGI T- - GCCGT- TGECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGEECECTTGTGCTGI T- - GCCGT- TGECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGEECECTTGTGCTGI T- - GCCGT- TGECATCCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGECGCTTATGCTGI T- - GCCGT- TCGECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGEECECTTGTGCTGI T- - GCCGT- TGECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGEECECTTGTGCTGI T- - GCCGT- TCECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGECGCTTATGCTGI T- - GCCGT- TGECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGECGCTTATGCTGI T- - GCCGT- TGECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGEECECTTGTGCTGI T- - GCCGT- TCECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGECGCTTATGCTGI T- - GCCGT- TGECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -
CTAAATGCTCGEECECTTGTGCTGI T- - GCCGT- TCECGT CCCGGT GGATCCATCAEECT - -

CTAAATGCCTG CGCC- ATGCCGT T- - GCCGTGTAGAATCCCCGTGGATCTCTCGEECTGT
CTAAATGCTCA- CGCTAATCCTGT TTTGCCGT GTAGAATCCCCGTGGATCTCTCGEECTCG

kkkkkkk*x * k * *kkk **k* kkkk*x * % kkkk kkhkkkk*k *kkkk*x

- - AGGTTGT-------- Acecemmnaas CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeens CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeans CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeeae CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeaas CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acmcemmnans CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeaas CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeane CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeeas CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeaas CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA
- - AGGTTGT--------- Acecemmeaas CCACTAG- - TTTGTATCTTCAA- - AATCCAA

CAAGGTTTG - - CTGAC- TCTGGTTAATACCACTAG- - TTTGTATATCTAGT TAAACCAA
TAAGGATTCGT CCTAACGTATGGT TAACATAACTACATTTTGTATATCAACTTAAATCAA

*kk * *kkkk kkkkkk*k % * * % * k *

ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA

ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA
ATTTTCAGCGGT GGATGT CTCGGECT CACACAACGAT GAAGGACGCAGCGAAGT GCGATAA

hkhkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhhhhkhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhdhhhhdhdddhdddrddhrrdrxd*x
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233
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233
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233
232
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323
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322
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AR A ARAARXRAARARAARXRAARRAR AR A ARAARAARAARAARARARARR AR A ARAARXRARARAARAARXRARAARR

AR A ARAARXRARAARAARXRARARR
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>> >>>>>>>>>>> >>» >>>>>>>>>>> >> >>>>>>>>>>>
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TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC

TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC
TCATTGTGAATTGCAGAATTTAGCAAATCAATAGGT TTCTGAATGTATTGTACACACTGC

hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhdhkhdhkhddhrddhrrdrxdx*

CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T
CTCTGTTTACACGCAGIGCACCCATTTCAGCECCTCTTAAATTTCTGAG- - - - - - - - - - T

CTCTGTTTATACGCAGI GCACCCATTTCAGCGCCTCTTAAATTTCTAACTACCTTTACTT
CTCTGTTTACATGCAGI GCACCCATTTCAGCGCCTCTTAAAGT TCTAACCAAAAGT. AOCT

hkhkkhkkhkhkhkk * khhkkhkhkkhkhhkkhkhhhhhkhkhhkhhhkhhkhkhhhkhxk *kkhx k%

TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCACTGI TGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCAGTGITGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCAGTGITGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCAGTGITGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCACTGITGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCAGTGI TGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCACTGITGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCACTGITGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCAGTGITGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCACTGTTGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAATAG - - - - - G TCGOGAGTGGCTTTCAA- TCAGTGT TGGCTTAAGT T- TGGCTGTGG
TAGAGT- - - - - - GGTTGOGAGT GACCCT TAATCCT GT GAGGGT TCAAGCCGT GGCTATGG

TAAAATACT TATGGT TGCGAGT GACCCT TAACT CCGTGAGGGT TTAAGT CGTGECTATGG

* * * k* kkkkkkk *x * k %k * * % %k Kk kk*x kkkk*k kk*k

CGCAAATCCCTTTCTGCGECGAAGCTCTTTGAAACT TGEECTGI TGACGT TGACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGECGAAGCTCTTTGAAACT TAEECTGI TGACGT TGACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGECGAAGCTCTTTGAAACT TGEECTGI TGCGT TGACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGCGAAGCTCTTTGAAACT TAEECTGI TGACGT TACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGECGAAGCTCTTTGAAACT TAEECTGI TGCGT TGACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGECGAAGCTCTTTGAAACT TAEECTGI TGACGT TACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGECGAAGCTCTTTGAAACT TGAEECTGI TGCGT TGACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGCGAAGCTCTTTGAAACT TGEECTGI TGACGT TGACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGCGAAGCTCTTTGAAACT TAEECTGI TGACGT TACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGCGAAGCTCTTTGAAACT TGAEECTGI TGACGT TGACGEEGT GATCG
CGCAAATCCCTTTCTGCGCGAAGCTCTTTGAAACT TAEECTGI TGACGT TGACGEEGT GATCG

CGCAGTCTCTTTTGCGTATAAAGCTCTTTGAAACT TGEECTGI TGT TCGCTAAGGGATCA
CGCAGTCTCTTTTGCGTATAAAGCTCTTTGAAACT TGEECTGI TTTACCCTGAGAGATCA

*k k% * k * * ER kS R IR O O b * kkk*x

132

443
443
443
443
443
443
442
442
443
442
443

455
467

493
493
493
493
493
493
492
492
493
492
493

515
527

544
544
544
544
544
544
543
543
544
543
544

569
587

604
604
604
604
604
604
603
603
604
603
604

629
647
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AR A ARAARXRARARAARAARXRARAARR

19
54
60
79
96
97
120
172
176
197

68

>> >>>>>>>>>>>

CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGECCTGAAATTGGATGT GACGAT CCGCTGAATTAAGC-
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGGCCTGAAAT TCGGATGT GACGATCCGCTGAATTTAAGC
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGECCTGAAAT TGGATGT GACGAT CCGGT GAATTAAGC-
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGECCTGAAATTGCGATGT GACGAT CCGCTGAATTAAGC-
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGGCCTGAAAT TGGATGT GACGATCCGCTGAATTTAAGC
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGECCTGAAAT TGGATGT GACGAT CCGGT GAATTAAGC-
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGECCTGAAAT TGGATGT GACGAT CCGCTGAATTAAGC-
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGGCCTGAAAT TGGATGT GACGATCCGCTGAATTTAAGC
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGGCCTGAAAT TCGATGT GACGATCCGCTGAATTTAAGC
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGECCTGAAAT TGGATGT GACGAT CCGCTGAATTAAGC-
CAGCCGTCTTA- TTTTTTTATGECCTGAAATTGGATGT GACGAT CCGCTGAATTAAGC-

TAGCTCTCTCT- TTTTTTTATGGECCT GAAAT TGGATGT GACGATCCGCTGAATTWARGC
TAGTCCTTCTTATTTTTTTATGGECCT GAAAT TGGATGT GACGATCCGCTGAATTAAGC-

* % * hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhhdhhxdx *k**x%x*x *
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661
662
661
661
662
661
660
661
662
660
661

687
705



VIII. Anhang

Anhang C

Multiple Alignment der rDNA eines ca. 282 bp grofien, geklonten Fragments der I'TS-1-
Region von 10 Klonen des Isolats K 60 ( « konservierte Positionen, - Ausrichtungsliicke,

polymorphe Positionen grau unterlegt)

K60 C. 9 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCTGCGGAAGGATCATTC - 60
K60 A. 18 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC 60
K60 BE. 4 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC - 60

K60 C. 8 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC - 60
K60 C. 12 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC 60
K60 C. 13 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC 60
K60 A. 21 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCTGCGGAAGGATCATTC - 60
K60 E. 4 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCTGCGGAAGGATCATTC - 60
K60 C. 11 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCTGCGGAAGGATCATTC - 60
K60 E. 2 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTC - 60
khhkkkhhhkkhkhhkhkkhhhkkhhhkhdhhkhdhhdhhhdhkdddhddhdxddhxddhdxddhx*dhx*dx**%x*%x
K60 C. 9 AAATACATTACCACGGEGT TATT- ACTCGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACA 119
K60 A. 18  AAATACATTACCACGGEGT TATTTACT CGGT GG GECCGT GCGGAAGCGCACCTGGTAACA 120
K60 BE. 4  AAATACATTACCACGGGTTATT- ACTCGGT GGTIGECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACA 119
K60 C. 8 AAATACATTACCACGEGTTATTTACT CEGT GGT GGCCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACA 120
K60 C. 12 AAATACATTACCACGEGTTATTTACT CEGT GGT GGCCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACA 120
K60 C. 13  AAATACATTACCACGGGTTATT- ACTCGGT GGTIGECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACA 119
K60 A. 21 AAATACATTACCACGGEGT TATT- ACTCGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACA 119
K60 E. 4 AAATACATTACCACGGEGT TATT- ACTCGGT GGT GECCGT GCCGAAACGCACCTGGTAACA 119
K60 C. 11 AAATACATTACCACGGEGT TATT- ACTCGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACA 119
K60 E. 2 AAATGTATT---------------- TAAAT GECCGTGCGT TTAAGGCGCACCTGGTAACA 104
* k k% * k% * * % % * * *kkhkkkkhkhkkkkhkkkkhk*%x
K60 C. 9 GITGECCTGAACGCGAACTTTTAGI TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 179
K60 A. 18 GITGECCTGAACGCGAACTTTCAGI TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 180
K60 BE. 4 GITGECCTGAACGCGAACTTTTAGI TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 179
K60 C. 8 GITGECCTGAACGCGAACTTTTAGTI TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 179
K60 C. 12 GITGECCTGAACGCCGAACTTTTAGI TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 179
K60 C. 13 GITGECCTGAACGCGAACTT- CAGT TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 178
K60 A. 21 GITGECCTGAACGCGAACTT- CAGT TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 178
K60 E. 4 GITGECCTGAACGCGAACTTTCAGI TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 179
K60 C. 11 GITGECCTGAACGCGAACTTTCAGI TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICAT 179
K60 E. 2 GI'CCECCTGAACGCGAACGGAAGT GT TCATTACCTGGATGECAGTACTTAGGTCTGI TAT 164
*k *khkkhkkkkhkkkkhkkhkkkkhkx * * % * *kk*k k*kkkkhkkk kkkkhkkkk *%
K60 C. 9 TTCAGCEECGT TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGGATTAGATTATTCTAAAT 239
K60 A. 18 TTCAGCEECGT TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGGATTAGATTATTCTAAAT 240
K60 BE. 4 TTCAGCEECGT TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGCCTTAGATTATTCTAAAT 239
K60 C. 8 TTCAGCEECGT TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGCCTTAGATTATTCTAAAT 239
K60 C. 12 TTCAGCEECGT TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGCCTTAGATTATTCTAAAT 239
K60 C. 13 TTCAGCEECGTI TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGCCTTAGATTATTCTAAAT 238
K60 A. 21 TTCAGCEECGT TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGCCTTAGATTATTCTAAAT 238
K60 E. 4 TTCAGCEECGT TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGCCTTAGATTATTCTAAAT 239
K60 C. 11 TTCAGCEECGT TCTTACT CCTGAGGCGTAAGT GCCAAAGCTGCCTTAGATTATTCTAAAT 239
K60 E. 2 AC- - AGEECGT TCTTACTACT GAGGCATAGT GTAGGCCTGT TGATTAGATTATTCTAAAT 222

khkkhkkhkkhkhkkhkhkkk, k*khkkhkhkk *% * k kkkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkhk
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K60 C. 9

K60 A. 18
K60 BE. 4
K60
K60
K60
K60
K60
K60
K60

= WwWN

mom>»000
=

NFEANEFPE O

GCTTGGTGCTTATGCTGI TGCCGT TGECATCCCGGTGGATCC
GCTTGGTGCTTATGCTGI TGCCGT TGECATCCCGGTGGATCC
GCTCEECECTTGTGCTGI TGCCGT TEGECGT CCCGEGTGGATCC
GCTCEECECTTGTGCTGI TGCCGT TEGECGT CCCGEGTGGATCC
GCTCEECECTTGTGCTGT TGCCGT TEGECGT CCCEGTGGATCC
GCTCGECECTTATGCTGI TGCCGT TEGECGT CCCGEGTGGATCC
GCTCGECECTTATGCTGI TGCCGT TGECGT CCCGEGTGGATCC
GCTCGECECTTATGCTGI TGCCGT TEGECGT CCCGEGTGGATCC
GCTCGECECTTATGCTGI TGCCGT TGECGT CCCEGTGGATCC
GCCTTTATGI TATGCTGI TGCCGT TGGTATCCCCGTGGATCC

* % kk khkkkhkkkhkkhkkhkkhkkkhkkhk*k kkkk kkhkkkkk*k
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Multiple Alignment der rDNA eines 282 bp groflen, geklonten Fragments der ITS-1-
Region der Isolate K 1, K 19, K 54, K 79, K 90, K97, K 120 und K 197
(+ konservierte Positionen, - Ausrichtungsliicke, N Leseliicken, polymorphe Loci grau

unterlegt)

K1 A 1/ 4 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGNTGAACCT GCGGAAGGATCATTC 60
K19 A 1 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGNTGAACCT GCGGAAGGATCATTC
K54 A 4/ 7 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGNT GAACCTGCGGAAGGATCATTC
K79 J.3/6 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGNTGAACCT GCGGAAGGATCATTC
K90 E. 3/4 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGNTGAACCT GCGGAAGGATCATTC
K97 C. 1 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGNTGAACCT GCGGAAGGATCATTC
K120 C. 2/ 3 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGNTGAACCT GCGGAAGGATCATTC
K197 C. 6 CTTAAAGGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TTCCGTAGNTGAACCT GCGGAAGGATCATTC

hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhhhkhdhkhddhkrddhkrrdhrxd*

KL A 1/4  AAATACATTACCACGGGT TATTACT CGGT GGTGECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACAG 120
K19 A1 AAATACATTACCACGEGT TATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCCACCT GGTAACAG
K54 A 4/ 7 AAATACATTACCACGGGT TATTACT CGGT GGTGECCGT GCGGAAACGCACCT GGTAACAG
K79 J.3/6 AAATACATTACCACGGGTTATTACTCGGT GGTGECCGT GCGGAAACGCACCT GGTAACAG
K90 E. 3/4 AAATACATTACCACGGGTTATTACTCGGT GGTGECCGT GCGGAAACGCACCT GGTAACAG
K97 C. 1 AAATACATTACCACGEGT TATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCCACCT GGTAACAG
K120 C. 2/ 3 AAATACATTACCACGGGT TATTACT CGGT GGTGECCGT GCGGAAACCCACCT GGTAACAG
K197 C. 6  AAATACATTACCACGGGT TATTACT CGGT GGT GECCGT GCGGAAACGCACCTGGTAACAG

hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhdhhhdhhhdhhhhhhd*x %% **k**dk*%*

KL A1l/4 TTGECCTGAACCCGAACTTTTAGI TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICATT 180
K19 A1 TTGECCTGAACCCGAACTTTTAGT TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICATT
K54 A 4/ 7 TTGGECCTGAACCCGAACTTTTAGT TCAATCCCTGITTTGGTAGTACTTCGGTCTGTCATT
K79 J.3/6 TTGGECCTGAACGCGAACTTTTAGT TCAATCCCTGITTTGGTAGTACTTCGGTCTGTCATT
K90 E. 3/4 TTGGECCTGAACGCCAACTTTCAGTTCAATCCCTGITTTGGTAGTACTTCGGTCTGTCATT
K97 C. 1 TTGGECCTGAACGCGAACT T- CAGTTCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICATT
K120 C. 2/3 TTGGECCTGAACGCGAACTT- CAGTTCAATCCCTGITTTGGTAGTACTTCGGTCTGTCATT
K197 C. 6 TTGECCTGAACCCGAACTTTTAGT TCAATCCCTGI TTTGGTAGTACTTCGGTCTGICATT

khkkkhkkhkhkkhkhkkk k*khkk*k hkhkhkkhkhkhkhkhhhkhhhhhhhhhhhdhhhddhhdhkrrhrxd*

KL A1l/4 TCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGT AAGT GCCAAAGCTGECTTAGATTATTCTAAATG 240
K19 A1 TCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGECGT AAGT GCCCAAAGCTGECTTAGATTATTCTAAATG
K54 A 4/ 7 TCAGGEGEGECGITCTTACTCCTGAGECGTAAGT GCCAAAGCTGGECTTAGATTATTCTAAATG
K79 J.3/6 TCAGGGEGECGITCTTACTCCTGAGECGTAAGT GCCAAAGCTGGECTTAGATTATTCTAAATG
K90 E. 3/4 TCAGGGEGECGITCTTACTCCTGAGECGTAAGT GCCAAAGCTGGATTAGATTATTCTAAATG
K97 C. 1 TCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGGECGT AAGT GCCCAAAGCTGECTTAGATTATTCTAAATG
K120 C. 2/ 3 TCAGGGGCGITCTTACTCCTGAGGECGTAAGT GCCAAAGCTGGECTTAGATTATTCTAAATG
K197 C. 6 TCAGGEEECGT TCTTACT CCTGAGGECGT AAGT GCCCAAAGCTGECTTAGATTATTCTAAATG

hkhkhkkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhdhhhdhhhhhhdh dk ddhkhddhkdddrrdrxd*

KL A1l/4 CTCGCECCCTTGIGCTGTI TANNGT TGECGT CCCGGTGGATCC 281
K19 A1 CTCGCECCCTTGIGCTGT TGNNGT TGECGT CCCGGTGGATCC
K54 A 4/7 CTCGECGCTTGTGCTGT TGNNGT TGGCGT CCCEGTGGATCC
K79 J.3/6 CTCGECGCTTGTIGCTGT TGNCGT TGECGT CCCEGTGGATCC
K90 E. 3/4 CTTGGTGCTTATGCTGI TGNCGT TGECGT CCCEGTGGATCC
K97 C. 1 CTCGECCCTTATGCTGI TGNCGT TGECGT CCCGGTGGATCC
K120 C. 2/ 3 CTCGECGCTTATGCTGT TGNCGT TGECGTCCCEGTGGATCC
K197 C. 6 CTCGCECCCTTGTIGCTGT TGNNGT TGECGT CCCGGTGGATCC

kk khk khkkk khhkhkhkhkhkhkk khkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhkkk
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Anhang D

Tab. 24: Nachweis feliner Babesien mit unterschiedlichen diagnostischen Methoden im

Vergleich

Katzen-
Nr.

Blut-
ausstrich

Real-time
PCR

IFAT

K 1
K3

K 4

K6

K7

K8

K9

K 10
K 11
K13
K17
K 19
K 22
K 23
K 53
K 54
K 56
K 57
K 58
K 59
K 60
K 61
K 63
K 65
K 66
K 68
K 69
K 71
K 74
K 79
K 80
K 81
K 90
K 91
K 94
K 96
K 97
K 102
K 103
K 110
K 120
K 121
K 124
K 131
K 132
K 137
K 138
K 139
K 140

+

I T S S S S S S e . T T i T s T S T S S e S e A A S N T T T s T T T i N S T S

n.

+

u.

+ + +

ST T T T T T S S S S S S S S R R

SRR I S S S S L . T T T T TR S R S

+

+ + 4+ +

T T T T T T S S S S e S S S A S

AR I T S S S S T T T T T TR S R S
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Katzen- Blut- Real-time
Nr. ausstrich PCR IFAT

K 141 +
K 143
K 146
K 147
K 150
K 152
K 153
K 156
K 161
K 166
K172
K 176
K 180
K 185
K 190
K 191
K197
K21 -
K44 -
K 62 -
K 64 -
K99 -
K179 -
K 186 -
K 187 -
K 193 -
K5 - -
K 38 - -
K40 - -
K49 - -
K 82 - -
K93 - -
K 128 n. u. -
K174 - -

+
+

+ o+ F + F +F F o+ o+ + o+
SR I T S T S S S S S A A T T T i T e T S

R T T T T S T S S S S S S S S ST S S A T S S S S R S A S

n. u.: nicht untersucht
+: Babesien-positiv
- negativ

Insgesamt waren 66 Proben im
Blutausstrich, 72 in der Real-time
PCR und 81 im IFAT Babesien-
positiv. Bei den Proben 8 und 68
wurden Babesien nur im
Blutausstrich nachgewiesen.
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Tab. 25: Patientendaten der 206 untersuchten Katzen

Katzen- Herkunft typische DIAGNOSTIK
Nr. | Rasse | Alter | Geschlecht | Haltung | (Stadtteil) [Symptomatik |Ausstrich| PCR| IFAT
K 1* KH 1,5 J. mk in/out Greenbushes nein pos.++ |[28,8]1/320
K2 KH 1J. mk infout Lorraine nein neg. n. u. | neg.
K3 Siam 5J. mk in/out Brackenfell nein pos. n. u. | 1/320
K4 KH 2 J. wk in/out Kragga Kamma | ja pos.+++ | 23,7 | 1/320
K5 KH 7 J. mk in/out Broadwood nein neg. neg. | 1/320
K 6 KH 6 J. mk in/out Lorraine ja pos.++ |27,9|1/320
K7 KH 1J. wk in/out Lorraine ja pos.++ |23,1|1/320
K 8* KH 2 J. mk in/out Kragga Kamma | ja pos.+ neg. | neg.
K9 KH 2 J. mk in/out Kragga Kamma | ja pos.++ |23,1|1/320
K10 |KH 0,5 J. mk in/out Lorraine nein pos.+ 25,8 1/320
K11 KH 0,5J. mk in/out Lorraine nein pos.+ 26,6 | 1/320
K12 |KH 8 J. wk in/out Kabega Park nein neg. neg. | neg.
K13 |KH 2 J. m in/out Lorraine ja pos.++ |26,2|1/320
K14 |LH 1J. mk in/out Westering nein neg. neg. | neg.
K15 |Siam 0,5 J. wk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K16 |KH 1J. mk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K17 |LH 13 J. mk infout Kabega nein pos.+ 27 | 1/320
K18 |LH 7J. wk infout Bridgemead nein neg. neg. | neg.
K19* | KH 10Mo. |m in/out Bridgemead ja pos.+ 28,1 1/320
K20 |KH 3J. m in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K21 |KH 7 J. mk infout Kabega Park nein neg. 30,5 | 1/320
K22 |KH 2 J. m in/out Rowallan Park |ja pos.++ |27,2|1/320
K23 |KH 3J. mk infout Theescombe ja pos.+++ [ 22,6 | 1/320
K24 |KH unbek. |wk in/out Algoa nein neg. neg. | neg.
K25 |KH 5J. wk in Algoa nein neg. neg. | neg.
K26 |KH unbek. |wk in Algoa nein neg. neg. | neg.
K27 |LH unbek. |wk in Algoa nein neg. neg. | neg.
K28 |KH 10 J. wk in/out Algoa nein neg. neg. | neg.
K29 |KH unbek. |wk in Algoa nein neg. neg. | neg.
K30 |KH unbek. |wk in Algoa nein neg. neg. | neg.
K 31 KH unbek. |wk in Algoa nein neg. neg. | neg.
K32 |KH unbek. |mk in Algoa nein neg. neg. | neg.
K33 |KH 2J. mk in Algoa nein neg. neg. | neg.
K34 |KH 0,5 J. wk in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K35 |KH 0,5 J. wk in Lorraine nein neg. neg. | neg.
K36 |KH 2 Mo. m in Walmer nein neg. neg. | neg.
K37 |KH 2 Mo. w in Walmer nein neg. neg. | neg.
K38 |KH 4 J. mk in/out Walmer nein neg. neg. | 1/80
K39 |KH 5J. w in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K40 |KH 5J. mk in/out Walmer nein neg. neg. | 1/80
K 41 KH 2 J. wk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K42 |KH unbek. |mk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K43 | Siam unbek. |mk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K44 |KH unbek. | wk infout Walmer nein neg. 36,8 | 1/320
K45 | Siam 10 Mo. | wk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
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Tab. 25: Fortsetzung

Katzen- Herkunft typische DIAGNOSTIK
Nr. | Rasse | Alter |Geschlecht|Haltung | (Stadtteil) [Symptomatik |Ausstrich| PCR| IFAT
K46 |LH unbek. |w in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K47 |KH 0,5 J. w in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K48 |KH 0,5 J. w in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K49 |KH 2J. wk in/out Walmer nein neg. neg. | 1/160
K50 |(LH unbek. |w in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K51 |KH 0,5 J. m in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K52 |KH 0,5 J. m in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K53 |LH unbek. |mk in/out Walmer nein pos.+ 34 |1/320
K54* | LH unbek. |wk infout Walmer nein pos.+ 28,4 | 1/320
K55 |KH unbek. |wk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K56 |KH unbek. |wk in/out Walmer nein pos.+/- |26,8|1/320
K57 |KH unbek. |wk in/out Walmer nein pos. + |27,6]1/320
K58 |LH 15 J. wk in/out Walmer nein pos.+/- |30,4|1/320
K59 |LH unbek. |wk in/out Walmer nein pos.+/- |24 |1/320
K60* | KH unbek. |wk in/out Walmer nein pos.+/++| 33,6 | 1/320
K 61 KH unbek. |wk in/out Walmer nein pos.+ 25,9 1/320
K62 |KH 4 J. mk in/out Walmer nein neg. 30,9 | 1/320
K63 |KH unbek. |wk infout Walmer nein pos.+/- |25,3]|1/320
K64 |KH unbek. |mk in/out Walmer nein neg. 28,2|1/320
K65 |KH 4J. wk in/out Walmer nein pos.+ 26,3 | 1/320
K66 |KH 6J. wk infout Walmer nein pos.+ 26,8 | 1/320
K67 |KH 2 J. mk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K 68* | KH unbek. |wk out unbekannt nein pos.+ neg. | neg.
K69 |Birma |5J. wk in/out Fairview nein pos.+/- |27,7]1/320
K70 |KH 0,5 J. wk infout Framesby Garden | Nein neg. neg. | neg.
K71 KH 1J. m in/out Seaview nein pos.+ 25,2 1/320
K72 |KH 0,5 J. wk in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K73 |KH 0,5 J. wk in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K74 |KH 2 J. mk in/out Gleanroy Park | ja pos.++ |25 |1/320
K75 |KH 1J. mk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K76 |KH 1J. wk in/out Charlo nein neg. neg. | neg.
K77 |KH 1J. wk infout  |Lorraine nein neg. neg. | neg.
K78 |KH 3J. w infout Francis Evatt Park | Nein neg. neg. | neg.
K79* |KH unbek. | mk out unbekannt nein pos.++ 29,8 1 1/320
K80 |KH 2 J. wk in/out Sherwood ja pos.+++ | 23,9 1/320
K 81 KH 2,5J. wk in/out Sherwood nein pos.+/++ | 20,5 | 1/320
K82 |KH 11 J. mk in/out Lorraine nein neg. neg. | 1/160
K83 |KH 1J. wk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K84 |LH 10 J. wk in/out Sunridge Park | nein neg. neg. | neg.
K85 |KH 1J. mk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K86 |KH 13 J. mk in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K87 |KH 12 J wk in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K88 | Perser |unbek. |mk in/out Westering nein neg. neg. | neg.
K89 |KH 9 Mo. w in/out Linton Grange | nein neg. neg. | neg.
K90 |KH unbek. |wk infout Walmer ja pos.++ |37,3]1/320
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VIII. Anhang

Tab. 25: Fortsetzung

Katzen- Herkunft typische DIAGNOSTIK
Nr. | Rasse | Alter | Geschlecht | Haltung | (Stadtteil) [Symptomatik |Ausstrich| PCR| IFAT
K91 KH unbek. | mk infout Walmer ja pos. IV (20 |1/320
K92 KH 1J. wk in/out Rowallen Park | nein neg. neg. | neg.
K93 |Abyssiner| 8 J. mk in/out Chelsea nein neg. neg. | 1/320
K 94 KH 4J. wk in/out Newton Park nein pos. + |[32,1]1/320
K 95 KH 1J. wk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K96* | KH 1J. wk in/out Lorraine ja pos. +++| 32,4 | 1/320
K97* |KH unbek. | mk in/out Vikingvale ja pos.V |21,4|1/320
K 98 KH 5J. mk infout Francis Evatt Park | Nein neg. neg. | neg.
K99 KH unbek. |mk out Woodridge nein neg. 31,21 1/320
K100 |KH 1J. wk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K101 |KH 1J. mk in/out Sherwood nein neg. neg. | neg.
K102 |KH 7J. wk in/out Mill Park nein pos. + |[29,7]1/320
K103 |KH 10 J. mk in/out Kabega nein pos.+ |30 |1/160
K104 |KH 1J. mk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K105 |KH 9 Mo. m in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K106 | Perser |unbek. |m in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K107 |KH 1J. mk in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K108 |KH 1J. wk in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K109 | Siam 1J. wk in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K110 |KH 5J. mk infout Kragga Kamma | nein pos.+/++| 32,9 | 1/320
K111 |KH 1J. mk infout Collen Glen nein neg. neg. | neg.
K112 |KH 1J. mk in/out Charlo nein neg. neg. | neg.
K113 |KH 10 J. wk in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K114 |LH 4 J. mk in/out Westering nein neg. neg. | neg.
K115 |KH 3J. wk in/out Westering nein neg. neg. | neg.
K116 |KH 1,5J. mk in/out Westering nein neg. neg. | neg.
K117 |LH 1,5 J. mk in/out Westering nein neg. neg. | neg.
K118 |KH 7,5J. wk in/out Westering nein neg. neg. | neg.
K119 | Siam 6,5 J. wk in/out Linton Grange | nein neg. neg. | neg.
K 120* | KH 1J. m in/out Willow Glen ja pos.+++ | 28,5 | 1/320
K121 | Siam 18 J. w in/out Lorraine nein pos.+/- |25,9|1/160
K122 |KH 8 J. wk infout Framesby Garden | Nein neg. neg. | neg.
K123 |KH 4 J. w in/out Sherwood nein neg. neg. | neg.
K124 |KH 1J. m in/out Theescombe nein pos.++ |24,9|1/160
K125 |Perser |7 J. wk in/out Sherwood nein neg. neg. | neg.
K126 |KH 3J. mk in/out Fernglen nein neg. neg. | neg.
K127 |KH unbek. |wk out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K128 |KH 1J. mk infout Theescombe nein n. a. neg. | 1/160
K 129 | Mainecoon| 8 Mo. mk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K130 |KH 3 Mo. w in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K131 | KH 1J. wk in/out Beverley Grove | nein pos.+/++| 28,2 | 1/320
K132 | KH 1J. wk in/out Beverley Grove | nein pos.+/++| 23,7 | 1/320
K133 |KH 12 J. wk in/out Sherwood nein neg. neg. | neg.
K134 |KH 6 J. wk in/out Sherwood nein neg. neg. | neg.
K135 |KH 6 J. mk infout Sherwood nein neg. neg. | neg.
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VIII. Anhang

Tab. 25: Fortsetzung

Katzen- Herkunft typische DIAGNOSTIK
Nr. | Rasse | Alter |Geschlecht|Haltung | (Stadtteil) [Symptomatik |Ausstrich| PCR| IFAT
K136 |KH 10 J. wk infout  [Sunridge Park | nein neg. neg. | neg.
K137 | KH 2,5J. mk in/out Beverley Grove | nein pos.+/- |28,5]|1/320
K138 | Siam 16 J. mk in/out Beverley Grove | nein pos.+/- |30,3|1/320
K139 | Siam 12 J. wk in/out Beverley Grove | nein pos.+/- |27,3|1/320
K140 | Siam 11 J. mk in/out Beverley Grove | nein pos.+/- |31,5|1/320
K141 | KH 12 J. mk in/out Beverley Grove | nein pos.+/- |29,3|1/320
K142 |KH 1,5 J. wk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K143 |KH unbek. |mk in/out Walmer nein pos.++ |26,2|1/320
K144 |KH unbek. |mk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K145 |KH unbek. |wk in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K146 |KH unbek. |mk infout Walmer nein pos.+ 32,21 1/320
K147 |KH unbek. |wk in/out Walmer nein pos.+++ | 27,8 | 1/320
K148 |KH unbek. |wk in/out Walmer nein neg. neg | neg.
K149 |KH unbek. |wk infout Walmer nein neg. neg. | neg.
K150 |KH unbek. |wk in/out Walmer nein pos.+++ | 28,5| 1/320
K151 |KH unbek. |wk in/out Walmer nein neg. 44,2 | neg.
K152 |KH unbek. |mk infout Walmer nein pos.+/++| 30,1 | 1/320
K153 |KH unbek. |mk infout Walmer nein pos.+/++| 29,1 | 1/320
K 154 | Karthsuser| unbek. |m in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K155 |KH unbek. |m in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K156 |KH unbek. |m infout Walmer nein pos.++ |27,1]1/320
K157 |KH unbek. |m in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K158 |KH unbek. |m in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K159 |KH unbek. |m in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K160 |KH unbek. |m in/out Walmer nein neg. neg. | neg.
K161 |KH 8J. mk in/out Lorraine nein pos.+ 31,1 1/320
K162 |KH 1J. mk in/out Kabega Park nein neg. neg. | neg.
K163 |KH unbek. |wk in/out Vikingvale nein neg. neg. | neg.
K164 |KH 3 Mo. m in/out Rowallan Park | nein neg. neg. | neg.
K165 | Siam 2J. wk in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K166 |KH 0,5 J. mk in/out Lovemore Park | nein pos.+ 26,7 | 1/320
K167 |KH 0,5 J. wk in/out Lovemore Park | nein neg. neg. | neg.
K168 |KH 1J. wk in/out Emerald Hill nein neg. neg. | neg.
K169 |KH 5J. wk in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K170 |KH 3 Mo. w in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K171 |KH 10 J. mk in/out Kragga Kamma | ja neg. neg. | neg.
K 172* | Siam 4 Mo. m in/out Kragga Kamma | ja pos.+++ | 27,8 | 1/320
K173 |KH 5J. mk infout Uitenhage nein neg. neg. | neg.
K174 |KH 19 J. wk in/out Theescombe nein neg. neg. | 1/160
K175 |KH 0,5 J. mk in/out Lovemore Park | nein neg. neg. | neg.
K176* | KH 1J. m in/out Lorraine ja pos.+++ | 28,1 | 1/320
K177 |LH 1J. wk in/out Kabega Park nein neg. neg. | neg.
K178 | Siam 1J. mk in/out Sherwood nein neg. neg. | neg.
K179 |KH 4J. mk in/out Lorraine nein neg. 28,1 1/320
K180 |KH 8J. wk in/out Sherwood nein pos.+/++| 26,3 | 1/320
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VIII. Anhang

Tab. 25: Fortsetzung

Katzen- Herkunft typische DIAGNOSTIK
Nr. | Rasse | Alter |Geschlecht|Haltung | (Stadtteil) |Symptomatik |Ausstrich|PCR| IFAT
K181 |KH 2 J. w in/out Sunridge Park | nein neg. neg. | neg.
K182 |KH 18 J. wk in/out Woodlands nein neg. neg. | neg.
K183 |KH 9 Mo. mk in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K184 |KH 1J. mk infout Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K185 |KH unbek. |mk in/out Crestview nein pos.+/++| 22,8 | 1/320
K186 |KH 11 J. mk in/out Colleen Glen nein neg. 29,7 1/320
K187 | Karthzuser| 16 J. wk in/out Beverley Grove | nein neg. 30,8 | 1/320
K188 |Karthzuser| 1J. mk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K189 |LH 0,5 J. wk in/out Theescombe nein neg. neg. | neg.
K190 |KH 0,5 J. wk in/out Lorraine nein pos.++ |26,7|1/320
K191 |KH 1J. m in/out Sherwood nein pos.+/++| 27,6 | 1/320
K192 |KH 0,5 J. mk in/out Kabega Park nein neg. neg. | neg.
K193 |KH 1J. mk infout Brymore nein neg. 29,9 1/320
K194 |KH 0,5 J. mk infout Framesby Garden | Nein neg. neg. | neg.
K195 | Siam 0,5 J. wk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K196 |KH 18 J. w in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K 197* | KH 1J. w in/out Chelsea ja pos.lV |25,5|1/320
K198 |KH 3J. mk in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K199 |KH 0,5 J. mk in/out Sherwood nein neg. neg. | neg.
K200 |KH 1J. wk in/out unbekannt nein neg. neg. | neg.
K201 | Siam 1J. mk infout Framesby Garden | nein neg. neg. | neg.
K202 |KH unbek. |mk in/out Lorraine nein neg. neg. | neg.
K203 |KH 15 J. mk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K204 |KH 0,5 J. mk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K205 |KH 0,5 J. wk in/out Kragga Kamma | nein neg. neg. | neg.
K206 |KH 0,5 J. wk in/out Fernglen nein neg. neg. | neg.

KH = Kurzhaar, LH = Langhaar, J. = Jahre, Mo. = Monate, wk = weiblich kastriert, mk = mannlich
kastriert, neg = negativ, pos =positiv, n. u. = nicht untersucht, n.a. = nicht auswertbar,

* )
Artenbestimmung vorgenommen

Angaben zum Ausstrich: subjektive Einschatzung der Parasitamie [von +/- (sehr niedrig), + (niedrig),
++ (mittel), +++ (hoch), IV (sehr hoch) bis V (extrem hoch) und
Zwischenstufen]
PCR: angegebener Wert = T, (Threshold cycle),
IFAT: Titerstufe

Das Gebiet ,Kragga Kamma“ umfasst folgende Stadtteile:

Beverley Grove, Bridgemeade, Brymore, Collen Glenn, Fernglen, Framesby Garden, Francis Evatt
Park, Glen Roy, Kabega Park, Kragga Kamma, Linton Grange, Lorraine, Rowallan Park, Sherwood,
Sunridge Park, Theesecomb, Vikingvale, Westering, Willowglen, Woodlands

Das Gebiet Walmer" umfasst folgende Stadtteile:
Broadwood, Charlo, Emerald Hill, Fairview, Lovemore Park, \Walmer

Das Gebiet ,Algoa“ umfasst den Stadtteil:
Algoa Park

Das Gebiet ,Newton Park/Mill Park® umfasst folgende Stadtteile:
Newton Park, Mill Park
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