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l. EINLEITUNG

Vektorubertragene Erkrankungen waren in der Vergangenheit und sind bis heute
von groRer Bedeutung bei Mensch und Hund (Heyman et al., 2010; Shaw et al.,
2001). Im Zusammenhang mit vektortibertragenen Erkrankungen kann der Hund
zwei unterschiedliche Rollen einnehmen: Eine kommt ihm als Sentineltier zu. Sie
wurde schon flir zeckeniibertragene Erkrankungen wie der Lyme Borreliose, dem
Mediterranean Spotted Fever (MSF) und dem Rocky Mountain Spotted Fever
(RMSF) beschrieben (McQuiston et al., 2011; Rand et al., 1991; Tesouro et al.,
1998). Die zweite Rolle ist seine mdgliche Reservoirfunktion. In einem
Reservoirwirt persistiert ein Krankheitserreger Gber einen langen Zeitraum und
kann dann wieder Uber einen Vektor an den nachsten Wirt weitergegeben werden.
Der Hund wird flir mehrere vektortibertragene Pathogene, wie z. B. Leishmania
infantum und Anaplasma platys als Reservoir diskutiert (Podaliri Vulpiani et al.,
2011; Torina et al., 2008). Die Rolle des Hundes bei Rickettsiosen steht
mittlerweile auch im Fokus der wissenschaftlichen Diskussion. Rickettsiosen
werden durch Bakterien der Gattung Rickettsia ausgeltst und durch Arthropoden
Ubertragen. Sie sind gleichzeitig sehr alte und sehr neue vektoriibertragene
Erkrankungen. Namensgebend war der Pathologe Howard Taylor Ricketts (1871 -
1910), der ab 1906 in Montana Untersuchungen zum von R. rickettsii ausgeldsten
RMSF durchfiihrte. GroRe medizinische Bedeutung erlangten sie wahrend der
beiden Weltkriege, da aufgrund wvon grofRen Menschenansammlungen und
schlechten hygienischen Bedingungen an der Front, in Schutzengraben und unter
Kriegsgefangenen eine Ubertragung durch Vektoren leichter moglich war. Danach
gab es nur noch vereinzelt Ausbriiche des gefurchteten, durch R. prowazekii
verursachten  klassischen  Fleckfiebers. Aufgrund des Riickgangs der
Erkrankungsfalle wurden von staatlicher Seite nur noch wenig Gelder fiir die
Forschung zur Verfiigung gestellt (Fischer, 2012). In den letzten 30 Jahren wurde
allerdings ein Grofteil der heute bekannten Rickettsienarten beschrieben und
daraufhin die Forschung wieder intensiviert (Parola et al., 2013; Raoult and Roux,
1997). Deswegen spricht man von den Rickettsiosen als “re-emerging infectious
diseases” (Walker and Ismail, 2008). Auch in Europa wurden im letzten Jahrzehnt
neue Rickettsienarten wie z.B. R. monacensis in Deutschland und R. hoogstraalii
in Kroatien beschrieben (Duh et al., 2010; Parola et al., 2005; Parola et al., 2013;
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Simser et al., 2002).

Bei Rickettiseninfektionen, die eine Zecke mit breitem Wirtsspektrum als Vektor
haben, kdnnten Hunde als Sentineltiere dienen (Shaw et al., 2001). Da Hunde im
Allgemeinen hdufiger Kontakt mit Zecken haben als Menschen, kdnnten die
Seropravalenzraten bei Hunden hoher sein als beim Menschen. Damit stellen sie
einen guten Indikator fur die geographische Ausbreitung der Rickettsien dar (Feng
et al., 1979). Tesouro et al. (1998) zeigten, dass Hunde gegen R. conorii
persistierende Antikorpertiter entwickeln kdnnen und somit als Sentineltier fir
diese Rickettsienart geeignet sind. Levin et al. (2012) zeigten, dass Hunde als
Reservoir fir R. conorii in Frage kommen, denn selbst ohne nachweisbare
Rickettsamie im Blut war die experimentelle Ubertragung derselbigen auf eine
naive Zecke moglich. Ein bereits vorhandener Antikorpertiter gegen Rickettsien
der SFG bei Hunden kann bei einer Neuinfektion die Ausbreitung der Rickettsien
im Korper verhindern und damit die Reservoirkompetenz des Hundes deutlich
senken. Die Ubertragung mittels cofeeding ist aber genauso effektiv wie bei
naiven Hunden. Bedenkt man den haufigen Kontakt der Hunde mit infizierten
Zecken wird durch den Ubertragungsweg des cofeeding die Herabsetzung der
Reservoirkompetenz wieder ausgeglichen (Levin et al., 2014).

Hunde konnten auch fir Rickettsienarten in Deutschland eine Sentinelfunktion
haben, ein Reservoir darstellen und so dazu beitragen, die geographische
Ausbreitung und Prdvalenz der vorkommenden Rickettsienarten besser
einzuschétzen. Dies wirde ihre Rolle in der Epidemiologie der humanen
Rickettsiosen deutlich hervorheben. Serologische Kreuzreaktionen, eine kurze
Rickettsdmie und unspezifische Krankheitsbilder gestalten es aber oft schwierig,
eine Infektion bei Mensch und Hund sicher und schnell zu diagnostizieren.

Daher waren die Ziele dieser Studie:

(i) die Seroprévalenzraten mit Rickettsienantikdrpern in Hunden in Deutschland
mittels Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) und Immunfluoreszenz-

Antikorper-Test (IFA) zu bestimmen,

(ii) die Rickettsienart, die fir die Antikorperantwort ursachlich verantwortlich ist
mittels eines neuen Mikro-Immunfluoreszenz-Antikorper-Test (micro-1FA) zu

differenzieren,
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(iii) die geographische Verteilung der verschiedenen Rickettsienarten auszuwerten

und

(iv) die serologischen Testsysteme ELISA und IFA hinsichtlich ihrer Sensitivitét

und Spezifitat zu vergleichen.

Die Ergebnisse dieser Studie sollen damit einen Beitrag zur Rickettsienforschung
in Deutschland leisten und grundlegende Kenntnisse zum Vorkommen der
Rickettsienarten sowie der Rolle des Hundes als mdgliches Reservoir- und
Sentineltier liefern. Zuséatzlich soll mit dem neuen micro-1FA die Differenzierung
von Antikorperantworten vereinfacht werden und damit auch eine Basis flr einen
Test in der Humanmedizin gelegt werden. Breitschwerdt et al. (1987) fiihrte eine
Studie zur Differenzierung von Antikdrperantworten mit den in Amerika
vorkommenden Rickettsienarten R. rickettsii, R. rhipicephali, R. montana und R.
bellii durch; mit den in Deutschland vorkommenden Spezies ist bisher noch nichts
vergleichbares durchgefiihrt worden. Deswegen soll mit dieser Studie ein Beitrag
zur Validierung und Vereinfachung der serologischen Diagnostik von SFG

Rickettsien in Deutschland geliefert werden.
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1. LITERATURUBERSICHT
1. Spotted Fever Group Rickettsiae
1.1. Systematik

Bei der Ordnung Rickettsiales handelt es sich um Bakterien, die der Abteilung der

Proteobakterien und der Klasse der a-Proteobakterien zugeordnet sind.

Im letzten Jahrzehnt wurde eine umfangreiche Reorganisation der gesamten
Ordnung Rickettsiales vorgenommen. Vorher war diese auf der Basis von
morphologischen Merkmalen, der serologischen Kreuzreaktivitdt und dem von
den Rickettsien infizierten Zelltyp strukturiert (Rikihisa, 1991).

Die neuere Organisation basiert auf molekularen Methoden, mit denen
Anhnlichkeiten im 16S rRNA Gen untersucht werden. Damit wird eine
phylogenetische Zuordnung moglich (Dumler et al.,, 2001). Die Ordnung
Rickettsiales besteht nun aus den Familien Rickettsiaceae und Anaplasmataceae.
Die Familie der Anaplasmataceae besteht aus den Gattungen Anaplasma,
Ehrlichia, Wolbachia, Aegyptianella, Neorickettsia, Candidatus Neoehrlichia und
Candidatus Xenohaliotis (Friedman et al., 2000; Kawahara et al., 2004). Die
Familie der Rickettsiaceae wird in die zwei Gattungen Rickettsia und Orientia
unterteilt, wobei man bei der Gattung Rickettsia nach serologischen und
klinischen Gesichtspunkten zwei grofRe Gruppen unterscheidet: die ,,Spotted Fever
Group® und die ,, Typhus Group® (Abb. 1).

Spotted Fever

7 Group
. ]
_ . Gattung Rickettsia - o
Famili= L —
Rickettsiaceae — Typhus Group
- o Gattung Orientia - !

Familie

Anaplasmataceas

Abb. 1: Systematik der Ordnung Rickettsiales
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Henry Pinkerton beschrieb 1936 bei den Rickettsien drei verschiedene
Untergruppen, die auf phanotypischen Merkmalen basierten: die Typhus Group
(TG), die Scrub Typhus Group (STG) und die Spotted Fever Group (SFG)
(Blanco and Oteo, 2006; Roux and Raoult, 2000). Die TG bestand aus den drei
Spezies Rickettsia typhi, R. prowazekii und R. canadensis, die STG enthielt
lediglich die Spezies R. tsutsugamushi und der SFG wurden alle restlichen

Rickettsienspezies zugeordnet (Roux and Raoult, 2000).

Seit einer Umorganisation aufgrund der genetischen Struktur der einzelnen
Rickettsien wurde die Teilung in drei Gruppen aufgehoben; die STG wurde dem
Genus Orientia zugeordnet, somit teilen sich die Rickettsien in die zwei Gruppen
TG mit R. typhi und R. prowazekii sowie die SFG mit momentan etwas mehr als
30 verschiedenen Spezies (Dobler and Pfeffer, 2012; Roux and Raoult, 2000).

Neuere molekularbiologische Untersuchungen schlagen die Unterteilung in vier
Gruppen vor: die TG, die SFG, die ancestral group (AG) und the transitional
group (TRG) (Gillespie et al., 2007). Der AG werden R. bellii und R. canadensis
zugeordnet, die TRG besteht aus R. felis (Gillespie et al., 2007; Vitorino et al.,
2007).

1.2. Morphologie

Rickettsien sind gram-negative, obligat intrazellular lebende Bakterien. Sie
werden als kokkoide Stdbchen mit einer Grofe von 0,3-0,5x1,0-2,0um
beschrieben, die sich mit der Giemsa-Farbung anfarben lassen (Parola et al.,
2005).

1.3. Lebenszyklus, Vektoren und Reservoire

Rickettsien der SFG werden mit Ausnahme von R. felis und R. akari,
ausschlieBlich durch Zecken Ubertragen (Dumler et al., 2001; Raoult and Roux,
1997). Zecken gehoéren zur Klasse der Spinnentiere (Arachnida), Unterklasse der
Milben (Acari), wobei drei Familien unterschieden werden: Schildzecken
(Ixodidae), Lederzecken (Argasidae) und die Nuttalliellidae, mit der einzigen Art
Nutallia namaqua (Deplazes et al., 2012). Dagegen ist der Hauptvektor von R.
felis ein Insekt, der Katzenfloh Ctenocephalides felis felis. Allerdings wurde R.
felis auch bereits aus der Schildzecke Ixodes ricinus isoliert. Ob R. felis auch I.
ricinus als Vektor nutzen kann, muss noch untersucht werden (Dobler and Wolfel,

2009). Der Vektor von R. akari ist die Hausmausmilbe (Liponyssoides
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sanguineus), das dadurch ausgeldste Krankheitsbild der Rickettsialpocken wird
hauptsachlich in den urbanen Gegenden der USA beschrieben (Denison et al.,
2014).

SFG Rickettsien vermehren sich ausschlieBlich intrazelluldar durch Querteilung.
Die Ubertragung auf einen Vertebraten erfolgt durch blutsaugende Arthropoden
wéhrend des Saugaktes. Im Vertebraten werden die Bakterien durch induzierte
Phagozytose meist in Endothelzellen kleinerer Gefdlle aufgenommen und
vermehren sich dort sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern, den sie mithilfe

des wirtszelleigenen Aktins erreichen kénnen (Elfving et al., 2012).

Um sich selbst zu infizieren, missen die Zecken an einem infizierten Wirtstier
saugen. Ob eine Bakteriamie des Wirtstiers fiir die Infektion einer naiven Zecke
vorhanden sein muss wird kontrovers diskutiert (Levin et al., 2012; Rehacek,
1989) (Abb. 2). Die systemische Infektion der Zecke mit Rickettsien entwickelt
sich Uber die Mitteldarmzellen in die Koérperhdhle, Hamolymphe und die

Speicheldrisen, sowie schlielich in die Eierstocke (Socolovschi et al., 2009).

Als Ubertragungswege innerhalb der Zecken werden fiir Rickettsien die
transstadiale und die transovarielle Ubertragung, sowie die Ubertragung beim
Paarungsakt und durch Cofeeding beschrieben (Hayes et al., 1980; Philip and
Parker, 1933; Raoult and Roux, 1997; Socolovschi et al., 2009) (Abb. 2).
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Rickettsien Infektion Wirt durch

transovariell

cofeeding %

Infektion einer naiven Zecke
durch Saugaktan einem
infizierten Wirt

i infizierte Zecke

% transstadial

Paarungsakt

Abb. 2: Ubertragungswege der Rickettsien innerhalb der Zecken und von einem
Wirt

Zecken werden als das Hauptreservoir fiir Rickettsien angesehen, die Rolle von
Sdugetieren (u.a. Hund) und Vdgeln ist noch umstritten und Gegenstand der
aktuellen Forschung (Daiter, 1960; Giroud et al., 1959; Hornok et al., 2014; Levin
etal., 2012; Levin et al., 2014; Sprong et al., 2009).

1.4. Pravalenzen von Rickettsia helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R.
monacensis, R. massiliae und R. felis in Zecken in Europa und
Deutschland

Rickettsien der SFG sind bei in Deutschland heimischen Zecken weit verbreitet
(Dobler und Walfel, 2009), (Tab. 1). DNA verschiedener Rickettsien wurde aus
Schildzecken der Arten I. ricinus, I. hexagonus, Dermacentor marginales und D.
reticulatus isoliert (Dobler and Wolfel, 2009; Eshoo et al., 2014; Hartelt et al.,
2004; May and Strube, 2014; Overzier et al., 2013b; Pichon et al., 2006; Pluta et
al., 2010; Schicht et al., 2012; Schorn et al., 2011; Schreiber et al., 2014; Silaghi
et al., 2008; Silaghi et al., 2011; Speck et al., 2013; Tappe and Strube, 2013;
Wolfel et al., 2006). In Mitteleuropa und somit auch in Deutschland stellt 1.

ricinus mit ca. 90% der Zeckenpopulation die haufigste Art dar (Deplazes et al.,
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2012; Rufli and Mumcuoglu, 1981).

Die am hadufigsten vorkommende Rickettsienart mit den hochsten Prévalenzen ist
R. helvetica mit 3,5-52,2%. Sie wurde aus Zecken der Gattung I. ricinus aus
Standorten in ganz Deutschland isoliert (Tabelle 1).

Rickettsia raoultii und R. slovaca wurden ausschlieB8lich aus den Zeckenarten D.
reticulatus bzw. D. marginatus isoliert. Die Zeckenart D. marginatus wurde
entlang des Mains (Aschaffenburg) und im Saarland entlang der Saar, die
Zeckenart D. reticulatus im Rheintal (Loérrach), im Saarland entlang der Saar, in
stdlichen Bayern nahe Minchen und in einem renaturierten Braunkohlegebiet in
Sachsen untersucht. Die Préavalenzen fur R. raoultii bzw. R. slovaca lagen
zwischen 30,0-56,7% bzw. 0,8-13,3% (Pluta et al., 2009; Schreiber et al., 2014;
Silaghi et al., 2011).

DNA von R. monacensis wurde nur in niedrigen Pravalenzen von 0,2 bis 0,6% aus
I. ricinus isoliert. Alle Fundorte der positiv getesteten Zecken lagen, mit
Ausnahme von zwei positiven Zecken aus dem Raum Hannover, im Siden
Deutschlands (Dobler et al., 2009; Eshoo et al., 2014; Overzier et al., 2013b;
Schicht et al., 2012; Schorn et al., 2011; Schreiber et al., 2014; Silaghi et al.,
2008).

Rickettsia massiliae wurde bisher nur in einer Zecke der Art I. ricinus in
Ostbayern, R. felis in einer I. ricinus in Nordostbayern entdeckt (Dobler and
Wolfel, 2009).

Overzier et al. (2013b) untersuchten einen mdglichen Zusammenhang zwischen
der Infektionsrate von Zecken mit SFG Rickettsien und dem Habitat. Die
Infektionsraten waren in Weideland und Wald signifikant héher als in urbanen

Standorten.
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Tabelle 1: Spotted Fever Group Ricketts

Zecken in Abhangigkeit der geographischen Lage

uasyoesIapalN :IN ‘Uasyoes :NS ‘puelees ;s ‘UsfejisamulaylpioN :MEN ‘Biaquisuinpn-uspeg g ‘ulakeg :Ag ‘ullleg 39

(TT0Z “[B 38 1YBeEYIS) NS /1S /A9 GT %E'ET
(0T0Z “Ie 18 BIN|K) Ad 999 %8'0 ‘dds -@ BIRAOIS Y
(¥TOZ “e 18 48Q181Y2S) urieg 16T %E'T
(¥TOZ “Ie 10 48Q181Y2S) urieg X4 %E'6E
(1702 “12 38 1ybE|IS) NS /1S /AS 6SET %295
(0TOZ 1219 ®IN|d) Mg 999 %0'0€ ‘dds 'a 1mnoeu 'y
(600 ‘13410 pue J131qoQ) Ag Sayo1)1s0 1S %.T SnuIoL °| ael|issew o
(6002 ‘13410 pue J131q0Q) MAN /A9 0SvT %P0 SNUIDLI| STEIRY
(¥T0Z “Ie 12 J3q181Y2S) ujlieg 16T %'y snuoBexay |
(¥T0Z “|e 38 OOYsT) ‘ppNS 922 %6'0
(aETOZ 12 18 481ZJ3NQ) Ad 9812 %2'0
(2102 "2 12 1y01Y2S) IN 680T %P0
(TT0Z 12 18 Uloyas) Ad 65Ty %P0
(6002 ‘13419 pue 131q0q) Ad T6GE %9'0
(8002 “'Ie 18 1ybeyIS) Ad 1982 %S'0 snuIoU °| sisuaoeuow "y
(€T0Z "8 18 X08dS) uabui|ss3 /plajutais /plemutag Julliag /BinguieH /|a1s300H 297 %S'9
(¥T0Z “[e 18 J3Q181Y2S) ulpeg 16T %P'LE snuoBexay’ |
(€T0Z “[e1@dads)  usbulissy /pjasuIsls /plemulag jullseg /BinguieH /81S00H TlY %Y'LT
(¥TOZ “|e 38 OOYST) “ppNS 9z2 %8'9T
(Y702 “[e 18 J3Q184Y2S) urieg 502 %0'T79
(€70Z ‘8gnns pue adde]) JanouueH 0012 %2'9Z
(¥T0Z ‘8gnns pue Ae) finqueH 00vT %S'2S
(9€T0Z “*[e 18 481ZIBAO) Ad 9812 %S'8
(TT0Z “12 18 1YyBEIS) NS/1S /A9 20T %b'eT<
(2102 "2 12 1y21Y2S) IN 680T %6'CE
(6002 ‘13410M pue 131qoq) "ppns 16GE %2'9-G'E
(9002 “'[e 18 UOY2Id) ES] 12T %C'YT
(TT0Z e 18 UIoYs) Ad 65y %0'9
(8002 “[e 38 1yBeIS) Ag 1982 %8'y
(9002 “1e 18 13419M) Ag 712 %0'2T
(¥00Z "I 10 JaMeH) Mg 1811 %E'ET-9'S snuIou °| BONBAI3Y Y
ZUo13j)9y Co_mwm UsXdaz7 wuwumwwwm lyezuy sod 9% ww_Nmecwv_owN ww_an_mcw_mﬁwv_o_m




I1. Literaturlibersicht 14

Die sechs aus deutschen Zecken isolierten SFG Rickettsienarten (R. helvetica, R.
raoultii, R. slovaca, R. monacensis, R. felis, R. massiliae) sind auch im restlichen
Europa weit verbreitet (Parola et al., 2013). DNA von R. helvetica wurde
mindestens in 24 europdischen Staaten (z.B. Danemark, Italien, Portugal,
Schweden, Bulgarien) aus Zecken der Gattungen |I. ricinus, I. hexagonus, I.
arboricola und D. reticulatus isoliert (Parola et al., 2013). Abhéngig von
Jahreszeit, Entwicklungsstadium und Art der Zecke schwanken Prévalenzen
zwischen 8,0 und 44,0% (Parola et al., 2013). Funde von R. monacensis-DNA in
I. ricinus stammen aus Spanien, Portugal, Italien, Turkei, Schweiz, Luxemburg,
Schweden, Slowakei, Albanien, Ungarn, Bulgarien, Moldawien, Ukraine, Serbien,
Russland, Belarus und Polen mit Pravalenzen von 1,0 bis 57,0% (Parola et al.,
2013). DNA von R. slovaca und R. raoultii wurde in zahlreichen europaischen
Landern aus den Zeckengattungen D. reticulatus und D. marginatus mit
Prévalenzraten von 1,7-58,5% isoliert (Parola et al., 2013). Rickettsia massiliae
wurde bisher aus Rhipicephalus sanguineus, R. turanicus, R. pusillus, R. bursa
und 1. ricinus in acht verschiedenen Landern (ltalien, Spanien, Griechenland,
Serbien, Frankreich, Zypern, Polen, Argentinien) isoliert; Pravalenzen
schwankten zwischen 2,0 und 92,0% (Parola et al., 2013). Rickettsia felis-DNA
wurde in Europa aufler in Deutschland auch in Kroatien aus Zecken
(Haemophysalis spp.) isoliert; Pravalenzen lagen bei 20-26% (Duh et al., 2006;
Reif and Macaluso, 2009).

1.5. Pravalenzen von Reservoirtieren

Haydon et al. (2002) definiert ein Reservoir als ein oder mehrere Populationen aus
dem Tier- oder Pflanzenreich, sowie spezielle Umweltbedingungen, in denen ein
Pathogen dauerhaft (berleben und von dem es auf die definierte Zielpopulation

ubertragen werden kann .

Tierarten wie z.B. Vogel, Mé&use und Hunde werde als Reservoirtiere fir
Rickettsien der SFG diskutiert (Hornok et al., 2014; Levin et al., 2012; Schex et
al., 2011). Levin et al. (2012) untersuchten in einer Infektionsstudie mit R. conorii
die Reservoirkompetenz des Hundes. Nicht infizierte Hunde konnten sich durch
den Stich R. conorii positiver Rhipicephalus sanguineus infizieren; ebenso war es
moglich, dass naive Zecken durch den Kontakt mit einem infizierten Hund den

Erreger aufnehmen konnten.
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Schex et al. (2011) untersuchten kleine S&ugetierarten wie die Gelbhalsmaus
(Apodemus flavicollis), die Waldmaus (Apodemus sylvaticus) und die Rotelmaus
(Myodes glareolus) mittels PCR auf Rickettsien der SFG. Die Prévalenzen lagen
bei 5,2-11,6%; es konnten die Rickettsienspezies R. felis und R. helvetica
identifiziert werden. Overzier et al. (2013a) untersuchten Milz-, Blut- und
Hautproben von Rehwild mittels PCR auf Rickettsien der SFG, konnten aber
keine Rickettsien-DNA nachweisen.

Damit erscheinen Hunde und Kleinsduger als mogliche Reservoirwirte, flr die
Reservoirfunktion von Rehwild konnten keine Anhaltspunkte gefunden werden
(Levin et al., 2012; Overzier et al., 2013a; Schex et al., 2011).

1.6. Seropravalenzen bei Mensch und Tier
Seroprévalenzstudien Uber die Antikorperbildung gegen SFG Rickettsien beim
Menschen, bei Hunden und anderen Tieren gibt es in Deutschland und Europa nur

wenige (Tabelle 2).

Seropravalenzen beim Menschen

Die Seroprdvalenzen in humanen Studien mittels Immunofluorescence assay
(IFA) und Complement fixation test (CFT) reichen von 1,2-55,0% (Tab. 2).
Auffallend ist ein Anstieg der Seroprévalenz uber die Jahre. Im Jahr 1977 lag die
Seropravalenz noch bei 1,2%, im Jahr 2012 lag sie bei bis zu 65,0% (Schmatz et
al., 1977; Wolfel et al., unpublished). Die untersuchten Personengruppen haben
einen Einfluss auf die gefundene Seroprdvalenz. Bei Blutspendern lagen die
Préavalenzen nur bei 1,2-9,5%, wahrend sie bei den Risikogruppen Jager und
Waldarbeiter bei 9,1% bzw. 11,0-55,0% lagen (Jansen et al., 2008; Schmatz et al.,
1977; Sonnleitner et al., 2013; Wdlfel et al., unpublished).

Seroprévalenzen bei Tieren

Die Seropravalenzen bei Hunden liegen je nach Rickettsienspezies zwischen 5,7-
89,5% (Tab. 2). Hier macht es einen Unterschied, ob es sich um ein Gebiet
handelte, in dem auch bei Menschen schon mehrere Krankheitsfalle der
untersuchten Rickettsiose aufgetreten waren. In diesen Gebieten zeigten sich sehr
hohe Prévalenzen. Zum Beispiel in einem Gebiet in Arizona, in dem humane Félle
von Rocky Mountain Spotted Fever (RMSF) aufgetreten waren, hatten 70% der
97 Hunde einen positiven ImmunglobulinG (1gG)-Antikorpertiter gegen R.
rickettsii (Demma et al., 2006). Harrus et al. (2007) untersuchte die Seren von 85
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Hunden aus zwei Dorfern in Israel, in denen auch humane Falle von
Mediterranean Spotted Fever (MSF) aufgetreten waren. Dort zeigten 81% der
Hunde einen positiven 1gG-Antikorpertiter auf R. conorii.

Bei Katzen wurden Seropravalenzen von 1,9-27,8%, bei Wildtieren 27,2% und
bei Farmtieren Seropravalenzen von 11,4% festgestellt (Lledo et al., 2014; Segura
et al., 2014). Keine Antikorper wurden bei den Tierarten Schaf, Wolf, Marder,
Ostschermaus, Hermelin, Kleinwiesel, Iltis und Fuchs gefunden (Lledo et al.,
2014).
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Tabelle 2: Spotted Fever Group Rickettsiae: Uberblick Seropravalenzen bei

Mensch und Tier — Ausziige aus der Literatur
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1.7. Klinik
Die verschiedenen SFG Rickettsien konnen beim Menschen und beim Hund

unterschiedliche Krankheitsbilder ausldsen.

Rickettsiosen beim Menschen

Allgemein sind die Rickettsiosen des Menschen durch Fieber, Kopfschmerzen,
Exantheme sowie Veranderungen im Blutbild und Serumchemie (z.B.
Thrombozytopenie, abnorme Leukozytenwerte und erhohte Leberwerte)
gekennzeichnet (Parola and Raoult, 2001; Walker, 2007). Charakteristisch sind
der makulopapuldre Hautausschlag und der typische Eschar oder ,,tache noire* um
die Zeckenstichstelle. Dabei handelt es sich um nekrotisches, schwarzlich

verfarbtes Gewebe, das von einem rotem Hof umgeben ist (Brouqui et al., 2004).

Die bedeutendste Rickettsiose ist das RMSF, das durch R. rickettsii ausgelost
wird. Es fuhrt noch immer in 20-40% der Félle zum Tode des Patienten.
Fallbeschreibungen gibt es aus Kanada, den USA, Mexiko, Costa Rica, Panama,
Argentinien, Brasilien und Kolumbien (Parola et al.,, 2013). Neben der fur
Rickettsiosen typischen Symptomatik kann es zu Komplikationen wie
Enzephalitis und Gerinnungsstérungen kommen (Demma et al., 2006). Im
Mittelmeerraum ist die bedeutendste Rickettsiose das MSF, welches durch R.
conorii verursacht wird. Die Symptome sind fiir eine Rickettsiose typisch und es
treten aullerdem Muskel- und Gelenkschmerzen auf (Harrus et al., 2007).

Die sechs verschiedenen in Deutschland vorkommenden Rickettsienarten haben
ebenfalls humanpathogenes Potential (Dobler and Wdlfel, 2009; Nilsson et al.,
1999; Oteo et al., 2004; Oteo and Portillo, 2012).

Rickettsia helvetica wurde 1979 erstmals aus Zecken der Spezies . ricinus aus der
Schweiz isoliert (Beati et al., 1993; Burgdorfer et al., 1979). Circa 20 Jahre lang
galt diese Rickettsienart als apathogen, bis Nilsson et al. (1999) R. helvetica mit
einer Perimyokarditits und einem plétzlichen Herztod in Verbindung brachten. Es
folgten Fallbeschreibungen mit mildem spezifischen Fieber in Frankreich,
Thailand und Italien (Parola et al., 2005). Die Pathogenitat wird allerdings von
einigen Rickettsiologen immer noch kontrovers diskutiert (Parola et al., 2013;
Walker et al., 2003).
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Rickettsia felis 16st das sogenannte ,,flea-borne spotted fever aus (Dobler and
Wolfel, 2009; Madeddu et al., 2012). Der Erreger wurde 1990 das erste Mal als
rickettsienartig beschrieben, 1992 wurde er dann aufgrund der R. typhi dhnlichen
Morphologie der TG zugeordnet (Adams et al., 1990; Azad et al., 1992). Erst seit
der molekularen Beschreibung von Bouyer et al. (2001) wird R. felis der SFG
zugeordnet. Der erste humane Krankheitsfall wird 1994 in Texas beschrieben
(Schriefer et al., 1994); mittlerweile sind Félle aus mindestens 12 verschiedenen
Landern weltweit bekannt (Reif and Macaluso, 2009).

Rickettsia massiliae und R. monacensis sind Ausloser des ,tick-bite fever*
(Dobler and Wolfel, 2009). Der erste Fall einer Infektion mit R. massiliae wurde
2005 nachgewiesen. Dabei handelte es sich um einen Fall von 1985, der
falschlicherweise als R. conorii Infektion diagnostiziert worden war. Der 45-
jahrige Patient hatte Fieber, einen makulopapuldren Ausschlag an Handflachen
und Sohlen und eine ggr. Hepatomegalie (Parola et al., 2005; Vitale et al., 2006).
Rickettsia monacensis wurde in einer Fallstudie Uber zwei Patienten aus Spanien
beschrieben, die Fieber, Kopf- und Gelenkschmerzen sowie makulopapuldren
Ausschlag zeigten (Jado et al., 2007). In einer Fallstudie aus 2011 wird ein 28-
jahriger, mit R. monacensis infizierter Mann beschrieben, der Fieber,
Kopfschmerzen sowie eine von Erythem und Odem umgebene krustige Lésion
zeigte (Madeddu et al., 2012).

Rickettsia slovaca ist Verursacher der tick-borne lymphadenitis (TIBOLA) oder
Dermacentor-borne necrosis erythema lymphadenopathy (DEBONEL). Dies ist
eine Erkrankung mit Fieber, Kopfschmerzen, regionaler Lymphadenopathie,
einem Eschar und geringfligigen Abweichungen in den Leberwerten. Der fur SFG
Rickettsiosen typische Ausschlag muss hier nicht zwangslaufig auftreten (lbarra
et al., 2006; Oteo et al., 2004; Parola et al., 2009). Das Krankheitsbild wurde auch
schon in Deutschland beschrieben (Rieg et al., 2011).

Rickettsia raoultii wurde gerade in jingerer Zeit durch Falle bekannt, die klinisch
der TIBOLA/DEBONEL ahneln (Mediannikov et al., 2008; Oteo and Portillo,
2012). In der Fallstudie von Switaj et al. (2012) wird Uber ein 17-j&hriges
Méadchen berichtet, das Symptome der TIBOLA/DEBONEL zeigt. Die
Untersuchung mittels eines micro-1FA, der mit 6 verschiedenen Rickettsienarten
gespottet wurde, konnte R. raoultii eindeutig als die am deutlichsten reagierende

Spezies einstufen. Auch Parola et al. (2009) konnte bei 8% von Patienten mit
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Symptomen, die der TIBOLA/DEBONEL entsprachen, Antikorper gegen R.

raoultii nachweisen.

Rickettsien beim Hund

SFG Rickettsien konnen auch beim Hund klinische Symptome auslésen. In
Nordamerika sind schwere Erkrankungen durch die Infektion mit R. rickettsii
beschrieben (Shaw et al., 2001). Symptome wie Lethargie bis hin zum Stupor,
zentralnervése Symptome wie Ataxie, Nystagmus und Ophistotonus und
dermatologische Veranderungen wie Erytheme und Ekchymosen sind typisch und
auf Vaskulitiden zuruckzufiihren (Paddock et al., 2002). In einer experimentellen
Infektion von Hunden mit R. rickettsii wurden drei Gruppen gebildet. Die erste
Gruppe wurde direkt mit infizierten Verozellen (R. rickettsii, Taiacu strain)
geimpft, die zweite Gruppe wurde durch den Kontakt mit je zehn infizierten
Amblyomma aureolatum Zecken mit R. rickettsii in Kontakt gebracht und die
dritte Gruppe diente als Kontrollgruppe. Alle Hunde der ersten beiden Gruppen
entwickelten  klinische Symptome wie Fieber, Lethargie, Anorexie,
Augenschaden, Thrombozytopenie und Andmie und es konnte Rickettsien-DNA
im Blut nachgewiesen werden. Der erste Nachweis gelang 3-8 Tage nach der

Infektion, die Bakteriamie dauerte etwa 3-13 Tage (Piranda et al., 2008).

Im Mittelmeerraum gibt es vereinzelte Fallberichte tber Infektionen von Hunden
mit R. conorii. Solano-Gallego et al. (2006a) berichten von drei Hunden, die
unabhéngig voneinander beim Tierarzt wegen Erbrechen, Anorexie, schlechtem
Allgemeinbefinden und intermittierender Lahmheit vorgestellt wurden. Durch
PCR, DNA-Sequenzierung und Antikérpermessung mittels IFA konnte R. conorii
als das ursachliche Agens identifiziert werden. Alexandre et al. (2011) testeten
400 gesunde Hunde und weitere 51, bei denen Verdacht auf eine durch Zecken
Ubertragene Erkrankung bestand, auf eine Infektion mit R. conorii. Die
Krankheitssymptome bestanden aus Fieber, petechialem Hautausschlag,
vermindertem Allgemeinbefinden, Erbrechen, Durchfall und Anorexie. In der
Gruppe der klinisch gesunden Hunde wurde eine Seroprévalenz von IgG-
Antikorpern gegen R. conorii von 38,5% festgestellt, bei den Kklinisch erkrankten
Hunden eine Seroprdvalenz von 68%. AuRerdem konnte bei sieben erkrankten
Hunden R. conorii-DNA aus dem Blut nachgewiesen werden.

Bisher gibt es in Deutschland keine Daten zur Seroprévalenz von Antikdérpern
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gegen Rickettsien der SFG beim Hund. Uber das Auftreten von klinischen
Symptomen, die durch SFG Rickettsien ausgeldst werden, ist ebenfalls noch

nichts bekannt.

1.8. Diagnostik
Zur Diagnose einer Rickettsieninfektion sind mehrere Schritte notig (Abb. 3).

Blutorob Biopsie/ Vektoren
utproben (z.B. Zecken)
Serum Blut mit Immunodetektion
Gerinnungshemmer
Serologie ' EDTA Citratblut
IFT ELISA Zellkultur
Farbung

(Immunofluoreszenz,
Giemenez, Giemsa)

PCR

Abb. 3: Diagnostische Mdglichkeiten bei Rickettsiosen
[Quelle: (Brouqui et al., 2004), modifiziert]

Die Klinik der Rickettsiosen zeigt sich beim Menschen circa 6 - 10 Tage und
beim Hund 3 - 8 Tage nach dem Zeckenstich (Brouqui et al., 2004; Piranda et al.,
2008).

Da die Symptome jedoch je nach beteiligter Rickettsienart variieren, sollte bei
unklarer Symptomatik, speziell bei nicht erklarbarem Fieber nach einem
Zeckenstich, eine weiterfilhrende Diagnostik eingeleitet werden (Parola et al.,
2013; Piranda et al., 2008).
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1.8.1.  Zellkultur.

Die Zellkultur ist eine der sichersten Methode eine Infektion mit Rickettsien
nachzuweisen. Diese Methode ist sehr spezifisch, aber nicht so sensitiv wie die
Serologie oder die molekulare Diagnostik mittels der quantitativen Polymerase
kettenreaktion (qQPCR) (Parola et al., 2013). Zur Kultivierung eignen sich
Blutproben [Vollblut mit Gerinnungshemmer Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
oder Heparin], Hautbiopsien (am besten aus dem Eschar) oder Arthropoden
(Parola et al., 2013). Die Proben missen vor einer antibiotischen Behandlung des
Patienten genommen und innerhalb von 24 Stunden verarbeitet werden (Dobler
and Wolfel, 2009; Parola et al., 2013). Da sich die Rickettsien ausschlieRlich
intrazellular vermehren konnen, eignen sich fur die Anzucht Zellkulturen [Vero,
L929, human erythroleukemia cell line (HEL), Xenopus laevis tissue culture
(XTC -2), Medical Research Council (MRC) 5] oder lebende Zellen
(embryonierte Huhnereier oder Méuse im Tierversuch) (Parola et al., 2005). Um
die Rickettsien in der Zellkultur nachzuweisen, kann diese mit einer Farbung nach
Gimenez mikroskopisch untersucht, mit einer Fluoreszenzfarbung detektiert oder
alternativ durch PCR untersucht werden (Brouqui et al., 2004). Trotz der
mittlerweile steigenden Erfahrung in der Anzucht von Rickettsien gehen bei 1/3
der infizierten Kulturen die Rickettsien bei der Passagierung in eine neue
Zellkultur verloren (Parola et al., 2005).

Allerdings ist diese Art der Diagnostik sehr aufwendig, langwierig und erfordert
erfahrenes Personal im Umgang mit Zellkulturen. Typischerweise erfolgt die
Kultivierung von Rickettsien nur in Sicherheitslaboratorien der Stufe 3 (Parola et
al., 2005).

1.8.2. Molekularbiologische Methoden

Der molekularbiologische Nachweis einer Rickettsieninfektion beim Mensch
gelingt am besten aus Biopsiematerial des Eschars, aber auch EDTA- oder Citrat-

Vollblut kénnen verwendet werden (Brouqui et al., 2004).

Es stehen gattungs- und speziesspezifische PCR-Verfahren zur Verfligung
(Dobler and Walfel, 2009). Bei den gattungsspezifischen Verfahren ist eine
Sequenzanalyse zur Abgrenzung der verschiedenen Rickettsienarten unabdingbar.
Die speziesspezifischen PCR-Verfahren sind mittlerweile fir haufige

vorkommende Rickettsienarten wie z.B. R. conorii, R. rickettsii, R. typhi, R.
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slovaca und R. helvetica verfugbar (Dobler and Wélfel, 2009). Es werden
verschiedene PCR-Verfahren wie die gPCR und die nested PCR angewandt, die je
nach angewandten Primern verschiedene Genabschnitte [Oberflachenprotein A
(ompA), Oberflachenprotein B (ompB), Citrat-Synthase-Gen (gItA), gene D]

amplifizieren kénnen (Fournier and Raoult, 2004; Parola et al., 2005).

1.8.3. Serologie

Historisch gesehen war der Weil-Felix-Test der Goldstandard zum serologischen
Nachweis von Rickettsien. Dabei wurde die Kreuzreaktivitdt zwischen den
Rickettsien und einem Proteus vulgaris-Stamm genutzt und die Agglutination
bewertet. Da die Sensitivitat und Spezifitat dieses Tests aber nicht sehr hoch sind,

wurde er durch die Immunfluoreszenz abgeldst (Brouqui et al., 2004).

Fluoreszein-Isothiocyanat

Sekundarantikérper

A Antikorper

Abb 4: Prinzip des Immunfluoreszenztest

Der Mikro - Immunfluoreszenz-Antikorper-Test (micro-IFA) gilt momentan als
Referenzmethode in der serologischen Diagnostik von Rickettsiosen (Parola et al.,
2005). Hierbei binden Serumantikorper an auf einem Objekttrager fixierten
Antigenen. Ein mit Fluoreszein-Isothiocyanat konjugierter Sekundarantikorper
bindet an den Serumantikdérper und kann dann unter dem Fluoreszenzmikroskop
gesehen werden (Abb. 4). Um akute Infektionen zu erkennen kénnen die IgM-
Antikorper aus einem akuten Serum, oder die IgG-Antikdrper aus einem
Serumpaar gemessen werden. Die Behandlung mit Antibiotika kann dabei die
Bildung von Antikérpern unterdriicken. Brouqui et al. (2004) beschrieb den
micro-IFA als sinnvolle Methode durch paralleles Testen von bis zu neun
verschiedenen Rickettsienspezies in einem Feld eine Speziesdifferenzierung durch

Bestimmung der Endtiter durchzufiihren. Voraussetzung ist allerdings das Wissen
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um die in der Region vorkommenden Rickettsienarten (La Scola and Raoult,
1997).

Der Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA) gilt als sensitive Methode, die
leicht durchzufiihren ist. Das nachzuweisende Antigen wird hierbei an eine
Mikrotiterplatte gebunden. Sind im zu testenden Serum Antikdrper gegen das
nachzuweisende Antigen enthalten, konnen sie an diesem binden. Ein Enzym-
gekoppelter Sekundérantikérper bewirkt dann einen Farbumschlag eines
zugesetzen Substrats, der photometrisch gemessen wird. Mit ihm kann auch eine
Differenzierung zwischen 1gG- und IgM-Antikdrpern durchgefiihrt wurden (La
Scola and Raoult, 1997). Zuerst wurde der ELISA fir R. typhii und R. prowazekii
entwickelt, spéater gab es diverse Adaptionen zum Beispiel an R. rickettsii (La
Scola and Raoult, 1997). Modifikationen der Methode ELISA gab es auch durch
Furuya et al. (1991) indem ausschlieBlich monoklonale Antikorper zur Detektion
des Antigens genutzt sowie durch Do et al. (2009) indem rekombinante Proteine

(ompA bzw. OmpB) als Antigen verwendet wurden.

Der Westernblot kann aufgrund der Kreuzreaktivitat der Rickettsienarten falsch-
positive Ergebnisse ergeben, aber gerade wenn mit Seren Dbereits eine
Vorabsorption durchgefiihrt wurde, kann er helfen, die verschiedenen
Rickettsienarten zu differenzieren. Diese Technik wird momentan allerdings nur
in wenigen Referenzlaboratorien durchgefiihrt (Brouqui et al., 2004; Dobler and
Wolfel, 2009).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Probensammlung und —material

Serum- und EDTA-Blutproben von Hunden wurden von August 2012 bis Januar
2014 gesammelt. Zusatzlich wurde zu jedem Hund ein Fragebogen vom

betreuenden Tierarzt in Zusammenarbeit mit den Besitzern ausgefullt.

Die Proben stammen aus allen Regionen Deutschlands. Zur geographischen

Auswertung wurde Deutschland in funf Regionen unterteilt (Abb. 5).

5 Regionen:

Stiden

PLZ (Postleitzahl)-Bereiche 7,
8, 93,94

Norden

PLZ-Bereiche 1 (ohne 14, 15),
2

Westen

PLZ-Bereiche 35, 4,5, 6
Osten

PLZ-Bereiche 0, 14, 15, 90,
91, 92, 95, 96

Mitte

PLZ-Bereiche 3 (auRer 35),
97, 98, 99

Abb. 5: Geographische Einteilung Deutschlands in funf Regionen

1.1. Ein- und Ausschlusskriterien

Fur die Hunde in der Studie galten folgende Ein- und Ausschlusskriterien:
Einschlusskriterien:

e Spezies Hund

e Herkunftsland Deutschland
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e Hund darf Deutschland nie verlassen haben
e Blutentnahme muss aus anderen Grunden als der Studie erfolgen

e die Minimaldaten missen vorhanden sein
Ausschlusskriterien

e Importhunde
e Hunde die Deutschland schon einmal verlassen haben (Urlaub etc.)
e Minimaldaten (siehe 111.1.2.) nicht vorhanden

¢ Blutentnahme aus klinischen Griinden nicht notwendig

1.2. Minimaldaten und zuséatzliche Daten

Mittels eines Fragebogens wurden zu jedem Hund die Minimaldaten sowie einige
zusétzliche Daten wie folgt erhoben:

Minimaldaten:
o Alter
e Geschlecht
e Rasse
e Wohnort
e Gesundheitszustand (gesund/krank)
e Zeckenprophylaxe (ja/nein/unbekannt) bzw. Zeckenbefall
e Datum der Blutentnahme
e Vorstellungsgrund
zusatzliche Daten:
e klinische Symptomatik
e Nutzungsart (Jagdhund, Wachhund, Rettungshund, Familienhund)

e Haltungsform, Spaziergewohnheiten
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2. Laboruntersuchungen

2.1. Blut- und Buffy Coat-Ausstriche

Aus EDTA-Blutproben wurden jeweils ein Blutausstrich und ein Buffy Coat
Ausstrich angefertigt. Zur Herstellung des Buffy Coat wurde das EDTA-Blut fr
5min bei 7000U/min in einer Mikrokapillare zentrifugiert und aus der
Grenzschicht zwischen roten Blutkérperchen und dem Blutplasma ein Ausstrich
angefertigt (Abb. 6).

<«<——— Mikrokapillare

Plasma ——>

Buffy Coat ————

Erythrozyten — =

Abb. 6: Auftrennung des Vollbluts in einer Mikrokapillare nach Zentrifugation

AnschlieBend wurden der Buffy-Coat- und der Blutausstrich in Methanol 10min

fixiert und 45min mit Giemsaldsung angeféarbt.

Die Ausstriche wurden mit einem Lichtmikroskop (Leitz Diaplan, Wetzlar,

Deutschland) unter einer 100x VergréRerung auf Blutparasiten durchgemustert.

2.2. ELISA

Alle Serumproben wurden mittels eines kommerziellen Testkits auf Antikorper



111. Material und Methoden 28

der SFG Rickettsien gescreent. Hierbei kam der Spotted fever group canine 1gG
ELISA Kit von Fuller Laboratories nach Anweisung des Herstellers zur
Anwendung (Fuller Laboratories, Fullerton, Kalifornien, USA).

Zunéchst wurden alle Patientenseren, die Positiv- und Negativ-Kontrollen sowie
der Cut-off Calibrator mit einer LOsung aus phosphate buffered saline (PBS)-
Puffer und bovinem Serumalbumin 1:100 verdinnt, 100ul davon auf eine
Mikrotiterplatte pipettiert und fir 60min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation fanden vier Waschvorgange mit einem PBS Waschpuffer (pH 7,2)
statt. AnschlieBend wurden in jede Vertiefung 100pl Enzymkonjugat [IgG
horseradish peroxidase (HRP) Konjugat] pipettiert und die Platte fur 30min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgten wieder vier Waschvorgange
mit  PBS-Waschpuffer. Danach  wurden in jede Vertiefung ein
Tetramethylbenzidine (TMB) Substrat, aus Wasserstoffperoxid und TMB,
pipettiert, dessen Reaktion nach genau 10min mit einer Stopp-Ldsung aus
verdiinnter Schwefelsdure unterbrochen wurde. Anschlielend wurde die
Absorption in einem ELISA Reader (LEDetect 96, Lengau, Austria) mit einer
Wellenldnge von 450nm gemessen (Abb. 7). Der Cut-off-Wert wurde aus den
Mittelwerten des Cut-off Calibrators bestimmt und gleich 1 gesetzt. Werte von 0,9
— 1,1 liegen im fraglichen Bereich, Werte <0,9 gelten als negativ, Werte >1,1 als

positiv.

Abb. 7 : ELISA-Titerplatte kurz vor der Auswertung im ELISA-Reader
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2.3. Mikro-Immunfluoreszenz

2.3.1. Herstellung der micro-1FA Slides

Die Anzucht der fiunf Rickettsienarten R. helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R.
monacensis und R. felis wurde in sogenannten ,,slide flasks* durchgefiihrt. Dabei
handelt es sich um spezielle Zellkulturflaschen, bei denen die Anzucht direkt auf
dem Objekttrager (=slide) erfolgt. Darlber liegt die Flasche (=flask). Das hat den
Vorteil, dass man die Zellen direkt beurteilen kann und sie nicht erst auf einen
Obijekttrager tberfuhren muss (Abb. 8).

Abb. 8: Slide flask (Quelle: www.sarstedt.com, 06.02.2015)

Alle Zellen wurden mit 1ml des jeweiligen Inokulums beimpft (Tab. 3) und nach
1Std. wurde das Kulturmedium hinzugegeben. Die Anzuchtzeiten und

Temperaturen variierten von Spezies zu Spezies (Tab. 3).


http://www.sarstedt.com/
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Tab. 3: Anzucht der in dieser Studie verwendeten Rickettsien in Zellkultur:

verwendetet Stdamme, Zelllinien, Anzuchtzeit und -temperatur

Rickettsienspezies  Zellkultur Anzuchtzeit Anzuchttemperatur  Kulturmedium
R. helvetica Vero E6 19 Tage 32°C MEM
(strain AS891, (38 Passage) IXNEAA
0,
6 Passage) 3%FKS
R. felis MEL-2 14 Tage 28°C Insectomed
(strain ELB, (8 Passage) express,
Fuller Laboratories, Biochrom,
Fullerton, Berlin,
California, Germany
1 Passage)
R. raoultii Vero E6 9 Tage 28°C MEM
(strain Khabarovsk, (47 Passage) IXNEAA
Fuller Laboratories, 3%FKS
Fullerton,
California,
1 Passage)
R. slovaca Vero E6 9 Tage 32°C MEM
(strain RU 828, (39 Passage) IXNEAA
2 Passage) 3%FKS
R. monacensis Vero E6 14 Tage 28°C MEM
(strain AS 78, (18 Passage) IXNEAA
5 Passage) 3%FKS

FKS: fotales Kalberserum

MEL: Murine erythroleukemia

MEM: Mimimal essential medium

NEAA: Non-essential amino acid

Nach der Ernte des Zellrasens mittels Schaber wurde dieser zur Inaktivierung
formalinisiert (24,33ml Zellsuspension und 0,67ml Formalin 37%) und 1Std bei

4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Rickettsien mittels Nadeldisruption aus

ihren Zellen freigesetzt, der grobe Zellschrott durch zweimaliges Zentrifugieren

(1000g, 4 °C, 5min.) entfernt und der Uberstand weiterverarbeitet.

Danach wurden die Rickettsien durch zweimaliges zentrifugieren (17000g, 4°C,

5min.) pelletiert und in 100l PBS resuspendiert.
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Zur Feststellung der Rickettsiendichte wurde die fertige Suspension in
verschiedenen Stufen mit PBS verdinnt (1:2, 1:5, 1:10, 1:100, 1:200) und eine
Probefarbung mit IFA und Diff-Quick ® (Polysciences, Warrington, USA) zur
Feststellung der Dichte durchgefiihrt. Um die Unterschiede in der Dichte der
Suspensionen auszugleichen wurden die Rickettsienarten R. slovaca, R.
monacensis und R. felis mit PBS 1:10 verdunnt. Rickettsia raoultii und R.

helvetica wurden in unverdinnten Suspensionen weiterverarbeitet.

Die Suspensionen wurden auf einem Objekttrager mit 10 Feldern mittels einer
Tuschefeder (Spitzfeder, 0,5mm) aufgetragen (fiinf verschiedene Rickettsienarten
je Feld), luftgetrocknet und anschlieend in einer Methanol/Aceton-Ldésung (1:1)
fir 30min fixiert (Abb. 9).

lelojelele
OO000 00

F:R. felis

R:R. raoultii

S:R. slovaca
H:R. helvetica
M: R. monacensis

Abb. 9: Objekttrager mit funf verschiedenen Antigenen auf einem Feld

2.3.2. Durchfihrung der Immunfluoreszenztests

Bei jeder neuen Reihe wurden eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle
mitgefihrt. Insgesamt 30ul der Patientenverdinnungen und der Kontrollen
wurden auf die einzelnen Felder pipettiert und 45min bei 37°C in einer feuchten
Kammer inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrdger mit 0,2%igem PBS-
Tween (Euroimmun, Libeck, Deutschland) abgespilt und zusatzlich 3x5min auf
einem Schuittler in einer Kuvette mit 0,2%igem PBS-Tween gespult. Nach leichter
Antrocknung des Objekttragers wurden je 10ul FITC (Fluorescein isothiocyanat)
anti-Hund Immunoglobulin G-Konjugat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in der
Verdunnung 1:20 mit 1 Tropfen Evans-Blue auf die Felder pipettiert. In Folge
wurden die Objekttrager noch einmal 30min bei 37°C in einer feuchten Kammer

inkubiert. Danach erfolgte der Spulvorgang analog zu diesem nach der ersten
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Inkubation. AbschlieBend wurden die Objekttrager luftgetrocknet und mit einem

Eindeckmedium (Dako, Carpinteria, Kalifornien, USA) eingedeckt.

Die fertigen Objekttrager wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Leica 5000,

Wetzlar, Deutschland) unter einer 40xVergroRerung beurteilt.

2.3.3. Screening der Proben
Das Screening der Serumproben erfolgte bei einer Verdiinnung von 1:128. War in
dieser Verdunnung mindestens eine der Rickettsienarten reaktiv, wurde die

Serumprobe als positiv eingestuft.

2.3.4. Austitration

Es wurden 50 positive Serumproben je Region (gesamt 250 Serumproben) mittels
eines Zufallsgenerators (Quelle: http://rechneronline.de/zufallszahlen/, 20-05-
2014) ausgewdhlt und bis zum Endtiter austitriert.

Die Rickettsienart, die mit zwei Titerstufen Abstand den hdchsten Endtiter zeigte,
wurde als die Infektion verursachende Art eingestuft. Fluoreszierten mehrere
Rickettsienarten im Endtiter wurde die Serumprobe als nicht differenzierbar

gewertet.

3. Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mit SPSS® version 21.0.1., SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA durchgefihrt. Die exakten Konfidenzintervalle (ClI 95%) der
Préavalenzen wurden mit der Clopper und Pearson Methode berechnet (Clopper
and Pearson, 1934).

Bei der  Auswertung der ELISA-Ergebnisse  wurden  folgende
Berechnungsmethoden angewandt: Die Korrelationen zwischen Alter, Geschlecht,
Rasse, Region, Zeckenbefall, Gesundheitszustand und seropositiven Hunden
wurden mit dem y?-Test berechnet. Statistische Signifikanz wurde fiir p<0,05 und

far multiple Vergleiche fir p<0,0083 nach Bonferroni-Korrektur angenommen.

Bei der Auswertung der micro-IFA Ergebnisse wurden folgende statistische
Berechnungen verwendet: Die Korrelationen zwischen Region und seropositiven
Hunden wurden mit dem 2-Test und bei kleinen Probenzahlen mit dem exakten

Test nach Fisher berechnet. Statistische Signifikanz wurde fir p<0,05


http://rechneronline.de/zufallszahlen/
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angenommen und fur multiple Vergleiche fur p<0,01 nach Bonferroni-Korrektur

angenommen.

Beim Vergleich der Testsysteme ELISA und micro-IFA wurden die Sensitivitat
bzw. Spezifitat des ELISA wie folgt berechnet:

Sensitivitat (true positive rate = TPR) = TP (true positive)/ P (positive);

Spezifitat (SPC, true negative rate) = TN (true negative)/ N (negative);

TP und TN: Seren die positive bzw. negative auf SFG Antikdrper mit dem micro-
IFA getestet wurden;

P und N: Seren die positiv bzw. negativ mit dem ELISA getestet wurden.
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V. ERGEBNISSE

1. Probenmaterial

Es wurden 605 Serumproben und 301 EDTA-Proben von 605 Hunden gesammelt.

Die Aufteilung des Probenmaterials nach Region und erhobenen Daten der Hunde

wird in Tabelle 4 gezeigt.

Tab. 4: Aufteilung Probenmaterial von Hunden in Deutschland nach den

verschiedenen Kriterien

Anzahl der Serumproben

%

Region Stiden 62 10,2%
Norden 61 10,1%
Westen 148 24,5%
Osten 280 46,3%
Mitte 54 8,9%
Geschlecht mannlich 285 47,1%
weiblich 320 52,9%
Rasse Rassehund 461 76,2%
Mischling 144 23,8%
Alter 0-2 Jahre 127 21,0%
2-7 Jahre 280 46,3%
>8 Jahre 198 32, 7%
Gesundheitszustand gesund 383 63,3%
krank 211 34,9%
keine Angabe 11 1,8%

2. Publikationen

Die Ergebnisse hinsichtlich Seropravalenzen, Differenzierung der Rickettsienarten

und statistischer Auswertung wurden in zwei Publikationen in englischsprachigen

Journals mit Gutachtersystem veréffentlicht.
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Abstract

Tick-transmitted Spotted fever group Rickettsiae (SFGR) are considered emerging
disease pathogens in Europe. To assess the situation in Germany a
seroepidemiologic survey of dogs (n= 605, which have never left Germany) was
conducted to determine the prevalence of antibodies to SFGR. For this purpose, a
commercially available ELISA test for all SFGR was used. A total of 78% of the
dogs were positive for antibodies of the SFGR and there was a positive correlation
between age, tick-infestation and seropositivity. There was no correlation between
clinical state, location and seropositivity, suggesting that infection with rickettsia
is neither related to the health condition of the dogs nor to their abode in
Germany. According to our results, all of Germany can be considered as an
endemic area for SFGR. This should be taken into account when assessing the

epidemiology of human rickettsioses and their impact on public health.

Keywords: Spotted Fever Group Rickettsia, prevalence, antibodies, dogs

Introduction

Rickettsia spp. are obligate intracellular bacteria which are transmitted by
arthropods (Parola et al. 2013; Raoult and Roux 1997). They are divided into the
Spotted Fever Group (SFG), the Typhus Group, the R. bellii group and the R.
canadensis group (Parola et al. 2013). The SFG Rickettsiae (SFGR) are, with the
exception of R. felis and R. akari, transmitted exclusively by ticks (Raoult and
Roux 1997). Several previous studies showed the presence of at least six SFG
Rickettsia species (R. helvetica, R. monacensis, R. raoultii, R. slovaca, R. felis and
R. massiliae) in ticks in Germany with prevalences varying between 0.4% and
56.7% (Silaghi et al. 2008; Dobler and Wolfel 2009; Silaghi et al. 2011; Overzier
et al. 2013). The findings of R. felis and R. massiliae in I. ricinus were single
detections and their epidemiological meaning requires further clarification
(Dobler and Wolfel 2009).

These six species have been associated with disease in humans (Dobler and
Wolfel 2009; Nilsson et al. 2010; Oteo et al. 2004). Interestingly, only a few
clinical cases have thus far been reported in Germany. Reasons may be an
underdiagnosing of the disease due to a lack of awareness and knowledge

amongst physicians about rickettsial diseases and the partly unspecific symptoms
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like fever, headache, muscle pain and local lymphadenopathy. Besides some
people infected with rickettsiae remain asymptomatic (Jansen et al. 2008; Elfving
et al. 2008). Typical rash and inoculation eschar at the tick bite site are not seen in
every clinical case (Parola et al. 2013). In a seroprevalence study on 256 hunters
in Germany in 2008, 9.1% had antibodies against the SFG Rickettsiae which
demonstrated exposure to Rickettsia spp. for humans in Germany (Jansen et al.
2008). Hunters with antibodies reported clinical signs like arthralgia, fever and
swollen lymph nodes more frequently than the ones without, even though the
difference was not statistically significant. None of the seropositive hunters
reported an eschar (Jansen et al. 2008). Dogs can serve as a sensitive indicator for
the presence and magnitude of the exposure for humans to tick-borne diseases
(Tesouro et al. 1998), as they are a constant companion for humans and are

comparably much more exposed to ticks.

Until now, nothing is known about the prevalence of SFGR in dogs in Germany.
Therefore the aim of this study was to collect first data about seroprevalences of
antibodies against SFGR in dogs in Germany and to examine the correlation
between several risk factors and seropositivity. This will contribute to the
knowledge of the epidemiological situation in Germany, and will give a first hint

for evaluating the risk for humans to be exposed to SFGR.

Materials and Methods

Altogether, 605 serum samples and 301 EDTA-samples of dogs (n=605) from all
areas of Germany were collected from August 2012-January 2014 (figure 1).
Inclusion criteria for the dogs to enter the study were (i) Germany as the place of
birth, (ii) never having left Germany in their lifetime, (iii) reason of blood
collection another than the study and (iv) presence of the minimal data. The
minimal data for each dog were collected with a questionnaire for the owner and
included data on blood collection, sex, age, breed, location, clinical state (healthy
or sick) and tick infestation. Additional information were presenting reasons,
clinical symptoms, walking habits and kind-of-use (hunting dog, family dog etc).
Exclusion criteria for the dogs were import from abroad, travel outside of
Germany, minimal data not complete and/or blood collection not necessary for a

clinical reason.
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Figure 1

Distribution of origin of dogs included in this study on seroprevalence of Spotted
Fever Group Rickettsiae in Germany. Each dot represents a dog.

Blood and buffy coat smears were made out of the EDTA-samples, stained with
Giemsa and screened microscopically at a 1000x magnification for blood
parasites. Each serum sample was tested for the presence of IgG-antibodies
against SFGR with a commercial ELISA according to the manufacturer’s
instructions (Canine Spotted Fever Rickettsia EIA IgG Antibody Kit, Fuller
Laboratories, Fullerton, California, USA). The cutoff value was defined as the
mean value of the two cutoff calibrator absorbances and set at an index of 1.
Indices of 0.9 to 1.1 were considered equivocal, indices above 1.1 were positive,

indices below 0.9 were considered negative.

Statistical analyses were done with SPSS® version 21.0.1., SPSS Inc., Chicago,
IL, USA. Correlations between age, sex, breed, location, tick infestation, clinical
state and seropositivity were compared with the y?-test. Statistical significance

was considered at a p-value <0.05 and corrected for multiple comparisons with
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the Bonferroni adjustment to p<0.0083. 95% Confidence intervals (CI) were
calculated individually for each proportion with the Clopper and Pearson method.
Three of the 605 serum samples tested equivocal and were not included in the

statistical analysis.

Results

In total 469 out of 602 (77.9%; Cl. 74.4%-81.2%) of the dogs were positive for
antibodies against the SFGR. Blood pathogens were neither directly visible in any

of the Giemsa-stained blood smears nor in the buffy coats.

The seroprevalences in the different locations were 52 out of 62 (83.9%; CI:
72.3%- 92.0%) in the south, 47 out of 61 (77.0%; Cl: 64.5%-86.9%) in the north,
112 out of 147 (76.2%; Cl: 68.5%-82.8%) in the west, 211 out of 278 (75.9%); CI:
70.4%-80.8%) in the east and 47 out of 54 (87.0%, Cl: 75.1%-94.6%) in the
middle of Germany. There was a statistically significant positive correlation of

seroprevalence with age and tick infestation (Table 1).
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Table 1: Seropositivity for Spotted Fever Group rickettsia in dogs in Germany

regarding age and tick infestation (p<0.0083)

No. N
. % positive
Category seropositive/ ) p-value
No. total
age p<0.0001
457 %
0-2
yg:rr;g; ( 58/127 (36.8%-
Y 54.7%)
82.6 %
aﬁ::;(” 228/276 (77.6%-
Y 86.9%)
senior (>8 92.0%
ears) 183/199 (87.3%-
4 95.3%)
tick
i i <0. 1
infestation p<0.000
none 57.1%
observed 16/28 (37.2%-
75.5%)
70.3%
<5
ticks/month 163/232 (63.9%-
76.1%)
94.5 %
5-20
ticks/month 52/55 (84.9%-
98.9%)

No statistically significant difference was observed for sex (p =0.82), breed (p =
0.54), location ( p = 0.31) and clinical state (p = 0.66).

Discussion

The study revealed that >75% of dogs that have never left Germany had

antibodies against rickettsia of the SFG. Dogs are considered suitable as sentinel

animals to assess the geographic distribution and the exposure risk for humans of
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rickettsioses and other vector-borne diseases. This was previously shown for
Lyme Borreliosis, Mediterranean Spotted Fever and Rocky Mountain Spotted
Fever (Tesouro et al. 1998; Rand et al. 1991; McQuiston et al. 2011). Considering
the high seroprevalences found in Germany we conclude that Germany is an
endemic area for certain SFGR and that there is a considerable risk of infection
also for humans (Wolfel et al. July 2012). It is controversially discussed if dogs
could act as a reservoir for Rickettsia spp., and could therefore play an important
role in the epidemiology of human rickettsioses. Previous studies showed that
dogs infected with R. conorii can act as a reservoir for this Rickettsia species as
transmission to previously uninfected ticks was possible even in dogs without
detectable rickettsemia (Levin et al. 2012). Immunization of dogs can reduce this
reservoir competence, but on dogs which are continuously exposed to Rickettsia-
infected ticks, the high efficiency of transmission between cofeeding ticks may
negate effects of the preexisting immunity (Levin et al. 2014). The positive
correlation between age and seropositivity could be explained on the one hand by
the persistence of antibodies over the years (Tesouro et al. 1998) and on the other
hand by the boost of antibodies due to a continuous reinfection (Levin et al.
2014). As most dogs probably are bitten by Rickettsia- infected ticks more than
once in their lifetime, an increasing cumulative seroprevalence with age seems

reasonable.

Conclusion

In conclusion, this study shows a high seroprevalence (>75%) of SFGR in dogs in
Germany, indicating Germany as an endemic area of SFGR. Dogs may, on one
hand, play a role as a reservoir host for SFGR and may therefore be an important
link in the transmission chain, on the other hand, as sentinels they may aid in
assessing the geographic distribution of Rickettsioses and the exposure risk for
humans. Physicians should consider Rickettsioses in Germany as a differential
diagnosis in febrile patients even in cases where previous tick bites are not
recalled, particularly because they can lead to severe diseases (Nilsson et al.
2010).
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Abstract

Background

Spotted Fever Group (SFG) Rickettsiae can cause febrile diseases with or without
rash in humans worldwide. In Germany only limited data are available about their
medical significance. Serological screening tests for antibodies against rickettsiae
usually only distinguish between SFG and Typhus Group (TG) Rickettsiae due to
the strong cross reactivities within the groups. Seroprevalence rates in dogs, as
possible sentinels for tick-borne diseases, could serve as an indicator for the
distribution of different Rickettsia species.

Methods

In this study, a micro-immunofluorescence assay (micro-1FA) was established for
detection and differentiation of antibodies against five Rickettsia species in dogs
(R. helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R. monacensis and R. felis). Dogs that never
left Germany (n = 605) previously investigated with an SFG-ELISA were
included in this study and screened at a 1:128 dilution. Endpoint titres of fifty
randomly selected seropositive samples of each of the five investigated regions in
Germany were determined in order to allow a differentiation of the causative
Rickettsia species. Sensitivity and specificity of the micro-IFA were compared

with ELISA results of the previous study.
Results

A total of 93.9% of the dogs were positive for antibodies of the SFG Rickettsiae at
the screening titer of 1:128. Differentiation of SFG Rickettsiae with the micro-
IFA was possible in 70.4%, but in 29.6% of the cases the detected antibodies were
not differentiable. Considering a clear differentiation by a twofold titre difference
between observed reactions, the seroprevalence rates were 66.0% for R. helvetica,
2.8% for R. raoultii, 1.6% for R. slovaca, but no serological reaction could be
clearly attributed to R. monacensis or R. felis. No statistically significant regional
differences were found for R. helvetica, R. slovaca and R. raoultii comparing the
five regions of Germany. Comparison of micro-IFA with ELISA revealed a
sensitivity of 82.0% and a specificity of 83.8% for the Rickettsia SFG ELISA.
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Conclusions

The micro-IFA is a useful serological tool to differentiate antibodies against
different Rickettsia species in dogs. Seroprevalence rates in dogs correspond to

the prevalence rates and distribution of Rickettsia-carrying tick species.
Keywords

Rickettsia helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R. monacensis, R. felis,

Seroprevalence, Differentiation, Dogs, Ticks
Background

Rickettsiae are short rod-shaped gram-negative, obligate intracellular bacteria [1].
They are, regarding the clinical and serological perspective, divided into two
major groups: the Typhus Group (TG) and the Spotted Fever Group (SFG). The
TG includes two members: R. typhi and R. prowazekii, the causative agents of
murine typhus and epidemic typhus, respectively. The heterogeneous SFG
contains >20 Rickettsiae, mainly transmitted by ticks, except for R. felis which is
transmitted by fleas and R. akari which is transmitted by mites [2-4]. Recent
genomic analyses indicate the divison into four groups: the TG, the SFG, the
ancestral group (AG) and the transitional group (TRG), which includes R. felis
[5]. Rickettsiae of the SFG are able to cause mild to severe rickettsioses in
humans. [6]. Rickettsioses are considered emerging infectious diseases worldwide
[1,7]. To evaluate the epidemiological situation in different countries it is
necessary to examine vectors and reservoir hosts for the occurrence of different
rickettsial species. Various molecular and serological methods have been
described for the detection and differentiation of Rickettsia species. Real-time
polymerase chain reaction (PCR) is frequently applied to detect Rickettsia in
biopsies, blood and arthropods [7]. Several conventional PCRs targeting different
genomic regions for subsequent sequencing and phylogenetic analysis of
rickettsiae have been published in the last decades [4,8,9]. Species-specific real-
time PCRs are only available for some rickettsial species (e.g. R. conorii, R.
rickettsii) [10,11]. Due to the strong serological cross-reactions among SFG

Rickettsiae, the availability of serological tools for differentiation is limited, so



IV. Ergebnisse 48

far. Commercially available IFA and ELISA tests are only suitable for the
discrimination between SFG- and TG-Rickettsiae [1]. Brouqui et al. (2004)
described a micro-immunofluorescence method which allows the investigation of
up to nine different rickettsial antigens in one spot as a suitable method to
differentiate the causative Rickettsia species by determination of endpoint titres
[12]. Absorption western blotting can also be used to identify rickettsial species
[13]. The rickettsial IFA adapted to the micro-method format (micro-1FA) is the
test of choice for the serodiagnosis of rickettsial disease in human medicine [1]. In
Germany, six species of the SFG Rickettsiae have been detected in ticks by
molecular methods (Table 1). All of them have been described to cause diseases
in humans. R. helvetica is generally associated with uneruptive fever, but cases
with more severe clinical signs such as endocarditis or meningitis have been
reported [14-16]. R. monacensis, R. massiliae and R. felis can cause classical
spotted fevers and additional constitutional symptoms like fatigue, headache and
myalgia [7,17-23]. Nevertheless the pathogenicity of R. felis is still discussed
controversially [24]. R. raoultii and R. slovaca cause TIBOLA (tick-borne
lymphadenopathy) or DEBONEL (Dermacentor-borne necrosis erythema
lymphadenopathy) with a typical clinical syndrome including an eschar at the site
of the tick bite and lymphadenopathy [25-27]. Data concerning clinical human
cases in Germany are rare. In the recent years only a few cases have been
published, among them cases of R. slovaca infection in 2009 and one in 2010
[27,28] and a case of R. felis infection in 2000 [29]. So far no clinical cases
caused by R. monacensis, R. helvetica, R. massiliae or R. raoultii were described
in Germany. In 2008, 9.1% of 256 examined hunters in Germany had antibodies
against the SFG Rickettsiae in an IFA [30]. In 2012, an average of 27.7% of
forestry workers had antibodies against the SFG Rickettsiae in the IFA with
seroprevalences up to 55% in particular geographical regions (Wolfel et al.,
Seroprevalence of 1gG against Rickettsiae of the Spotted Fever Group in Forestry
Workers in State Brandenburg, Eastern Germany, unpublished). In 2014, we
detected antibodies against the SFG Rickettsiae in 77.9% of 605 dogs examined
with ELISA (Wachter et al., Seroprevalence of Spotted Fever Grup Rickettsiae in
dogs in Germany, in press). Until now no clinical cases in dogs involving the
rickettsial species R. helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R. massiliae, R. felis or R.
monacensis have been reported. However, R. rickettsii in the USA and R. conorii

in southern Europe can cause symptomatic diseases of variable severity in dogs
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[31, 32]. Rickettsia rickettsii causes a severe vasculitis leading to symptoms like
lethargy, anemia and neurologic symptoms [31]. Rickettsia conorii, causing the
Mediterranean Spotted Fever in humans, can lead to symptoms like fever,
diarrhea, vomiting and petechial rash in dogs [32]. In our previous study
statistically significant correlations between age, tick infestation and
seropositivity of the dogs were found, but no differentiation of rickettsial species
was possible by ELISA (Wadchter et al., Seroprevalence of Spotted Fever Group
Rickettsiae in dogs in Germany, in press). Therefore, the aims of the study were
(i) to establish the micro-1FA as a tool to distinguish antibodies against different
rickettsial species in dogs (ii) to differentiate the antibody responses in dogs
previously found positive by ELISA and (iii) to compare the micro-IFA to a

commercial ELISA with regard to sensitivity and specificity.
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Table 1 Prevalence rates of Spotted Fever Group Rickettsiae in ticks in

Germany, according to the geographic region

Rickettsia species tick species % pos number of  region Reference
ticks tested
R. helvetica Ixodes ricinus 5.6-13.3% 1187 BW [33]
12.0% 2141 BY [34]
4.8% 2861 BY [35]
6.0% 4459 BY [36]
14.2% 127 BE [37]
3.5-6.2% 3591 south of Germany  [7]
32.9% 1089 NI [38]
13.4-17.4% 1702 BY/SL/ SN [39]
8.5% 2186 BY [40]
52.5% 1400 Hamburg [41]
26.2% 2100 Hanover [42]
R. raoultii Dermacentor  30.0% 666 BW [43]
spp. 56.7% 1359 BY/SL/SN [39]
R. slovaca Dermacentor 0.8% 666 BY [43]
spp. 13.3% 15 BY/SL/SN [39]
R. monacensis . ricinus 0.5% 2861 BY [35]
0.6% 3591 BY [7]
0.4% 4459 BY [36]
0.4% 1089 NI [38]
0.2% 2186 BY [40]
R. felis . ricinus 0.4% 1450 BY/NRW [7]
R. massiliae I. ricinus 1.7% 57 eastern BY [7]

BE: Berlin; BY: Bavaria; BW: Baden-Wurttemberg; NI: Lower Saxony; NRW: North Rhine-
Westphalia; SL: Saarland; SN: Saxony
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Methods

Samples

Altogether 605 serum samples of dogs from a previous study (Wachter et al.,
Seroprevalence of Spotted Fever Goup Rickettsiae in dogs in Germany, in press)
were tested for antibodies against five SFG Rickettsiae by micro-IFA. These
samples had previously been tested for antibodies against SFG Rickettsiae by a
commercial ELISA (Canine Spotted Fever Rickettsia EIA 1gG Antibody Kit,
Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA) (Wadchter et al., Seroprevalence
of Spotted Fever Group Rickettsiae in dogs in Germany, in press). Dogs included
in this study were (i) born in Germany, (ii) had never left Germany and (iii) data
on sex, age, breed, location, clinical status (healthy or sick), tick infestation and

date of blood collection were available.
Production of micro-1FA-slides

Rickettsia helvetica strain AS 819, R. raoultii strain Khabarovsk (kindly provided
by Lee Fuller, Fuller Laboratories), R. slovaca strain RU 828, R. monacensis
strain AS 787 and R. felis strain ELB (kindly provided by Lee Fuller, Fuller
Laboratories) were cultivated in 75 cm? tissue culture flasks containing either
Vero cells or Drosophila melanogaster cells (only R. felis). Readily infected cell
cultures were harvested after 8 to 19 days, depending on the growth
characteristics of the respective Rickettsia species. Identity and purity of the
strains was confirmed by sequencing a part of the ompB gene following a
protocol of Roux and Raoult (2000) [2]. After inactivation by adding formalin in a
final concentration of 1% the Rickettsiae were released from their host cells by
needle disruption. The suspension was centrifuged twice at 1,000 g, 4°C for 5
minutes to remove cell debris. The supernatant was collected. Centrifugation at
17,000 g, 4°C for 5 minutes followed twice. Every time the supernatant was
discarded and the pellet was resuspended in 1.8 ml phosphate buffered saline
(PBS). The final pellet was resuspended in 100 ul PBS. Serial dilutions in PBS
(1:2, 1:5, 1:10) of the antigens were applied with a 10 ul piston-operated pipette to
empty slides to estimate the density of rickettsial antigen by IFA and Diff-Quick
® (Polysciences, Warrington, USA) staining to equalize the density of all five
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rickettsial species. R. felis, R. monacensis and R. slovaca were diluted with PBS
1:10, R. helvetica and R. raoultii were used as undiluted solutions. The different
rickettsial antigens were applied to a 10-well microscope slide with a pen-point as
shown in Figure 1. The slides were air dried and fixed in methanol-acetone (1:1)

for 30 min, air-dried again and stored at 4°C until use.

F: R. felis R: R. raoultii
S: R. slovaca H: R. helvetica
M: R. monacensis

Figure 1 Arrangement of rickettsial antigen dots per spot on the Micro IFA-
Slide.

Micro-1FA

A twofold serial dilution of the serum samples with PBS was made and the
screening dilution of 1:128 was applied to the slide wells and incubated at 37°C
for 45 min in a humid chamber. The slide was washed with 0.2% PBS-Tween
(Euroimmun, Libeck, Germany) three times for 5 min. Fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labelled rabbit anti-dog immunoglobulin G (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) was applied in a 1:20 dilution and incubated at 37°C for 30 min in a humid
chamber, washed with 0.2% PBS-Tween three times for 5 min and mounted with
fluorescence mounting medium (Dako, Carpinteria, California, USA). Reactions
were read with a fluorescence microscope (Leica 5000, Wetzlar, Germany) by two

independent investigators. Suitable positive and negative control dog sera that had
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been identified in a previous study (Wachter et al., Seroprevalence of Spotted
Fever Group Rickettsiae in dogs in Germany, in press) were included in each
assay. Samples were considered positive for antibodies of the SFG Rickettsiae
when any of the five antigens showed distinct fluorescence patterns at the 1:128
dilution (Figure 2). Fifty positive samples of each of the five regions (Figure 1)
were chosen with a random generator (source:
http://rechneronline.de/zufallszahlen/, 20-05-2014) and subjected to end-point
titration. If one rickettsial species showed at least twofold higher antibody titres
than the others, it was considered the species responsible for the antibody

induction. If more than one species showed fluorescence at the same end point

titre the results were considered not distinguishable.

Figure 2 Positive reaction for antibodies against Rickettsia raoultii antigen on
the Micro IFA-Slide (dilution 1:128).

Comparison ELISA-micro-1FA

The results of the screening dilution (1:128, n = 605) of this study obtained with
micro-1FA were compared to results obtained with ELISA from a previous study
(Wachter et al., Seroprevalence of Spotted Fever Group Rickettsiae in dogs in

Germany, in press).



IV. Ergebnisse 54

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS® version 21.0.1., SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA. Correlations between location and seropositivity were
compared by y’-test, for small sample sizes the Fishers exact test was used.
Statistical significance was considered at a p-value <0.05. Multiple comparisons
were corrected with the Bonferroni adjustment to p < 0.01. Confidence intervals
(95% CI) were calculated individually for each proportion with the Clopper and
Pearson method. Sensitivity and specificity of the ELISA was calculated as
follows: Sensitivity (true positive rate = TPR) = TP (true positive)/ P (positive)
and specificity (SPC, true negative rate) = TN (true negative)/ N (negative). The
TP and the TN were the sera seropositive and seronegative for antibodies for the
SFG tested with the micro-IFA, P and N were the sera tested seropositive and

seronegative with the ELISA, respectively.
Results

At the screening serum dilution of 1:128, 568 out of 605 (93.9%; CI: 91.7%-
95.7%) of the dogs showed antibodies against at least one of the SFG Rickettsiae.
Out of the 93.9% anti-Rickettsia positive dog specimens 70.4% showed at least
twofold higher antibody titres against one Rickettsia species and were therefore
considered as clearly differentiable. In 23.6% of the dogs equal antibody titers
against two and in 5.6% against three rickettsial antigens were observed. Only one
specimen (0.4%) was reactive against four of the five Rickettsia species (Table 2).
All of those were considered as non-differentiable with regard to the antibody-
inducing Rickettsia species. Considering only the 70.4% clearly differentiable
serum samples the total seroprevalence rates were 66.0% (CI: 59.8%-71.9%) for
R. helvetica, 2.8% (CI: 1.1%-5.7%) for R. raoultii, 1.6% (CI: 0.4%-4.1%) for R.
slovaca, 0.0% (CI: 0.0%-0.1%) for R. monacensis and 0.0% (CI: 0.0%-0.1%) for
R. felis. If all positive serological reactions against the tested rickettsial species,
including cross-reactive antibodies, in the randomly selected 250 positive sera (50
from each of the five regions in Germany) were considered, 94.0% (CI: 90.3%-
96.6%) for R. helvetica, 22.8% (Cl: 17.8%-28.5%) for R. raoultii, 5.2% (CI:
2.8%-8.7%) for R. slovaca, 2.0% (Cl: 0.7%-4.6%) for R. monacensis and 0.4%

(CI: 0.0%-0.2%) for R. felis could be observed. Titres varied for R. helvetica from
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1:128 to 1:4096, for R. raoultii from 1:128 to 1:4096, for R. slovaca from 1:256 to
1:2048, for R. monacensis from 1:256 to 1:2048 and for R. felis from 1:128 to
1:512 (Table 3). No statistically significant different infection rates for R.
helvetica (p = 0.038), R. slovaca (p = 0.105) and R. raoultii (p = 0.131) were
observed comparing the five different regions of Germany (Figure 3). Statistically
significant differences for R. helvetica were seen comparing north and south (p =
0.042), south and middle (p = 0.042) and south and west (p = 0.007). Comparison
of ELISA (Wéchter et al., Seroprevalence of Spotted Fever Group Rickettsiae in
dogs in Germany, in press) and micro-IFA yielded the following results. All
serum samples (n = 605) were tested at a cut-off titre of 1:128. With the ELISA
77.6% (CI: 74.1%-80.9%) of the samples were positive, whereas with the micro-
IFA 93.9% (CI: 91.7%-95.7%). Altogether 102 samples were tested positive in
the micro-IFA and negative in the ELISA and 6 samples were tested positive in
the ELISA and negative in the micro-IFA. Considering this data at a cut-off titre
of 1:128 the ELISA shows a sensitivity of 82.0% and a specificity of 83.8%.
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Table 2 Seropositivity for SFG Rickettsiae of the dogs with regard to number
and association of the different rickettsial species

Number of rickettsial species with  rickettsial species No. of positive animals (%0)

seropositivity in dogs

RH RR RS RM RF

one X 165
X 7
X 4
X 0
X 0
Total 176 (70.4%)
two X X 32
X X 2
X X 1
X X 20
X X 2
X X 1
X X 1
Total 59 (23.6%)
three X X X 4
X X X 2
X X X 7
X X X 1
Total 14 (5.6%)
four X X X X 1
Total 1(0.4%)

Total 250 (100.0%)

RH: Rickettsia helvetica.
RR: Rickettsia raoultii.

RS: Rickettsia slovaca.
RM: Rickettsia monacensis.
RF: Rickettsia felis.

SFG: Spotted fever group
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Table 3 Seropositivity for 50 sera/region for R. helvetica, R. raoultii, R.

slovaca, R. monacensis and R. felis in serum samples of dogs tested at serial

dilutions
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Figure 3 Division of Germany for sample assessment in five regions and
seroprevalence rates of the tested Rickettsia spp. based on the 50 positive
samples tested in the five different regions.

Discussion

Our study presents the first findings about serological differentiation of rickettsial
species in dogs in Germany. The serological differentiation of antibodies against
SFG Rickettsiae is difficult due to their strong cross reactivity [12]. The micro-
IFA method has already been used by several authors to differentiate between
antibodies against SFG-Rickettsiae. Breitschwerdt et al. (1987) used micro-IFA
for a seroepidemiological study in dogs testing for R. rickettsii, R. rhipicephali, R.
montana and R. bellii [44]. In Germany, nine different rickettsial antigens were
investigated in hunters to differentiate antibodies against indigenous German SFG
Rickettsiae as well as species endemic in regions were the hunters had travelled
before [30]. The use of a micro-IFA method enables to a certain extent the
differentiation of the antibodies leading to the most dominant serological

response. However, a prerequisite is the knowledge of which Rickettsiae occur in
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the investigated region [45]. We included antigens of SFG Rickettsiae that have
been repeatedly detected in Germany and have been described to cause clinical
manifestations. R. massiliae was not used because a single detection exclusively
by molecular tools in Germany was described so far (Table 1) [7]. In this study we
examined dogs as potential hosts for the Rickettsia species previously described in
Germany and showed that, to a certain extent, it is serologically possible to
distinguish between them. In 29.6% of the cases the detected antibodies were not
differentiable and thus did not allow a clear species allocation. Some authors state
that if two or more rickettsial species show distinct fluorescence at the end-titre
they may be co-infectious rickettsial species [44, 46]. As dogs are more frequently
exposed and infested with ticks and the pathogens they harbor than humans, dogs
might likely be infected with more than one Rickettsia species sequentially during
their lifetime, thus explaining the high percentage of not distinguishable
seropositive animals (Wachter et al., Seroprevalence of Spotted Fever Group
Rickettsiae in dogs in Germany, in press). For the major part (66%) of the samples
at least twofold higher antibody titres against R. helvetica could be observed.
These findings are consistent with the fact that the vector for R. helvetica is Ixodes
ricinus, the most abundant tick species in Germany. Prevalence rates of R.
helvetica in I. ricinus ticks were found in Bavaria, Baden-Wurttemberg, Berlin,
Saarland, Lower Saxony and Saxony ranging from 3.5% up to 52.5% (Table 1).
The lowest prevalence rates in ticks were found in southern Germany.
Accordingly, the lowest seroprevalence rate was found in dogs originating from
there. The highest prevalence rates were found in Lower Saxony, which is partly
identical with the middle and northern region of Germany where high
seroprevalence rates in dogs were found [7,38], (Table 3). Regarding the
distribution of dogs with antibodies against R. raoultii and R. slovaca the
distribution areas of the vectors have to be considered. So far, in Germany R.
raoultii has only been detected in Dermacentor reticulatus, R. slovaca only in D.
marginatus [28,39]. Spitalska et al. (2012) described in the Slovak Republic that
D. marginatus and D. reticulatus could also be host for R. raoultii and R. slovaca,
respectively [47]. However, comparing the geographic distribution in Germany
for D. reticulatus and D. marginatus [48] with the distribution of seropositive
dogs there is a partial concordance. The reason why the seroprevalence comparing
the different regions is not statistically significant may be due to the fact that the

number of cases were very small (Table 3). R. monacensis was detected in low
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prevalences in ticks (0.2%-0.6%) nearly exclusively in Bavaria, only one study
reported R. monacensis in ticks in Lower Saxony (Table 1). Regarding the dogs
with cross-reactive antibodies against R. monacensis, these five dogs were nearly
all located in the south of Germany. When comparing the vectors and their
infection rates of I. ricinus for R. helvetica (3.5%-52.5%) and of the cat flea
Ctenocephalides felis for R. felis (25.0%-56.0%) it may be surprising that the
seroprevalence rate in dogs for R. helvetica is 66.0% and for R. felis is 0.0%.
However, looking at the infestation of dogs with their vectors, a study about
population dynamics of fleas in Germany showed that just 5.1% of the dogs are
infested with fleas [49, 50]. We showed in our previous study that 91.1% of the
examined dogs were infested with ticks up to five ticks/month, and 17.5% even up
to 20 ticks/month (Wachter et al., Seroprevalence of Spotted Fever Group
Rickettsiae in dogs in Germany, in press). Therefore infestation rates with ticks
seem higher than with fleas which may lead to higher seroprevalence rates of R.
helvetica compared to R. felis although the infection rates in the vector population
are approximately even (Table 1), [50]. There were no dogs with antibodies
exclusively against R. felis. The cross-reaction of R. felis with other members of
the SFG is discussed controversially in the literature. The antibodies have been
reported to show stronger reactivity to R. typhi from the Typhus Group than to
members of the Spotted Fever Group [22,51-53]. Fang and Raoult (2003)
described that mouse polyclonal antisera against R. felis only cross-reacted to
members of the SFG Rickettsiae but not to the TG [54]. However, in contrast to
the study of Fang and Raoult (2003), serum of a classical human case of murine
typhus showed exclusive reactivity with TG-Rickettsiae and R. felis antigen but
none with SFG-Rickettsiae. The same results were obtained when testing a
commercially available positive anti-TG Rickettsia positive control (Fuller
Laboratories, Fullerton, California, USA) (Wolfel et al., personal
communication). In summary this indicates that R. felis might be the only SFG
Rickettsia to show antigenic relation to the TG Rickettsiae, but can show
reactivity to other SFG Rickettsia as well [55]. R. felis was the only antigen for
which titres above 1:512 were not observed. However, it remains unclear, if the
reactivity against several rickettsial antigens including R. felis was caused by
multiple infections or by cross reaction. The serologic test systems micro-1FA and
ELISA are used for seroepidemiologic surveys as well as diagnosing acute cases.

The micro-IFA is the gold standard in human medicine, its sensitivity is indicated
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with over 97%, its specificity with over 99% if a dilution of 1:64 or higher is used
[7]. Clements et al. (1983) compared the two test systems for diagnosing Rocky
Mountain Spotted Fever in humans and in this study the ELISA was as sensitive
and as specific as the IFA [56]. Compared to the adapted micro-1FA test in this
study the ELISA of the previous study had a moderate sensitivity (82.0%) and
specificity (83.8%). These results are in line with non-published results of a
comparable study with human sera. In that study, titres lower than 1:128 in an IFA
could not be detected by ELISA (Dobler et al., personal communication). One
reason for this reduced sensitivity might be that ELISA systems usually are
designed for the clinical diagnosis of acute infections with high antibody titres
instead of epidemiological studies (Dobler et al., personal communication). Lower
antibody titres as expected after a longer post infection interval therefore might
remain undetected by ELISA. The sensitivity of a serological assay also depends
on the used antigen. In this case the ELISA used in the previous study was
produced with R. rickettsii antigen, the causative agent of RMSF. Lower
sensitivity and specificity rates for antibodies against other rickettsial species
might be explained by that, as this Rickettsia species is not endemic in Germany.
If no differentiation between rickettsial species is needed, ELISA assays might be
reliable diagnostic tools for diagnosing acute cases where high antibody titres in
sera can be expected and no differentiation between rickettsial species is needed.
It is also a good screening tool for high numbers of samples, when the reduction
of sensitivity is acceptable. The resulting seroprevalence rate then adds up all the
rickettsial species occurring in the tested area. The micro-1FA on the other hand
can be used to differentiate several rickettsial species and to determine the

different antibody-titres, needed for example to monitor clinical cases.

Conclusion

This study reports the first results of a reliable serological test differentiating
antibodies against rickettsial SFG species in dogs in Germany. The micro-1FA is a
suitable tool for dogs to differentiate antibodies of the SFG Rickettsiae. Dogs are
able to produce antibodies against SFG-Rickettsiae. The results reflect the natural
exposure of dogs in Germany and could be related to the known infection rates in
ticks. When compared to the micro-1FA the ELISA of the previous study showed
acceptable sensitivity and specificity making both tests suitable for diagnostic
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purposes. For epidemiological studies the IFA should be preferred due to its

higher sensitivity and specificity.
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V. DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurden Serumproben von Hunden aus ganz
Deutschland auf 1gG-Antikorper gegen Rickettsien der SFG untersucht.
Zusatzlich erfolgte eine Differenzierung der Antikorper mittels micro-IFA und
eine Auswertung der Seropositivitdt hinsichtlich Parametern wie Alter,

Geschlecht oder geographischer Verteilung.

Bei der Auswertung der pradisponierenden Faktoren gab es signifikante
Unterschiede in der Hoéhe der Seropravalenz in Abhéngigkeit des Alters der
Hunde. Je alter die Hunde waren, desto héher waren die Seropravalenzen. Eine
Erklarung konnte auf der einen Seite die jahrelange Persistenz der Antikorper
(Tesouro et al., 1998), auf der anderen Seite eine mogliche kontinuierliche
Reinfektion und die daraus folgende Boosterung derselbigen sein (Levin et al.,
2014). Da Uber 90% der Hunde einem Zeckenbefall von bis zu 5 Zecken/Monat
und mehr ausgesetzt waren (Publikationl, S.35ff.) und hdochstwahrscheinlich
haufiger im Leben von einer infizierten Zecke gestochen werden, scheint die
immer wiederkehrende Boosterung der Antikorper die wahrscheinlichste

Erklarung zu sein.

Statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich auch bei der Seroprévalenz in
Abhangigkeit vom Zeckenbefall der Hunde. Je hoher der Zeckenbefall, desto
héher waren auch die Seroprévalenzen. Auffallend war, dass 70% der Hunde bis
zu fiinf Zecken im Monat haben, Uber 16% der Hunde sogar zwischen flnf und
zwanzig Zecken im Monat (Publikationl, S.35ff.). Betrachtet man die potentielle
Reservoirfunktion des Hundes, die bei der Weiterverbreitung der Rickettsien eine
wichtige Rolle spielt, kann an dieser Stelle sicherlich mit einer regelméaRigen,
richtig angewendeten Zeckenprophylaxe einer Infektion mit Rickettsien sowie
deren Verbreitung vorgebeugt werden.

Bei den Parametern Geschlecht und Rasse gab es keine signifikanten
Unterschiede in den Seroprévalenzen. Dies deckt sich mit einer humanen
Seropravalenzstudie von Jansen et al. (2008), in der Seren von 286 Jagern auf
Antikorper gegen die SFG untersucht wurden. Auch dort gab es hinsichtlich des

Geschlechts der Untersuchten keine signifikanten Unterschiede.

Der Parameter Gesundheitszustand scheint keinen Einfluss auf die Seropositivitét
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zu haben. Allerdings muss einschrankend erwéhnt werden, dass in dieser Studie
nicht ausschlieflich Hunde mit Verdacht auf eine Rickettsieninfektion getestet
wurden. Auch wurden lediglich die Antikérper gegen die Rickettsien der SFG
nachgewiesen, nicht der Erreger selbst. Eine Erkrankung mit einhergehender
Krankheitssymptomatik in der Vergangenheit ist deswegen durchaus maoglich.
Um die Krankheitssymptomatik fir mit den in Deutschland vorkommenden
Rickettsienarten sicher beschreiben zu kdnnen, waren Infektionsstudien vonndéten.
Es gibt bereits Studien Uber in Europa vorkommende Rickettsienarten wie R.
conorii, die beim Hund meistens eine milde Fiebersymptomatik ausgeldst haben,
oder bei denen die Hunde Kkeinerlei Krankheitssymptome gezeigt haben
(Alexandre et al., 2011). Auch einzelne Fallberichte Uber Infektionen mit R.
conorii, die beim Hund schwerwiegendere Krankheitssymptome wie Erbrechen,
Anorexie und intermittierende Lahmheit ausgeldst haben sind beschrieben
(Solano-Gallego et al., 2006a).

Die geographische Verteilung der Hunde, die Antikérper gegen eine bestimmte
Rickettsienart gebildet haben, spiegelt die geographische Verteilung der Vektoren
der jeweiligen Rickettsienarten wieder.

Den groften Anteil der seropositiven Proben machten diejenigen mit Antikdrpern
gegen R. helvetica aus (66%), (Publikation2, S.45ff.). Die Pravalenzen in Zecken
reichen von 3,5-52,5% (Tab. 1). Hier sind die niedrigsten Prdvalenzen im
stidlichen Deutschland zu finden (3,5%) (Dobler and Wolfel, 2009), die héchsten
in Niedersachsen und Hamburg (32,9-52,5%) (May and Strube, 2014; Schicht et
al., 2012). Bei den Hunden waren die niedrigsten Seropravalenzen ebenfalls im
Stden von Deutschland zu finden (48%), die hochsten in Westen, Mitte und
Norden von Deutschland (70-76%), (Publikation2, S.45ff.).

Die Seropravalenzen in der untersuchten Hundepopulation auf R. raoultii und R.
slovaca waren mit 2,8% bzw. 1,6% relativ gering (Publikation2, S. 45ff.) .
Vergleicht man die geographische Verteilung der Herkunftsorte der seropositiven
Hunde im Stden, Osten und Westen Deutschlands mit denen der Vektoren D.
marginatus und D. reticulatus (Rubel et al.,, 2014) gibt es deutliche
Uberschneidungen der Gebiete.

Keine der Proben zeigte im Endtiter eine alleinige Fluoreszenz gegen R.

monacensis oder R. felis. Bei R. monacensis mag es daran liegen, dass die
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Pravalenzen in Zecken mit 0,2-4,4% ebenfalls sehr gering sind (Tab. 1).
Betrachtet man die Serumproben bei denen R. monacensis im Endtiter zusammen
mit anderen Rickettsienarten eine Fluoreszenz zeigt (Breitschwerdt et al., 1987;
Segura et al., 2014), kann man einen Vergleich zwischen den R. monacensis
seropositiven Hunden (Publikation2, S.45ff) und der Verteilung der R.
monacensis positiven Zecken (Tab. 1) ziehen. Sowohl die seropositiven Hunde als
auch die auf R. monacensis positiv getesteten Zecken waren zum Grofteil im

Siden Deutschlands lokalisiert.

Bei R. felis muss in Betracht gezogen werden, dass nicht I. ricinus sondern
Ctenocephalides felis der Hauptvektor fir R. felis ist (Gilles et al., 2008).
Vergleicht man nun die Prévalenzen von R. felis in C. felis (25,0-56,0%) und die
Prévalenz von R. helvetica in I. ricinus (3,5-52,5%) mit deren Seropravalenzen in
Hunden (0,0% fir R. felis bzw 66,0% fur R. helvetica), gibt es trotz der nahezu
gleichen Prévalenzen in den Hauptvektoren eine deutliche Diskrepanz in den
Seropravalenzen (Mackensen, 2006), (Tab. 1). Dies kommt mdglicherweise
daher, dass Hunde in Deutschland scheinbar deutlich hdufiger mit Zecken (>90%
haben bis zu funf Zecken im Monat), als mit Flohen befallen sind (5,1%)
(Mackensen, 2006), (Publikationl, S.35ff.).

Die Differenzierung der 1gG-Antikdrper gegen SFG Rickettsien erfolgte mittels
eines selbst hergestellten micro-IFA. Aufgrund der Kreuzreaktivitat ist es mittels
eines IFA mit nur einer Rickettsienart nicht moglich eine definitive Aussage tber
die antigenbildende Rickettsienart zu treffen. Ist aber bekannt welche
Rickettsienarten in einer Region vorkommen, kann man alle Arten mittels eines
micro-IFA mit demselben Serum testen und aufgrund des hoheren Endtiters der
verursachenden Rickettsienarten eine endgultige Aussage treffen (Brouqui et al.,
2004; La Scola and Raoult, 1997). In dieser Studie wurden die Rickettsienarten R.
helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R. monacensis und R. felis verwendet. Diese
Arten decken sich mit denen, die in Deutschland bereits aus Zecken isoliert
wurden (Tab. 1). Da es von R. massiliae bisher nur eine einzige molekulare
Detektion in Zecken in Deutschland gibt, wurde sie nicht in unseren micro-IFA
mit einbezogen (Dobler and Wolfel, 2009). Die Technik des micro-IFA wurde
schon in einigen friheren Studien zur Differenzierung der Antikorper verwendet.
Breitschwerdt et al. (1987) untersuchten ebenfalls Hundeseren auf Antikorper
gegen R. rickettsii, R. rhipicephali, R. montana und R. bellii. In der
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Humanmedizin wird sowohl in Seropravalenzstudien als auch in der Diagnostik
mit dieser Technik gearbeitet (Jansen et al., 2008; Switaj et al., 2012). In 70,4%
der untersuchten Serumproben gelang es, die Antikorper zu differenzieren und
damit die infektionsverursachende Rickettsienart zu benennen. In den restlichen
29,6% der Falle war dies nicht moglich, da zwei oder mehr Rickettsienarten im
Endtiter noch Fluoreszenz zeigten. Diese Situation wird von einigen Autoren als
Co-Infektion durch mehrere Rickettsienarten bewertet (Breitschwerdt et al., 1987;
Segura et al., 2014). Da Hunde, im Gegensatz zum Menschen, hdufiger mit
Zecken in Kontakt kommen, ist es auch durchaus mdglich, dass sie im Laufe ihres
Lebens eine Infektion mit verschiedenen Rickettsienarten nacheinander
durchmachen, ohne dass diese notwendigerweise zur gleichen Zeit auftreten
mussen. Dies wirde den relativ hohen Anteil an nicht differenzierbaren
Serumproben in der vorliegenden Studie erklaren (Publikation2, S. 45ff.). Eine
Sonderstellung kommt der Kreuzreaktivitat von R. felis zu. Diese wird immer
noch kontrovers diskutiert. Es wurde gezeigt, dass Antikorper eine stérkere
Kreuzreaktivitdt mit R. typhi zeigen (Abdad et al., 2011; Adams et al., 1990;
Schriefer et al., 1994; Williams et al., 2011). Fang und Raoult (2003) testeten die
Reaktivitait mit polyklonalem Mauseserum; hier gab es lediglich eine
Kreuzreaktivitat mit Spezies der SFG, nicht aber der TG. Im Gegensatz zu dieser
Studie zeigten humane Serumproben von einem Patienten mit murinem Typhus
lediglich eine Reaktivitdt mit TG-Rickettsien und R. felis, ebenso verhielt es sich
mit einer Positivkontrolle (anti-TG Rickettsia positive control; Fuller
Laboratories, Fullerton, California, USA) (Wolfel et al., personliche Mitteilung).
In der vorliegenden Studie wurde in keiner Serumprobe eine positive Fluoreszenz
Uber einem Titer von 1:512 gegen R. felis gefunden. Folglich kann man nicht
sagen, ob die Fluoreszenz von der Kreuzreaktivitdit gegen andere SFG

Rickettsienarten oder multipler Infektionen herrihrt.

Die serologischen Tests wurden in der vorliegenden Studie sowohl mit einem
kommerziell erhéltlichen ELISA, als auch mit einem selbst hergestellten micro-
IFA durchgefuhrt. In der Humanmedizin stellt der micro-IFA mit einer
Sensitivitat von Uber 97% und einer Spezifitat ber 99% den Goldstandard dar
(Dobler and Wédlfel, 2009). Clements et al. (1983) verglich die Testsysteme
ELISA und micro-IFA anhand des RMSF; der ELISA war hier genauso sensitiv
(100%) und spezifisch (100%) wie der micro-IFA (83-100%). In der hier
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durchgefuhrten Studie zeigte der micro-IFA nur eine moderate Sensitivitét
(82,0%) und Spezifitat (83,8%). Diese Ergebnisse decken sich mit denen einer
unveroffentlichten Studie mit Humanseren. Dort zeigte sich, dass Titer unter
1:128 nicht vom ELISA angezeigt wurden (Dobler et al., personliche Mitteilung).
Eine Erklarung dafir kann in dem Verwendungszweck der kommerziell
hergestellten ELISA-Testsysteme liegen. Diese wurden hauptséchlich fur die
Diagnose von akuten Erkrankungen konzipiert; hier kann man mit wesentlich
hoheren Antikorpertitern als in epidemiologischen Studien rechnen (Dobler et al.,
personliche Mitteilung). Eine zweite Erklarung fir die nur moderate Sensitivitét
des ELISA in unserer Studie ist moglicherweise das verwendete Antigen R.
rickettsii. Diese Rickettsienart ist in Deutschland nicht endemisch und trotz der
erwahnten Kreuzreaktivitit zwischen Arten der SFG kann die Sensitivitat deshalb
herabgesetzt sein. Beide Testsysteme, ELISA und micro-IFA konnen zur
serologischen Diagnostik verwendet werden. Der ELISA ist aufgrund der
geringen Sensitivitat im unteren Titerbereich eher zur Diagnostik von akuten
Fallen geeignet. Voraussetzung ist, dass eine Differenzierung der Rickettsienart
nicht gewinscht oder nétig ist und eine Zuordnung zu den Gruppen TG oder SFG
ausreicht. Eine weitere Verwendung liegt im Screening einer hohen Anzahl von
Proben, bei denen der Sensitivitatsverlust akzeptabel ist. Der micro-1FA ist bei
Hunden mit Einschrdnkung, beim  Menschen uneingeschrankt  zur
Artendifferenzierung zu empfehlen (Brouqui et al., 2004). Ebenso kann er zur
Verlaufstestung in klinischen Féllen, bei denen der Titer regelmaRig kontrolliert
wird, verwendet werden (Dobler et al., personliche Mitteilung). Auch fur
epidemiologische Studien ist der micro-IFA aufgrund der hoheren Sensitivitét die
beste Mdglichkeit der serologischen Diagnostik. Mdglicherweise kdnnte in
Zukunft eine Weiterentwicklung des ELISA seine Sensitivitat und Spezifitat
erhdhen, so dass eine Speziesdifferenzierung moglich ist. Eine Studie von Do et
al. (2009) untersuchte Spezifitat und Sensitivitat von einem R. conorii ELISA der
mit rekombinanten Proteinen (OmpA und OmpB) arbeitet. Bei der Verwendung
von OmpA lag die Spezifitat bei 100%, die Sensitivitdt bei 90%, bei der
Verwendung von OmpB lag die Spezifitdt bei 95% und 100%, die Sensitivitat bei
95% und 90%. Weitere Studien mit rekombinanten Proteinen verschiedener
Rickettsienarten sind vonnoten, um die Technik zu optimieren und

maoglicherweise ein marktfahiges Produkt zu entwickeln.



VI. Schlussfolgerung 74

VI. SCHLUSSFOLGERUNG

Diese Studie berichtet Uber die ersten Ergebnisse einer serologischen

Untersuchung zu Rickettsien der SFG bei Hunden in Deutschland.

Die hohe Gesamtseroprévalenz von Antikorpern gegen Rickettsien der SFG in
den untersuchten Hunden (77,9%-93,9%) und die fehlenden Unterschiede in der
geographischen Verteilung lassen die Schlussfolgerung zu, dass ganz Deutschland
als endemisches Gebiet fiir Rickettsien bewertet werden kann.

Die Differenzierung der Antikorper innerhalb der SFG spiegelte bis zu einem
gewissen Grad die Verteilung der in Deutschland vorkommenden Rickettsien in
ihren Vektoren wider.

Zum Nachweis von Antikorpern gegen Rickettsien der SFG kdnnen je nach
Fragestellung sowohl der ELISA als auch der micro-IFA Verwendung finden. Fir
epidemiologische Studien sollte der micro-IFA aufgrund seiner hoheren

Sensitivitat und Spezifitat bevorzugt verwendet werden.

Aufgrund der teilweise hohen Prévalenzzahlen in Zecken und der sehr hohen
Seropravalenzen in Hundeseren sollte die Rickettsiose haufiger auf der
Differentialdiagnosenliste der Humanmediziner stehen. Dem Hund koénnte daher
als Sentineltier fur humane Infektionen eine bedeutende Rolle zukommen, seine
Rolle als Reservoirtier ist jedoch durch weitere Studien zu festigen. Bei Féllen
von unklarem Fieber nach Zeckenstich konnte eine Infektion mit Rickettsien auch

beim Hund in Deutschland eine Rolle spielen.
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VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

Der Hund steht im Zusammenhang mit zeckenlibertragenen Erkrankungen immer
wieder als Reservoir- und Sentineltier im Fokus der Forschung. Bisher gab es
keinerlei Seropravalenzdaten Uber die durch Zecken ubertragenen Rickettsien der
Spotted Fever Group (SFG) beim Hund in Deutschland.

Deswegen wurden in dieser Studie Hunde aus ganz Deutschland auf Antikdrper
gegen die SFG Rickettsien getestet. Einschlusskriterien waren: die Hunde (i)
mussten in Deutschland geboren sein, (ii) durften Deutschland zeitlebens nie
verlassen haben, (iii) mussten aus einem anderen Grund als der Studie eine
Blutentnahme haben und (iv) Minimaldaten (Datum der Blutentnahme,
Geschlecht, Alter, Rasse, Herkunftsort, Gesundheitszustand (gesund, krank) und
Zeckenbefall) mussten vorhanden sein. Es wurden 605 Serum- und 301
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Proben von Hunden (n = 605) im Zeitraum von
August 2012 — Januar 2014 gesammelt. Aus den EDTA-Proben wurden zur
Untersuchung auf Blutparasiten Giemsa-gefarbte Blutausstriche und Buffy Coats
angefertigt. Die Serumproben wurden mittels eines kommerziell erhéltlichen
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Canine Spotted Fever Rickettsia
EIA 1gG Antibody Kit, Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA) auf
ImmunglobulinG (IgG)-Antikorper gegen die SFG Rickettsien getestet. Zur
Differenzierung der Antikorper gegen die SFG Rickettsien wurde ein micro-
immunofluorescence assay (micro-IFA) mit den in Deutschland vorkommenden
Rickettsienarten R. helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R. monacensis und R. felis
hergestellt. Die Serumproben wurden bei einem Titer von 1:128 gescreent und je
50 zufallig ausgewéhlte seropositive Proben aus flinf verschiedenen Regionen
Deutschlands wurden zur Identifizierung der verursachenden Rickettsienart
austitriert. Die im Endtiter fluoreszierende Rickettsienart wurde als die
antikorperproduzierende Rickettsienart eingestuft. Die beiden Testsysteme ELISA
und micro-1FA wurden verglichen, um deren Zuverl&ssigkeit und Verwendung in
der Diagnostik zu eruieren. Die statistischen Berechnungen wurden mit SPSS®
version 21.0.1., SPSS Inc., Chicago, IL, USA durchgefihrt. Die exakten
Konfidenzintervalle (Cl 95%) der Prdvalenzen wurden mit der Clopper und
Pearson Methode berechnet (Clopper and Pearson, 1934). Die Korrelationen

zwischen Alter, Geschlecht, Rasse, Region, Zeckenbefall, Gesundheitszustand
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und seropositiven Hunden wurde mit dem y2-Test und bei kleinen Proben mit
dem exakten Test nach Fisher berechnet. Statistische Signifikanz wurde fur
p<0,05 angenommen und fir multiple Vergleiche mit der Bonferroni-Korrektur
angepasst. Beim Vergleich der Testsysteme ELISA und micro-IFA wurden die
Sensitivitat bzw. Spezifitdt des ELISA wie folgt berechnet: Sensitivitat (true
positive rate = TPR) = TP (true positive)/ P (positive); Spezifitdt (SPC, true

negative rate) = TN (true negative)/ N (negative).

Der ELISA ergab eine Seroprdvalenz von 77,9%. Es gab keine statistisch
signifikanten Unterschiede hinsichtlich regionaler Verteilung, Geschlecht oder
Rasse. Die Seroprdvalenz stieg statistisch signifikant mit dem Alter der Hunde
und der Befallsintensitdt mit Zecken an. Beim micro-IFA ergab sich eine
Seroprévalenz von 93,9%, bei der Differenzierung der Antikorper fiel ein Anteil
von 66,0% auf R. helvetica, 2,8% auf R. raoultii und 1,6% auf R. slovaca; 29,6%
der Antikdérper konnten nicht differenziert werden. Auch im Hinblick auf die
einzelnen Rickettsienarten gab es beziglich der regionalen Verteilung keine
statistisch signifikanten Unterschiede. Beim Vergleich der beiden Testsysteme

erreichte der ELISA eine Sensitivitat von 82,0% und eine Spezifitat von 83,8%.

Die vorliegende Studie zeigt, dass Hunde Antikdrper gegen in Deutschland
vorkommende Rickettsienarten der SFG bilden kénnen. Betrachtet man die Rolle
des Hundes als Sentineltier, kann Deutschland als endemisches Gebiet fur
Rickettsien der SFG eingestuft werden. Gleichzeitig besteht fur den Menschen ein
Risiko mit einer in Deutschland vorkommenden Rickettsienart infiziert zu werden
und eventuell daran zu erkranken. Die geographische Verteilung der einzelnen
Rickettsienarten kann mit der Verteilung der jeweiligen Vektoren assoziiert
werden. Der Hund kann somit als Sentineltier eine wichtige Rolle bei der
Uberwachung der Ausbreitung der Rickettsiosen spielen, seine Rolle als
Reservoirtier ist jedoch durch weitere Studien zu festigen. Der ELISA ist als
serologische Methode fur die Diagnostik von akuten Erkrankungen oder dem
Screening einer grolRen Menge von Proben geeignet; fir epidemiologische
Studien, diagnostische Verlaufskontrollen und falls eine Artendifferenzierung
gewinscht ist, ist der micro-IFA die bessere Wahl.

Rickettsiosen werden vermutlich auch in Deutschland eine zunehmend wichtige
Rolle in der Humanmedizin spielen. Die klinische Symptomatik fir die Spezies

Hund muss noch durch Infektionsversuche genauer gepruft werden.
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VIIl. SUMMARY

The dog and its role as a sentinel and reservoir is always an important topic of
research in tick-borne diseases. Up to date there is no data available about
seroprevalences of SFG Rickettsiae in dogs in Germany.

In this study dogs from all over Germany were tested for antibodies against the
SFG Rickettsiae. Inclusion criteria for the dogs to enter the study were (i)
Germany as the place of birth, (ii) never having left Germany in their lifetime, (iii)
reason of blood collection another than the study and (iv) presence of the minimal
data. The minimal data for each dog were collected with a questionnaire for the
owner and included data on blood collection, sex, age, breed, location, clinical
state (healthy or sick) and tick infestation. Altogether, 605 serum samples and 301
EDTA-samples of dogs (n=605) from all areas of Germany were collected from
August 2012 - January 2014. Blood and buffy coat smears were made out of the
EDTA-samples, stained with Giemsa and screened microscopically for blood
parasites. Each serum sample was tested for the presence of IgG-antibodies
against SFGR with a commercial ELISA according to the manufacturer’s
instructions (Canine Spotted Fever Rickettsia EIA IgG Antibody Kit, Fuller
Laboratories, Fullerton, California, USA). After processing the ELISA all sera
were screened in a dilution of 1:128 with a homemade micro-IFA using R.
helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R. monacensis and R. felis. Fifty seropositive
samples out of every region (in total 250 serum samples) were titrated to an end
point to differentiate the antibodies of the different rickettsial species from each
other. Afterwards the two test systems ELISA and micro-IFA were compared to
each other to evaluate the two test systems regarding reliability and type of use.
Statistical analyses were done with SPSS® version 21.0.1., SPSS Inc., Chicago,
IL, USA. Confidence intervals (CI) were calculated individually for each
proportion with the Clopper and Pearson method (Clopper and Pearson, 1934).
Correlations between age, sex, breed, location, tick infestation, clinical state and
seropositivity were compared with the x-test and for small sample sizes with the
Fisher’s exact test. Statistical significance was considered at a p-value <0.05 and
corrected for multiple comparisons with the Bonferroni adjustment. Sensitivity
and specificity of the ELISA was calculated as follows: Sensitivity (true positive
rate = TPR) = TP (true positive)/ P (positive) and specificity (SPC, true negative
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rate) = TN (true negative)/ N (negative).

Testing with the ELISA revealed a seroprevalence of 77.9%. There were no
statistic significant differences between location, sex, breed and seropositivity.
Seropositivity was statistically significantly correlated with age and tick
infestation. Screening with the micro-IFA revealed a seroprevalence of 93.9%;
66% of the serum samples were positive for R. helvetica, 2.8% for R. raoultii and
1.6 % for R. slovaca. 29.6 % of the serum samples were not differentiable.
Regarding the different rickettsial species, no statistically significant differences
were observed either regarding the location. Within the comparison of the two test
systems the ELISA showed a sensitivity of 82.0 % and a specificity of 83.8 %

In this study we showed that dogs are able to produce antibodies against the SFG
Rickettsiae occurring in Germany. Assuming the dog as a sentinel, Germany can
be indicated as an endemic area for SFG Rickettsiae. Concurrently there is a
considerable risk for humans to get infected and perhaps develop symptoms of
rickettsioses with the occurring rickettsial species. The geographic distribution of
the dogs which were seropositive for the different rickettsial species, can be
related to the distribution of their vectors. The dog may play an important role as a
sentinel, but its role as a reservoir should be evaluated in further studies. ELISA
assays might be a reliable diagnostic tool for diagnosing acute cases and screening
for high numbers of samples. For epidemiological studies, monitoring clinical
cases and to differentiate the antibodies of the rickettsial species the micro-IFA

should be preferred.

Rickettsioses will probably play an emerging role in human medicine in Germany
in the future. Further infection studies are needed to concretize the clinical

symptoms for the species dog.
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Abb. 4:  Prinzip des Immunfluoreszenztest
Abb. 5:  Geographische Einteilung Deutschlands in fiinf Regionen

Abb.6:  Auftrennung des Vollbluts in einer Mikrokapillare nach

Zentrifugation
Abb. 7:  ELISA-Titerplatte kurz vor der Auswertung im ELISA-Reader
Abb. 8:  Slide flask (Quelle: www.sarstedt.com, 06.02.2015)
Abb. 9:  Obijekttrager mit funf verschiedenen Antigenen auf einem Feld

Abb. 10:  Aufruf zur Probensammlung (Deutsches Tierdrzteblatt, 06/2013,
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Abb. 11: Fragebogen
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1. Material

1.1. Gerate

Tab. 5: Verwendete Gerate

Gerat Firma

Leitz Diaplan Lichtmikroskop (Ernst Leitz Wetzlar, Wetzlar, Deutschland)
Haematokrit 20 Hettich (Hettich, Bach, Schweiz)

LEDetect 96 (Labexim, Lengau, Osterreich

Leica 5000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland)

Pipetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
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1.2. Kits, Chemikalien

Tab. 6: Verwendete Kits und Chemikalien

Kits

Firma

Spotted Fever Group Canine 1gG
ELISA Kit

(Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA)

Chemikalien

Diff Quick® (Polysciences, Warrington, USA)

Evans Blue (Sigma-Aldrich® Chemie, Miinchen, Deutschland)
FKS (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Formalin (Sigma-Aldrich® Chemie, Minchen, Deutschland)
Fluorescein isothiocyanate (Sigma-Aldrich® Chemie, St. Louis, USA)

(FITC)-labelled rabbit anti-dog

immunoglobulin G
Fluorescence mounting medium
Giemsa Ldsung

Insectomed express

MEM

Methanol

NEAA

PBS

Tween

(Dako, Carpinteria, California, USA)
(Sigma-Aldrich® Chemie, Minchen, Deutschland)
(Biochrom, Berlin, Deutschland)
(Sigma-Aldrich® Chemie, Minchen, Deutschland)
(Sigma-Aldrich® Chemie, Minchen, Deutschland)
(Sigma-Aldrich® Chemie, Minchen, Deutschland)
(Sigma-Aldrich® Chemie, Minchen, Deutschland)

(Euroimmun, Libeck, Deutschland)
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1.3. Puffer, Losungen

Tab. 7: Verwendete Puffer, Losungen

Puffer Firma

Sample Diluent ELISA (Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA)

(PBS Puffer mit Serum Albumin
und Tween 30)

Ldsungen

TMB Substrat (Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA)

[H,0, und Tetramethylbenzidin
(TMB)]

Stop Losung (Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA)

(Schwefelsdure, verdunnt)




XII. ANHANG

1.4, Antikorper, Kontrollseren

Tab. 8: Verwendete Antikorper, Kontrollseren

Antikorper

Firma

Fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labelled rabbit anti-dog

immunoglobulin G

IgG HRP Conjugate

(Affinity-purified peroxidase-

labeled goat anti-canine 1gG)

(Sigma-Aldrich® Chemie, St. Louis, USA)

(Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA)

Kontrollseren

Firma

Positivkontrolle ELISA

(Canine serum reactive with SFG
Rickettsiae, Verdiinnung 1:10)
Cutoff Calibrator ELISA

(Canine  serum  equivocally
reactive with SFG Rickettsiae,
Verdiinnung 1:10)

Negativkontrolle ELISA

(Canine serum non-reactive with
SFG Rickettsiae, Verdunnung
1:10)

(Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA)

(Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA)

(Fuller Laboratories, Fullerton, California, USA)
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2.

Dokumente

Studie zum , Vorkommen von Rickettsien-Infektionen

beim Hund in Deutschland”

Rickettsien der Zeckenbissfiebergruppe {engl.
Spotted Fever Group Rickettsiae) sind in
Deutschland mittlerweile in Schild- und Au-
waldzecken weit verbreitet, mit regional stark
variierenden Privalenzen zwischen ca. 5 und
50 Prozent. Eine Infektion mit Rickettsien kann
beim Menschen zu Erkrankungen fithren; in
Amerika sind schwere Erkrankungen bei Hun-
den nach Infektion mit Rickettsia rickettsii
{Rocley Mountain spotted fever) beschrieben,
in Stideuropa wurden bei Hunden erhthte Anti-
kirpertiter mit Rickettsia conorii (Mittelmeer-
fleckfieber) festgestellt, in Deutschland ist
iiber Infektionen mit Rickettsien bei Hunden
noch nichts bekannt.

Eine Studie des Lehrstuhis flir Verglei-
chende Tropenmedizin und Parasitologie der
{udwig-Maximilians-Universitat Miinchen soll
das Vorkommen, die geografische Ausbreitung
und die Bedeutung von Rickettsien-Infektionen
beim Hund in Deutschland kidren. Es werden

Blutproben von Hunden aus ganz Deutschland
mittels ELISA auf Ricketisien-Antikdrper ge-
screent, evtl. auf den Hunden parasitierende
Zecken werden molekularbiologisch mittels
PCR untersucht.

Unterstiltzen Sie die Studie! Steht bei
Hunden, die Deutschland zeitiebens nicht ver-
lassen haben, eine Blutentnahme an, lassen
Sie uns einen Teil des Serums und EDTA-Blutes
inkl. Blutausstrich mit einem ausgefiiilten Fra-
gebogen zukommen. Falls Sie als Prakiiker oder
Tierklinik Interesse an einer Teilnahme haben,
finden Sie ndhere Informationen zur Studie
und dem bené&tigten Probenmaterial unter
www.tropa.vetmed.uni-muenchen.de. Kon-
takks TA Miriam Wichter {Doktorandin), PD Dr.
Cornelia Silaghi, Lehrstuhl fiir Vergleichende
Tropenmedizin und Parasi.ologie, Leopoldstr.
5, 80802 Miinchen, Tel. (089) 21 80-28 16, Mi-
riam.Waechter@tropa.vetmed.uni-muenchen.
de Vielen Dank fiir ihre Mithilfe!

Abb. 10: Aufruf zur Probensammlung (Deutsches Tierdrzteblatt, 06/2013, S.762)
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Begleitbogen zur Studie

»Yorkommen von Rickettsien-Infektionen beim Hund in Deutschland®

Datum der Biutentnahme

Spezies Hund
Rasse (bei Mischlingen Felldnge,-farbe)
Geschlecht
Alter
Herkunft (Geburtsort)
PLZ, Stadt:
momentaner Wohnort
0 landlich Ostédtisch Ounbekannt

Haltung, Spaziergewohnheiten
{einzeln, mehrere Hunde)

Angewendete Zeckenprophylaxe
(welches Mittel, wie oft)

Nutzung

Familienhund, Polizeihund)

(Jagdhund, Rettungshund, Wachhund,

Vorstellungsgrund
(ggfs Symptome}

Verdachtsdiagnose

Probennummer
(laut beiliegenden Aufkiebern)

Einsendende Tierarztpraxis

Abb. 11: Fragebogen



XII. Danksagung 100

XI1l. DANKSAGUNG

Als erstes mdchte ich mich bei PD Dr. Cornelia Silaghi bedanken. Sie hat mir die
Mdoglichkeit gegeben, Uber dieses sehr interessante Thema zu promovieren.
Aullerdem war Sie die beste Betreuerin, die ich mir vorstellen konnte. Ich mdchte
mich bedanken fir die immer zeitnahe, sehr Kkonstruktive Kritik, die
Unterstitzung bei allen organisatorischen Dingen, die aufbauenden Worte bei
meiner Fachtagung und und und...VIELEN, VIELEN DANK FUR ALLES!!!

Gleich danach mdchte ich mich bei meinem zweiten Betreuer Prof. Martin Pfeffer
bedanken! Auch hier fand ich immer ein offenes Ohr, falls es mal Probleme gab

und zusammen haben wir immer eine Losung gefunden. DANKE!!

Ein ganz besonderer Dank gilt auch dem Institut fur Mikrobiologie der
Bundeswehr, an dem ich einen Teil meiner Arbeiten anfertigen durfte. Hier
besonders Dr. Gerhard Dobler, der mit gleicher Spannung wie ich das
Fortschreiten des Projekts unterstutzt hat und Dr. Silke Wolfel, die unermudlich
mit mir dagesessen ist und mich immens in meinen Labor- und
Mikroskopierarbeiten unterstiitzt hat, auferdem ist sie ein ganz wundervoller
Mensch. DANKE!!

Dem ganzen Laborteam vom Lehrstuhl der Vergleichenden Tropenmedizin und
Parasitologie, allen voran Andrea Mihalcov und Ute Maurer, die mich in die
Techniken des Mikroskopierens und des ELISA eingefiihrt haben und mich bei
der Probenbearbeitung mit unendlicher Geduld unterstiitzt haben. DANKE!!

Natdrlich allen fleiRigen Probensammlern: Prof. Dr. Ingo Nolte und Jan-Peter
Bach, Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover; Nicole Schulz und Prof.
Andreas Moritz, Klinik fiur Kileintiere, Justus-Liebig-Universitdt Gielien;
Anneliese Balling, Institut fir Tierhygiene, Universitat Leipzig; Aleksandra
Chirek, Kleintierklinik der Freien Universitat Berlin; Dr. Sabine Schall,
Schifferstadt; Elisabeth Stemmler, Hohenwestedt, Tierklinik Dr. Stefan Reindl,
Ingolstadt, Tierarzpraxis Dr. Ebenboeck und Kollegen, Traunstein, Dr. Uwe
Urban, Amerang, Anuschka Winkelmann, St. Wolfgang, Johanna Gude, Eckental,
Dr. Martin Steffl, Universitdt Hohenheim, Stuttgart, Dr. Armin Reinle, Weil am
Rhein, Tierklinik Neckarwiesen, Esslingen, Femke Mortier, Medizinische
Kleintierklinik, LMU Miinchen. Ohne sie ware dieses Projekt niemals mdglich



XII. Danksagung 101

gewesen. DANKE!!

Bei Dr. Michael Leschnik, Veterindarmedizinische Universitit Wien, Osterreich
fur das Bereitstellen der Positivkontrollen. DANKE!!

AuBerdem mochte ich mich bei meinen Mitdoktorandinnen Anna, Carina,
Alexandra, Franziska und Julia bedanken, denn geteiltes Leid ist halbes Leid!
DANKE!!

Meinen Arbeitskollegen in der Tierklinik Dr. Reindl und in der Tierarztpraxis
Fellner, die immer Ricksicht auf meine Doktorarbeit genommen haben und mich

auch mal abgelenkt haben wenn es gerade nicht so gut lief. DANKE!!

Bei Damaris Neumayer fiir das Korrekturlesen der englischen Texte und bei Sonja
Rank fur die Hilfe bei der Einfuhrung in die Statistik. DANKE!!

AuRerdem mdchte ich mich bei allen meinen Freunden bedanken, die immer
Verstandnis dafir hatten, wenn ich aufgrund der vielen Arbeit mal nicht so viel
Zeit fur sie hatte. DANKE!!

Dank gilt auBerdem der Firma Bayer Health Care fir die Gewahrung des
Stipendiums, ansonsten hatte ich nicht die Zeit fur dieses anspruchsvolle Projekt
aufbringen kénnen. DANKE!!

Zuletzt mdchte ich mich bei meiner Familie bedanken, bei meiner Mutter
Elisabeth und meinem Vater Werner, die mich immer in meinem Weg bestérkt
haben und sich Uber jeden noch so kleinen Fortschritt mit mir gefreut haben.
Meine Schwester Kristine fir ihre aufmunternden Worte und natirlich und ganz
besonders bei meinem Freund Marcel der immer meine Launen, meine ,,ich hab
jetzt keine Zeit fiir dich ich muss schreiben* mit mir durchmachen musste und mir

immer den Riicken gestarkt hat! DANKE!!



