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l. EINLEITUNG

Anaplasmaghagocytophilunist ein weltweit verbreitetespbligat intrazellulares
Bakteriumund gilt als Ausléser der granulozytaren Anaplasmose. Der Erreger wird
durch Zecken ubertragen und kann eine Vielzahl veedemer S&ugetiere
infizieren. Klinische Falle wurden dabei fir Hunde, Katzen, Pferde, domestizierte
Wiederkauer und Menschen beschriedOLDEHIWET, 2010) Die humane
granulozytare Anaplasmose (HGA) d@ie dritthaufigste durch zeckenibertragene
Erkrankung in den USA und in Europa und gilt ebenso in Asien als eine sich
ausbreitende Infektionskrankheit (SEVERO et al., 2012) Die klinische
Auspragung einer Infektion miA. phagocytophiluméuf3ert sich dabei meist in
unspezifischen Symptomen wie mildem Fieber, Apathie, Leistungsabfall, Gelenks
und Gliederschmerzen, kann jedoch auch mit Komplikationen und einem todlichen
Krankheitsverlauf verbunden sein. Der Erreger ist daher von wachsdnuoean

und veterinarmedizinischem Interesse, wird in vielen Kliniken aber oft noch durch
Zufall diagnostizier{STUEN et al., 2013a; BAKKEN & DUMLER, 2015)

Die Anzucht vorA. phagocytophilurm Kultur ist aufgund der Erregervariabilitat

und den besonderen morphologischen Eigenschaften mit verschiedenen
Herausforderungen verbundeim Wirt infizieren de Bakterien vor allem
neutrophile Granulozyten. Dabei existieren verschiedene genetische Varianten von
A. phageytophilum welche sich in Pathogenitat, Wirtsspezifitat und Verbreitung
unterscheidefCHOI & DUMLER, 2003; RIKIHISA, 2011) Fir die Diagnostik

von HGA und fiur dian-vitro-Kultivierung humanpathogener Stamme werden in
der Regel humane promyeloische Leukamiezellen (F&0) verwendet
(CARLYON, 2005; BAKKEN & DUMLER, 2006) Die Vermehrungder Erreger
findet innerhalb der Wirtszellen in Membrgebundeneakuolen statt, welche
als AMorul aefi (BHENetialc1O¥pt wer den

Um A. phagocytophilunfiiir weiterfihrende Untersuchungen im Labor verwenden
zu konnen, werden die intrazellularen Bakterien mittels verschiedener
mechanischer Methoden aus den Zellkultuirengesetzt(BORJESSON, 2008)

Die Herausforderungesteht dabei die Wirtszellen aufzubrechaddas zerstorte
Zellmaterial zu entfernen ohnelabei die Bakterien zu schadigen odeit zu

beseitigenIm Unterschied zu anderen intrazellularen, Graggativen Erregern
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besitztA. phagocytophilummur eine dinne Zellhille ohne Peptidoglykanschicht
und Lipopolysaccharide. Die Bakterien sind daher sehr sensitiv gegenuber
mechanischen Stresund osmotischen Belastungen und es muissen spezielle,
schonende Technikemerwendet werderum die Erreger aus den Wirtszellen
freizusetzen und zu isoliere(LIN & RIKIHISA, 2003; CARLYON, 2005;
FELSHEIM et al., 2006)

Ziel dieser Arbeit war es daher ein optimiertes Protokoll fur die Aufreinigung von
A. phagocytophilunaus HL-60-Zellen unter Verwendungeiner neuen Methode
mithife von Ar o c k t u mab festen. Amhand eléktronenmikroskopischer
Aufnahmen konnte gezdigwerden, dass die wahrend der intrazellularen
Entwicklung vorliegenden Erscheinungsfornied i e Acdredrcdls @ und di e
Ar et i culiaoneA. phagdcytaptiilurmach Lyse der Wirtszellen intakt
erhalten blieben. Der quantitative Vergleich mit derkbmmlichen Methodeia
Asyr i ngergab, dass mefir Bakterien bzw. bakterielle DNA aus den
Wirtszellen durch die Verwendung vohr o ¢ k t u rfreiJesetzt werden t fi
konnte. Infektionsversuche in naiven Zellkulturen bestatigten idigitro-
Infektitsitat der isolierten Bakterien. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen, dass da& r o ¢ k t u-Prbtbkellrfiir gine effekfive und zuverlassige

Aufreinigung vonA. phagocytophilumausHL-60-Zellenverwendet werden kann.
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1. L ITERATURUBERSICHT
1. Atiologie

1.1. Taxonomie

Anaplasma phagocytophilumzahlt zu der FamilieAnaplasmataceaein der
OrdnungRickettsialesund der Klasse deAlphaproteobacterigTakelle 1). Die
aktuelle Bezeichnung umfasst dabei die vormalig einzeln geflhrten Erreger
Ehrlichia equi Ehrlichia phagozytophila und das Agens der humanen
granulozytaren Ehrlichiose (HGE) afgnetisch unterschiedlichéarianten der
SpeziedA. phagocytophilunDUMLER et al., 2001)

Seitdem das Krankheitsbild der granulozytaren Anaplasmose 1932 erstmals bei
Schafen alé\ T i-bcckr n e  bésehvigben fivurd6GORDON et al., 1932)kam

es mehrfach zu einer Revision der Erregakonomie(WOLDEHIWET, 2010)

Die Umstrukturierung in der Systematik beruhte dabei auf der Morpholdgyie,
Epidemiologie undauf dem klinischen Erscheinungsbil(FOGGIE, 1951, 1962;
PHILIP, 1974; OGDEN et al.,, 1998)Die aktuelle Klassifizierungvon A.
phagocytophilum erfolgt seit dem Jahr 2001 anhand phylogenetischer
Untersuchungen basierend auf den Gensequenzen der 16S RNA und des
groESL-Operon(DUMLER et al., 2001) Aufgrund der genetischen Variabilitat
zwischen verschiedenen Stammen \Vanphagocytophilunsind Analysen des
Gesamtgenoms von unterschiedlichen Isolaten Bestandteil weiterer
phylogenetischer Untersuchung@UNNING HOTOPP et al., 2006; BARBET et

al., 2013) Dabei erfolgt aut ein erweiterteNMergldch mit neuen Gensequenzen
von Mitgliedern aus der Familie dénaplasmataceaeum die taxonomische
Einordnung zuverfeinernund anzupasseffDUNNING HOTOPP et al., 2006;
DUGAT etal., 2014)
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Tabelle 1: Systematik der FamilieAnaplasmataceadDUMLER et al., 2001

Anaplasmataceae

Anaplasma (A.) Ehrlichia (E.) Wolbachia (W.) Neorickettsia (N.)

A. phagocytophilum E. canis W. pipientis N. risticii

A. platys E. ewingii N. sennsetsu

A. bovis E. chaffeensis N. helminthoeca

A. marginale E. muris

A. centrale E. ruminantium

A. ovis

1.2. Morphologie, Entwicklungsformen und allgemeine Eigenschaften

Die Mitglieder der Gattunghnaplasmasind obligat intrazellulareGramnegative
Bakterien und parasitieren in zytoplasmatischen Vakuiohehaematopoetischen
Gewebe sowien reifen und unreifen Zellen deter myeloiden ReihéRAR &
GOLOVLJOVA, 2011) Zu dieser Gruppe gehoért auch die Speziks
phagocytophilum welche durch einen starkefelltropismus zu neutrophilen
Granulozyten gekennzeichnet ist. Die Erreger sind unbeweglich und besitzen ein
pleomorphes Erscheinungsbild. Innerhalb der Wirtszellen ist die Darstelemg
Bakterien aufgrund des gering€ontrasts zum Zytoplasnmaittels Gam-Farbung

nur schwer maglichZur Farbung der intrazellular angesammelten Bakterien wird
daher meist die Wright oder Giemsd&omanowskyFarbung verwendet
(CARLYON, 2005; DUMLER et al., 2007Die Membrargebundenen Vakuolen

im Zytoplasma mitA. phagocytophilunfdrben gch dabei dunkelblau bis liland
erhalten einmaulbeererihnliches Aussehe(Kapitel 52.2., Abb. 7). Dieses
charakteristische Erscheinungsbild der angesammelten Bakterien fuhrte zu der
Bezeichnungd Mo refii(Vom lateinischen Wormorunii fiir Maulbeerg (CHEN

et al., 1994; RIKIHISA, 2011Diese basophile Struktur besitzt in dexgel einen
Durchmesser von 4,i 2,5 um und kann aber auch eine Grof3e von bis zun6
erreichen(POPOV et al., 1998)nfizierte Zellen in Kultur enthalten in der Regel
zwischen einer und fiMMorulagi mit einer durchschnittlichen Anzahl von-29
Organismen pro Vakuol€YOSHIIE et al., 200 Mittels Diff-Quick-Farbung
kénnen diese Erregeransammlungen auch im Blutausstrich sichtbar sein, lassen sich
lichtmikroskopisch jedoch nicht vonAMorulagi von Ehrlicha ewingii
unterscheiderfISMAIL et al., 2010) Eine weitere Differenzierung soll@aher

epidemiologschund zur Bestatigung mittels PCR erfolgen.
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Wahrend der intrazellularen Entwicklung lassen sich elektronenmikroskopisch
zwei morphologische Erscheinungsformen Yorphagocytophilumunterscheiden
(Abb. 1). Die kleinere, kokkoide Form besitzt eine Grél3e von B,@ um und ein

di chtes Nukl eocadr ¢detelclt i onD@ensBi e gr°Ce
umfasst eine Gréf3e von 0;72,0 um und besitzt ein Nukleoid mietikulérer
Struktur ( Ar eidgenaude pathebiologisthe FunktioR B&sund

RCs wahrend der Infektion im Wirist noch nicht vollstandig aufgeklartn
Zellkulturen wurde jedoch experimentell gezeigt, dass die DCs die vermeintliche
infektidse Form ist und in naive Wirtszellen eindringen kann. Vor Untergang der
Wirtszelle und Freisetzung der Anaplasmen erfolgt die Kondensation der RCs in
die DCs und damit die erneute Umstrukturierung in die infektiose Form. Die
Entwicklung vonA. phagocytopilum lauft innerhalb der Vakuolen synchron. Die
Geschwindigkeit zur Umstrukturierung der DCs und RCs kann sich zwischen den
AVorulagi jedoch unterscheiden. Eine Fusion der zytoplasmatischen Inklusionen
wie bei anderen obligat intrazellularen Erregern,auge Ehrlichia chaffeensisder
Chlamydia pneumoniagurde beiA. phagocytophilumicht beobachtet.

Abbildung 1: AnaplasmaphagocytophilumDCs undRCs

Modifiziert nach Troese und CarlyghROESE & CARLYON, 2009)

[A]ll ntrazytopl asmati sche ValBluiorleet inciul afitdee n
cel | so i66Zekei Skadierungshhalken 0,5 um.
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Sowohl die DCs als auch die RCs varphagocytophilurwerdeneweilsvon zwei
dinnen Membranen umgehewas in elektronenmikroskopischen Aufnahmen
sichtbar wird (POPOV et al.,, 1998)Durch die Struktur der inneren glatten
Membran und der aul3eren geriffelten Membran entsteht ein periplasmatischer Spalt
mit variierender GroRRIKIHISA, 2011) Im Gegensatzu anderen Gram
negativen Bakterien besit2t phagocytophilunkeine Peptidoglykanschicht oder
Lipopolysaccharide(LPS) (RIKIHISA, 1991; RIKIHISA et al., 1997) Dies
ermoglicht eine Form angepasste Entwicklung den raumlich begrenzten
Vakuolen und bietet zudem Schutz vor spezifischen Erkersnuechanismen des
Immunsystems des Wirté@TTEN et al., 2018)Die Peptidoglykanschicht und die
LPS als Bestandteil der bakteriellen Zellwand enthalten charakteristische
molekulare Strukturen, welche von den Zellen des angeborenen Immunsystems
erkannt werden und als Folge eine Entziindungsreaktion zur Erregerelimination
auslosen(Anhang, Abb A1l). Diese pathogeassoziierten molekularen Muster
(engl. pathogerassociated molecular pattern PAMP) sind in vielen
Mikroorganismen konserviert und korem nicht in der Zellhulle eukaryotischer
Zellen vor (SUKHITHASRI et al., 2013; NEYEN & LEMAITRE, 2016)Zur
Identifizierung dieser Strukturmotive exprimieren neutrophile Granulozyten auf
ihrer Oberflache spezifische Rezeptoren (erggiternrecognitionreceptors
PRR), zu denen auch di®ll-like-Rezeptoren gezahlt werd¢RAKEDA et al.,

2003; RIKIHISA, 2006) Zusatzlich kénnen die PAMPs Uber unterschiedliche
Proteine (engl. peptidoglycarrecognitionproteing PRP) des Immunsystem
detektiert werdenAnhangTabelleA3) (OTTEN et al., 2018)Nach Bindung der
PRR und PRP kommsezu einer Immunantwort, welche die Aktivierung reaktiver
Sauerstoffverbindungen, die Fusion von Lysozymen, die Freisetzung von Chemo
und Zytokinen, sowie verschiedener Signaltransduktitesskaden zur
Aktivierung derAutophagieund der Zellapoptose, m#ialtet(RIKIHISA, 2006;
EKMAN & CARDELL, 2010). A. phagocytophilurkann diesen Mechanismen zur
mikrobiellen Abwehr aufgrund der fehlenden Synthese einer Peptidoglykanschicht
und LPS entkommefRIKIHISA, 2010) ProteorrAnalysen infizierterHL-60-
Zellen zeigten sogar ein durch A. phagocytophilum verursachte
Herunterregulierung von spezifischefoll-like-Rezeptoren (TLR1)(LIN &
RIKIHISA, 2003) Diesestrukturelle Besonderheiter bakteriellen Zellhillgeht
jedoch ebenfalls mit einer hohen Empfindlichkeit gegentber mechanischen

Belastungen und osmotischen Veranderungen einher. Als
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Kompensdabnsmechanismus entwickeltd. phagocytophilumdie Fahideit
Cholesterolin die Zellhille einzubauen uie strukturelle Integritat aufrecht zu
erhalten (LIN & RIKIHISA, 2003). Trotzdem mussen spezielle, schonende
Techniken, fur die Isolierung der Erreger aus der Zellkultur fur verschiedene

Untersuchungen angewendet werden (Kabtél 3).

1.3. Zellinvasion und Kolonisation

A. phagocytophilurbesitzt einen ausgepragten Zelltropismus zu phagozytierenden
Zellen, speziell zu neutrophilen Granulozy(@HOI et al., 2005)Die Erreger sind
jedoch ebenfalls in der Lage eosinophile Granulozyten, Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark, sowie Endothelzellenintizieren(KLEIN et al., 1997; BAYARD

MC NEELEY et al., 2004; WOLDEHIWET, 2010n-vitro-Studien haben gezeigt,
dassA. phagocytophilunin humane Mikroendothelzellen (HMED eindringen

und sich dort vermehren kanfMUNDERLOH et al., 2004) Zudem wurde
beobachtet, dass es bei der-l8kubation mit polymorpkernigen Leukozyten
(engl.polymorphnuclear cel]$$MN) zu einer direkten Ubertragung der Erreger auf
neutrophile Granulozyten komniHERRON et al., 2005)Daher wird vermutet,

dass Endothelzellen als Reservoir fir die Vermehrung und fur die Verbreitung von
A. phagocytophilundienen kdnnen. Die Aufnahnaer Erregeiin die Wirtszelle
erfolgt Uber Rezeptevermittelte Endozytos€SOODMAN et al., 1999; HERRON

et al.,, 2000) In humanen neutrophilen Granulozyten und promyeleisch
Leukamiezellen (HE60) erfolgt die Bindung Uber das Tetrasaccherid sialyl fewis
(sLe’) des PSelektinGlykoproteinliganderl (PSGL-1). Dabei kommt es
gleichzeitig zur Phosphorylierung der Effektorkinase Rimase 1 (ROCK1), ein
Schlusselmolekil beiedt Organisation der Aktinfilamen{@ HOMAS & FIKRIG,

2007) Am Ende dieser Signalkaskade beginnt die Umstrukturierung des
Zytoskeletts, welche das Eindringen und die Etablierung des Erregers in der
Wirtszelle erleichtert(RIKIHISA, 2011) Bei der spezifischen Bindung an
Oberflachenrezeptoren wurden jedoch grof3e wirtsabhdngige Unterschiede
beobachtet. So wurde in einem Mausmodel eine RE@habhangige Infektion
beschrieben(CARLYON et al.,, 2003) Dies ist eine Erklarung warum die
verschiedenen genetischen Varianten eine unterschiedliche Wirtsspezifitat
aufweisen kénnen. Stamme vAnphagocytophilupwelche nicht humanpathogen
sind kénnen daher nicht oder nur sehr schwer in den routinemagigndetee
HL-60-Zellenkultiviert werden(CARLYON et al., 2003; MASSUNG et al., 2007)
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Die Replikation der Erreger innerhalb der Wirtszellen erfolgt in den Membran
gebundenen, zytoplasmatischen Vakuqi8EVERO et al., 2012)Durch aktive
Modulation wirtsegener, membranassoziierter Proteine werden Nahrstoffe fur die
Entwicklung und Vermehrung zur Verfigung gestellt. So wurde gezeigt, dass die
Proteine APH_1387 und APH_0032 sich wahrend der Zellkolonisation an die
Vakuole anlagerndabei jedoch nicht Uber dslaTyplV-Sekretionssystem der
Bakterien selbst sekretiert werd@tUANG et al., 2010a; HUANG et al., 2010b)

Die Teilung und Vermehrung der Erredéhrt zu einer Ausdehnung der Vakuolen

im Zytoplasma, wobei eine Fusion mit Lysosomen und damit die Reifung zum
Phagolysosom durch Beeinflussung der bakteriellen Proteinsynthese verhindert
wird (WEBSTER et al.,, 1998; GOKCE et al.,, 1999; MOTT et al., 1999)
Gleichzeitig kommt es zur tBtulation der I8 Produktion zur Rekrutierung von
Granulozyten, welche nach Zelllyse und Freisetzung der Erreger als naive
Wirtszellen dienen und ein neues Ziel fur die bakterielle Infektion darstellen
(AKKOYUNLU et al., 2001; RIKIHISA, 2010)

Neutrophile Granulozyten stellen priméare Effektorzellen des Immunsystems zur
mikrobiellen Abwehr dar(COHEN, 1994; TAKEDA et al., 2003)Fur das
intrazellulare Uberleben haA. phagocytophilumverschiedene Strategien zur
Etablierung der Infektion entwickelt. Da neutrophile Gramyten eine kurze
Lebenszeit besitzen (Halbwertszeit  h im Blut, Uberlebensdauer 248 h im
Gewebe)verzogert A. phayocytophilumlber verschiedene Mechanismen die
Apoptose(YOSHIIE et al., 2000; CARLYON & FIKRIG, 2003; SCAIFE et al.,
2003) Damit ist ein langerer Zeitraum fur die Vermehrung der Erreger
gewahrleistet. Weiterhin wird die Bildung von toxischen Sauerstoffverbindungen,
welche einen wichtigen Abwehrmechanismus bilden, eingesch(AHENTJIES

& SEGAL, 1995; WANG et al., 2002)Dabei wird Gber das bakterielle Protein
AnkA im Zellkern die Transkription von Komponenten der NADRKidase
(gp91phox, rac2) inbiert (CARLYON et al.,, 2002; GARCIAGARCIA et al.,
2009) Dies fiihrt zu einer reduzierten Bildung von Supergxidonen (Q) in den
Neutrophilen(WANG et al., 2002)Bei einer Infektion mitA. phagocytophilum
wurde zudem gezeigt, dass es zu einer Verringerung der Phagocytoseakitiitat u
der Motilitat der Granulozyten komn@GARYU et al., 2005) Durch den Verlust
spezifischer Selektine, wie des3elektinliganden (CD62L) auf der Zelloberflache
der Neutrophilen wird das Anhaften am Endothel und die Integnimittelte
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Transmigration erschwef€HOI et al., 2003)Die Verringerung der Diapedese und
der Neutrophilenmigration im entzindlichen Gewebe fuhrt wiederum zu einer
Inhibition der Zellaktivitdt im Rahmen der Entzindungskasskade, was die
Etablierung vorA. phagocytphiluminnerhalb des Wirtes erleichtd@CHAFF et

al., 2010; SEVERO et al., 2012)

2. Epidemiologie

2.1. Lebenszyklus und vektorielle Ubertragung

Der Lebenszyklus vonA. phagocytophilumumfasst die Entwicklung und
Vermehrung des Erregers in Zecken, welche als Vektoren fungieren, sowie die
Reproduktion in empfanglichen Wirtstieren, welche wiederum alerReis fur

eine erneute Infektion dien€RIKIHISA, 2011)

Die Ubertragung voi\.. phagocytophilunerfolgt durch Schildzecken désodes
persulcatusKomplexes (STUEN et al., 2013a)In Europa giltl. ricinus als
Hauptvektor, in den USA pacificusund|. scapulrisund in Asienl. persulcatus
(Abb. 2) (WOLDEHIWET, 2010) Auch in Spezies andere Zeckengattungen wurde
DNA von A. phagocytophilumachgewiesen, die Vektorkompetenz konnte jedoch
bisher nur fir Spezies der Gattubgdesin verschiedenen Studien bewiesen
werden(TELFORD et al., 1996; DES VIGNES et al., 1999; ZEIDNER et al., 2000;
TEGLAS & FOLEY, 2006) Die Aufnahme der Bakterien von infizierten Wirten
erfolgt wahrend einer Blutmahlzeit mit anschlie3ender Invasion von Zeéden
Mitteldarmepithels(TELFORD et al., 1996)Experimentell wurde gezeigt, dass
eine Ubertragung auf naive Larven innerhalb von 24 h nach Anheftung an
infizierten Mausen stattfinden kanfPES VIGNES et al., 2001)Nach initialer
Vermehrungin den Darmepithelzellegelangt der Erreger zu den sekretorischen
Endsticken (Acinus) der Speicheldriisen, tber die es zu einer erneuten bakteriellen
Ubertragung von der Zecke auf einen Wirt wahrend der Blutaufnahme kommen
kann(TELFORD et al., 1996; FELEK et al., 2004)
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Ixodes scapularis N.
Ixodes scapularis S.
Ixodes pacificus
Ixodes ricinus
Ixodes persulcatus

# Overlapping Distribution

© 2010 UGARF

Abbildung 2: Geographische Verbreitung von Ixodes spp. Zecken als
primare Vektoren von Anaplasmaphagocytophilum
Modifiziert nach Green€GREENE, 2012)

Infizierte Zecken sind in der Lage 2418 h nach Anheftung die Erreger auf den
Wirt zu UbertragenHODZIC et al., 1998a; KATAVOLOS eal., 1998; DES
VIGNES et al.,, 2001)In den Zecken bleib&. phagocytophilunwahrend der
Blutaufnahme enthalten und Giberdauertdiastadiellen EntwicklunTELFORD

et al., 1996; OGDEN et al., 1998Fine transovarielle Ubertragung konnte mit
Ausnahme vorDermacentor albipictu§BALDRIDGE et al., 2009)noch nicht
nachgewiesen werdgiDUNNING HOTOPP et al., 2006)Zwei experimentelle
Studien berichteten eine Ubertragung Vlanphagocytophilunzwischen Zecken

bei gleichzeitiger Blutmahlzeit auf einem naiven WirtA € & e d i diesefi ) ,
Ubertragungsweg diledoch als sehr selt¢bEVIN & FISH, 2000; OGDEN et al.,
2003) Ixodesspp. kbnnen sich nach Schlupf aus den Eiern in jeder Phase der
Entwicklung infizieren, wahrend die Ubertragung des Erregers auf neue Wirte
durch Nymphen und Adulte erfolgtDUGAT et al., 2015) Die hochsten
Infektionsraten wurden dabei in adulten Zecken nachgewiesen. Dies begrindet sich
damit, dass durcmehrere Blutmahlzeiten eine hthere Wahrscheinlichkeit besteht
die Erre@r aufzunehmen(STUEN et al., 2013a)Da es nicht zu einer
generationsibergreifenden Weitergabe der Bakterien kommt, kann sich keine
persistierende Infektion in der Vektorpopulation etablierenwitere Reservoire
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far A. phagocytophilunsind notwendig um den endemischen Zyklus aufreaht
erhalten (Abb3) (DUGAT et al., 2015)

A.phagocytophilum strains

®OCODO®O®

Infected or A )
uninfected adult 4_9 ~ Uninfected
Ixodes tick g ) larva
®e0oE®®
Infected or
uninfected nymph

®eOC00®®

Abbildung 3: Lebenszyklus vonAnaplasmaphagocytophilum
Modifiziert nachRikihisa (RIKIHISA, 2011)

Die Ubertragung vonmnaplasmaghagocytophilumerfolgt in der Zeckenpopulatiol

transstadial, jedoch nicht transovariBler Lebenszyklus wird durch die gegenseiti

Ubertragung zwischen Vektoren und Reservoiretieren aufrechterhalten. Der Men

dabei ein Fehlwirt und kein Bestandteil der natirlichen Verbreitung. In Experim:

mit verschiedenen Stammen vémaplasmghagocytophilumzeigten sich zusatzlict

Unterschiede in der Wirtsspezifitat der Erreger und deren Epidemiol

2.2. Wirte und Reservoire
A. phagocytophilumkann eine Vielzahl verschiedener Wirbeltiere infizieren
(WOLDEHIWET, 2010) Dies steht im direkten Zusammenhang mit der
Verbreitung der Vektoren und deren breitem Wirtsspek{SiANEK, 2009) Die
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Reservoiretiere werden durch die Zecken als Blutwirte ausgewdahlt und somit
anschlieBend fir die Replikation und Verbreitung des Erregers gékaiaL et

al., 2002; STANEK, 2009)Ein klinisches Krankheitsbild wurde lg@ bisher bei
Hunden (Canis lupus familiaris (MADEWELL & GRIBBLE, 1982) Katzen
(Feliscatug (BEAUFILS, 1997) Pferden Equus caballus (GRIBBLE, 1969;
MADIGAN & GRIBBLE, 1987), Lamas ama glam& (BARLOUGH et al.,
1997) Ziegen Capra aegagrus hircgsund Schafen Qvis gmelini ariep
(GORDON et al., 1940und in Rindern Bos tauru} in Europa beschrieben
(HUDSON, 1950; ENGVALL et al., 996) Auch humane Infektionen mi.
phagocytophilunwurden bereits diagnostizigf€HEN et al., 1994)der Mensch
gilt allerdings als Fehbzw. Endwirt, da es tber ihn nicht zu einer Verbreitung der
Infektion kommt(AGUERO-ROSENFELD et al., 1996; RIKIHISA, 2011)

Eine grofReBedeutung als nattrliches Reservoir Airphagocytophilunspielen
wildlebende Wiederkauer. In Asien, Europa und in den USA wurden in vielen
verschiedenen Spezies spezifische Antikdrper geden phagocytophilum
nachgewiese(STUEN et al., 2013a)n den USA gelten dabei WeiRwedelhirsche
(Odocoileus virginianus(MASSUNG et al., 2005und in Europa das Rotwild
(Cervus elaphus(STUEN et al.,, 2013bkowie Rehe Qaperolus capreolys
(SILAGHI et al., 2011b)xls Hauptquelle zur Ubertragung und Verbreitung des
Erregers in der Zeckenpopulatig8TUEN et al., 2013a)n einer Studie wurde
experimentell bewiesen, dass im Rotwild eine Infektion Aniphagocytophilum
Uber mehrere Monate sstieren und es in diesem Zeitraum zu einer erneuten
Infektion naiver Zecken kommen kafSTUEN et al., 2001)In endemischen
Gebieten stellen Nagete wie Ratten, Waldmause, Spitzméause, Wihimause,
Eichhdrnchen und Streifenhérnchen, eine zweite groRe Gruppe dar in Alenen
phagocytophilumnachgewiesen wurdéSTUEN et al., 2013a)lm Osten und
mittleren Westen deUSA zahlen die Weil3fumauBdromyscus leucopydie
Dunkelfu3holzratte Neotoma fuscipg@s(NICHOLSON et al.,1998) und das
GrauhdrnchenSciurus griseus)NIETO & FOLEY, 2008)als wichtige Reservoire

fur A. phagocytophilunSo wurde in der Weil3ful3maus u.a. die huspathogene
Variante Apha identifizierttMASSUNG et al., 2003a)jn Europa konnte bereits in
Uber neun verschiedenen Nagefgrezies die DNA vorA. phagocytophilum
nachgewiesen werdemie Seropravalenzen waren jedoch geringer als die in
wildlebenden Wiederkauef®TUEN et al., 2013aAls wahrscheinliche nattrliche
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Reservoire gelten die Rotelmaudyodesglareoluy, die Waldmaus (Apdemus
sylvaticu$ und die Gelbhalsmausjpodemus flavicoll)js(LIZ et al., 2000; STUEN

et al., 2013a)In vereinzelten Studien wird zudem die epidemiologische Bedeutung
von Fiichsen\(ulpes vulpesind Urocyon cinereoargentei$HULINSKA et al.,
2004; GABRIEL et al., 209), Baren Ursusarctos und Ursusamericanuy
(DRAZENOVICH et al., 2006; VICHOVA et al., 2010)Wildschweinen
(Susscrofg (HULINSKA et al., 2004) verschiedenen InsektivoréBKUBALLA

et al., 2010; BOWN et al., 201%pwie ReptilienNIETO et al.,2009)und Vogeln

(DE LA FUENTE  al., 2005 diskutiet. Die nachgewiesenen Pravalenzen son
phagocytophilumiagen bei diesen Tierspezies teilweise auf einem vergleichbaren
Niveau mit denen der Wildwiederkauer und Nagetiere. Die Daten reichten jedoch
nicht aus, um genaue Ruckschlisse zu ziehen und fesdsvoire identifizieren

und definieren zu konngl$TUEN et al., 2013a)

Innerhalb der Spezieéd\. phagocytophilumexistieren verschieden genetische
Varianten, welche sich in Verbreitung, Vektorspeif Wirtstropismus und
Pathogenitat unterscheiden konnéDUGAT et al., 2015) Diese Stamme
zirkulieren in komplexe epidemiologischen Zyklen, welche vernetzt oder
unabhéngig voneinander auftrete(RIKIHISA, 2011) Das Vorkommen
unterschiedlicher Okotypen erklart, warum Kklinisch bestatigte Falle von
Infektionen mitA. phagocytopilumin Rindern bisher nur in Europa, jedoch noch
nicht in den Vereinigten Staaten diagnostiziert wuf@&GAT et al., 2015)
Zudem wurde eine geographische Diskrepanz zwischen dem Auftreten von
Infektionen bei Menschen, Hunden und Pferden und der Verbreitung der
Reservoiretiere beobachtet. Dies ist ebenfalls auf die Zirkulation unterschiedlicher
Varianten vonA. phagogtophilum in endemischen Gebieten zurtickzufihren
(FOLEY et al., 2008)in weiteren Experimenten wurde gezeigt, dass Hunde, Pferde
und Menschen vom gleichen Stamm infiziert werden konQBBUGAT et al.,
2015) auf der anderen Seite ein equinedalisjedoch nicht pathogen fur Rinder
war (STANNARD et al., 1969)Uber den Vergleich der 16S RNA wurden in den
USA die Sténme ApV1 und Apha zwischen weiteren Varianten identifiziert
(CHEN et al., 1994)Beide Okotypen treten im gleichen geographischen Areal auf
und kdnnen von den gleichen Vektoren Ubertragen wef@@URTNEY et al.,
2003) Die Untersuchungen zeigten jedoch, dashapathogen fir Menschen ist,
wahrend ApV1 nicht mit humanen Infektionen in Verbindung gebracht werden
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konnte(DUGAT et al., 2015) Zudem wurde fiur Ap/1 der Weil3edelhirsch und

fur Ap-ha die Weil3fuBmaus als nattrliches Reservoir best{iMASSUNG et al.,
2005; REICHARD et al., 2009)n einem weiteren Experiment wurde gezeigt, dass
Ap-V1 Ziegen und Rehe, aber keine Mause infizieren KAMMASSUNG et al.,
2003b; MASSUNG et al., 2005; MASSUNG et al., 200@&sgse Unterschiede im
Wirtsspektrum zeigte sich ebenfalls auf zellularer Ebene. So konnten beide Stamme
in Zeckenz#kulturen (ISE6, IDEBS) isoliert werde(MUNDERLOH et al., 1999;
MASSUNG et al., 2007)Die Kultivierung inHL-60-Zellenwar jedoch nur fur den
Ap-ha erfolgreic(GOODMAN et al., 1996; MASSUNG et al., 2007 weitere
Moglichkeiten der Kultivierung sindm Kapitel 5.2. beschrieben Um die
epidemiologischen  Zusammenhange der genetischen Varianten von
A. phagocytophilumweiter aufzuklaren, werden verschiedene Methoden fir die
molekulagenetische Analyse verwendet. Neben den herkdmmlichen Methoden
wie PulsfeldgelelektrophoreseASingléMulti Locus Sequenz Typingi und
Avariable Number Tandem Rep@&atverden nun auch Vollgenomanalysen
verwende{DUMLER et al., 2003; BOWN et al., 2007; DARK et al., 20I2ybei
besteht die Schwierigkeif. phagocytophilumin Vorfeld zu kultivieren und
aufzureinigen, um eine Verunreinigung mit WirtsZeNA zu vermeiden. Um die
Sequenzierung zu vereinfachen wird an weiteren Strategien dgegrb@m
Vollgenomanalysen voA. phagocytophilunauch aus Feldproben durchfuhren zu
konnen(DUGAT et al., 2014)

2.3. Verbreitung der Infektion

Die Verbreitung vorA. phagocytophiluniolgt der geographischen Verteilung der
infizierten Wirte und denxodesspp als primare VektorenDie Ausbreitung
endemischer Gebiete in der nordlichen Hemisphare oder in neue geographische
Regionen ist verbunden mit einer VergréRerung des Lebensraums, bedingt durch
klimatische, 6kologische undndschaftliche Verdnderungen. Dies ist assoziiert mit
einem einen Anstieg der Gesamtpopulation von natlrlichen Reservoiren bzw.
empfanglichen Wirten und kompetenten Vektof8MUEN et al., 2013a)n einer
deutscherstudie wurde die Hypothese aufgestellt, dass es durch den Anstieg der
durchschnittichen Temperatur im Winter, hervorgerufen durch die globale
Erwarmung, zu einer Vermehrung der Nagetierpopulation und damit zu einer
Intensivierung des Infektionszyklus zwisen Wirt undA. phagocytophilunkommt
(HARTELT et al., 2008) Des Weiteren wird von Rehen und Rotwild eine grol3e
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Anzahl an Zecken uber langere Distan transportier(VOR et al., 2010und

somit zu einer Verbreitung des Pathogens beigetragen. Die Vermehrung und
Verbreitung vorixodes scapularign den USA flhrte zu einem Anstieg an Lyme
Borreliose Féllenund wird in gleichem Male mit der Ausbreitung von

A. phagocytophilumin Verbindung gebrach{SONENSHINE & ROE, 1993)
Dalei wiesen die AntikdrpeBeropravalenzen gegeA.phagocytophilumin
Wirtstieren starke Schwankung auf, welche auf eine unterschiedliche
Zeckenexposition zurtckzufihren si(TUEN et al., 2013a)in Europa wurde

eine erweitere geographische Reichweite der Spdxmdes ricinus sowie die
Besiedlung von héher gelegenen Regionen beschr{@&mERNA et al., 2005)

Auch der internationale Handel von Haustieren wie Hunden und Katzen, sawie d
globale Transport von Schafen und Rindern werden als Griinde fir die Entstehung
neuer endemischer Gebiete diskuti€BTUEN et al., 2013a)Ebenso stehen
Zugvogel in Verdacht infizierte Zecken Uber weite Strecketransportieren und

in Lebensrdume zu verteilen. Die direkte Beteiligung von Vodgeln am
Infektionszyklus als Anaplasméreservoir fur die Infektion von Zecken wird von
vielen Wissenschaftlern kritisch diskuti€ALEKSEEV et al., 2001; OGDEN et

al., 2008; HILDEBRANDT et al., 2010Dpie gré3te Bedeutung bei der Verbreitung
von Infektion mitA. phagocytophilunbei Menschen und bei Tieren spielen die
Zecken deslxodespersulcatusKkomplexes, nach Aufnahme des Erregers von
natirlichen Reservoire@WOLDEHIWET, 2QL0). Darlber hinaus wurde 2008 in
China eine nosokomiale Ubertragung Vvarphagocytophilunberichtet, nachdem
mehrere Personen direkten Kontakt mit Blut und respiratorischen Sekreten eines an
HGA erkrankten Patienten hattefHANG et al., 2008)In den USA entwickelten

drei Personen eine granulozytdre Anaplasmose nach Kontiékinfzierten
Rotwildblut wahrend einer Schlachturigei keinem der drei Patienten wurde von
einer vorangegangenen Zeckenexposition in der Anamnese befiBhkEN et

al., 1996b) Weiterhin kann es Uber Bluttransfusionen zu einer Verbreitung der
Infektion kommenHOROWITZ et al., 1998; SAINZ et al., 2015Aufgrund des
reduzierten Gesundheitszustandes bei einer Indikation fiir eine Transfusion kdnnen
die Infektionen mifA. phagocytophilunauch tédlich verlaufe(GOEL et al., 2018)

In experimentellen Studien wurde weiterhin gezeigt, dass eine transplanzentale
Infektion bei Kiihen maoglich ist whmit Totgeburten, Aborten in der spaten Phase
der Trachtigkeit und klinisch apparenten Infektionen bei neugeborenen Kalbern
einhergeh{CRANWELL & GIBBONS, 1986; PUSTERLA et al., 1997)
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3. Klinische Auspragung der granulozytaren Anaplasmose

Die granulozytare Anaplasmose ist eine nicht kontagids&torubertragene
Krankheit, welche eine Vielzahl verschiedener Wirte infizieren KRWGAT et

al., 2015) Sie wird durch einelnfektion mit A. phagocytophilumausgeldst und
verlauft meist latent und ohne Auspragung klinischer Symptome. Abhangig von der
Wirtspezies, dem Gesundheitsid Immunstatus, sowie dem Erregerstramm kann
es zu schwerwiegenden Krankheitsverlaut®mmen(DUMLER et al., 2007;
GREENE, 2012) Eine Persistenz vorA. phagocytophilumwurde zudem in
Rotwild, Hunden, Pferden und Wiederkauer beschriele®@GGIE, 1951;
EGENVALL et al., 2000; FRANZEN et al., 2008TUEN et al., 2013a)Die
Bakteriamie ist bei Hunden, Pferden und Menschen in der Regel nur von kurzer
Dauer (< 28 Tage), wodurch bei diesen Wirten nur eine geringe Wahrscheinlichkeit
der Weitergabe des Erregers an kompetérg&toren besteh{BAKKEN &
DUMLER, 2008; GREENE, 2012)

3.1 Humane granulozytare Anaplasmose (HGA)

Eine Infektion mitA. phagocytophilunverlauft beim Menschen meist suioksch.
Symptome bei der humanen granulozytaren Anaplasmose treten iagir/R14

Tage nach Zeckenstieuf (MCFEE, 2018) Das klinische Bild préasentiert sich als
eine fieberhafte Allgemeinerkrankung mit einem tblicherweise selbstlimitierenden
Verlauf. Grippeédhnliche Symptome wie eine erhdohte Korpertemperatur,
Schiittelfrost, Kopfschmerzen, Muskeind Gliederschmerzen, Ulkeit und ein
allgemeines Unwohlisein stehen dabei im Vordergr(BAKKEN et al., 1994;
DUMLER et al., 2007) Zu den am haufigsten auftretenden laborpatascben
Veranderungen zahlen Thrombozytopenie, Leukopenie, Anamie, und ein Anstieg
der Aspartatund AminotransferaseaktivitiBAKKEN & DUMLE R, 2008) Bei
Patienten mit Immunsuppressidnals besondere Risikofaktoren gelten HIV
Infektionen, Krebsbehandlungen, Bluhd Organtransfusiondrkann es zu einem
schwerwiegnden bis lebensbedrohlichen Krankheitsverlauf mit Organversagen
kommen(BAKKEN & DUMLER, 2015). In den USA wurde dabei ein stetiger
Anstieg der gemeldeten Krankheitsfalle beobachtet mit bis zu 4151 Erkrankten im
Jahre 2016 (Abb. 4BAKKEN & DUMLER, 2006; CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2018a)
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Abbildung 4: Anzahl gemeldeter Falle von HGAIn den USAvon 2000- 2016 :

Modifiziert nach Centers for Disease Control and PreventionCDC

(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVEMNIN, 2018a)
Im Jahre 2000 wurda&naplasmaghagocytophilunin den USA meldepflichtig unc
ein stetiger Anstieg der Fallzahlen liel3 sistitdembeobachtenDie Anzahl an
Krankheitsfallen  stieg  zwischen 2015 und 2016 um %l4
* Bis 2008 wurde die Anaplasree als humane granulozytéare Ehrlichiose gelis

** Ab 2008 erfolgte die Kategorisierung als humane granulozytare Anaplasm

Dabei stieg die Inzidenzrate innerhalb von 10 Jahren (von 2000 bis 2010) von 1,4
auf 6,1 Krankheitsfalle pro eine Million Persom Hne Hospitalisationsrate von

36 % wurde berichtet und bei% aller klinisch erkrankten Personen kam es zu
lebensbedrohlichen Komplikationen. Die Sterblichkeitsrate betrug dabei unter
1% (DUMLER, 2012) Eine persistierende Infektion mit einem chronischen
Krankheitsverlauf ist beim Menschen nicht beschriglBXxKKEN & DUMLER,

2015) In Europa sind bislang nur wenige Falle dokumeritieir letzte

beschriebene Fall war im Jahr 2013, ein Patient nach einem Wanderurlaub in
Schdtland(HAGEDORN et al., 2014; RKI, 2014pie geringdnzidenzrate der

HGA in Europa kann auf die unterschiedliche Pathogenitat und Verbreitung der
Erregerstamme zurlickgefuhrt werden, gleichzeitig aber auch durch eine fehlende
oder nicht standardisierte Diagnostik verschuldet sein.
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3.2. Granulozytare Anaplasmoseder Haussaugetiere

3.2.1. Canine granulozytare Anaplasmose (CGA)

Die meisten Hunde, welche sich it phagocytophiluninfizieren, zeigen nur
selten eine klinische Auspragung. Bei immunkompetenten Tieren kommt es in der
Regel zu einem selbstlimitierten Krankheddauf (CARRADE et al., 2009)Die
Mehrzahl der Hunde mit CGA zeigt ein unspezifisches klinisches Bild mit Fieber,
Anorexie, Lethargie und LahmhéBREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997,
KOHN et al., 2008) Seltener ist das Krankheitsbild zuséatzlich durch Erbrechen,
Durchfall, Hamorrhagien, Polydipsie/Polyurie, Lymphadenomegalie,
Splenomegalie oder respiratorischen Symptomen charakteriG®REIG &
ARMSTRONG, 2006; KOHN et al., 2008)in vereinzelten &len wurden
neurologische Stérungen und propriozeptive Defizite beschrieben, diese konnten
nach experimentellen Infektionen allerdings nicht nachgewiesen werden
(JADERLUND et al.,, 2007; JADERLUND et al., 2009)m Hinblick auf
labordiagnostische Parameter kann es zu einer Thrombozytopenie, Lymphopenie,
Eosinopenie, einer milden bis mittelgradigenormochromen Anéamie,
Hypoalbumindmie und einer Erhohung der alkalischen Phosphatase kommen
(EGENVALL et al., 1997; FRANZEN et al., 2005; POITOUT et al., 2005)
Krankheitsfalle mit todlichem Ausgang weml nur sehr selten beschrieben und
waren dabei mit weiteren klinischen Vorerkrankungen assofhttNE et al.,

2007; STUEN et al., 2013aln experimentell infizierten Hunden konnte ebenfalls
keine chronische Auspragung der Klinik beobachtet we(BSGENVALL et al.,

2000; CARRADE et al., 2009)

3.2.2.  Feline granulozytare Arnaplasmose(FGA)

Eine Disposition furA. phagocytophilumwurde bei Katzen erstmals in einem
Infektionsversuch nachgewies@rEWIS et al., 1975)In der Praxis wurden bisher

nur wenige Falle von FGA beschrieben. Die klinischen Anzeichen umfassten dabei
Anorexie, Lethargie, Hyperasthesie, Konjunktivitis, Lahmheit, Myalgien und eine
Beeintrachtigung der BewegungskoordinatideGENVALL et d., 1997,
BJOERSDORFF et al., 1999; COHN, 2003; HEIKKILA et al., 2010) Blutbild
konnte dabei eine Thrombozytopenie und Leukopenie bestimmt werden
(ADASZEK et al., 2013) Die FGA zeigt in der Regel ebenfalls einen milden
Verlauf ohne Todesfolg@ITTLE, 2010).
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3.2.3. Equine granulozytare Anaplasmose (EGA)

Die EGA kann subklinisch oder klinisch apparent mit einer Inkubationszeit von
1- 3 Wochen verlaufet DZ | NG| EL eDer Kaankheitsvel@ufludd die
Auspragungder klinischen Anzeichen sind dabei abhangig vom Alter und
Immunstatus des Pferdes sowie von der Dauer der ErkranRABIGAN &
GRIBBLE, 1987) Bei jungeren Pferden stehen unspezifische Symptome wie
Inappetenz und Bewegungsunlust im Vordergrund. Adulte Pferde mit einem Alter
von 3- 4 Jahren zeigen vorrangig Fieber, Apathie, Anorexie, reduBemegung
verbunden mit einem steifen Gang, Lahmheit und schmerzhafte Odeme an den
GliedmaRer(MADIGAN & PUSTERLA, 2000; SILAGHI et al., 2011aDbwohl

das kardiale gstem bei einer Anaplasmemektion nur geringflgig betroffen ist
konnten ventrikulare Erasystolen und ventrikulare Tachykardien bei der EGA
beobachtet werden(SILAGHI et al., 201la; ADASZEK et al., 2013)
Krankheitsfalle mit todlichen Verlauf kdnnen durch die Beteiligung sekundare
Infektionen oder durch Verletzungen bedingt durch Beeintrachtigung der
Koordingion auftreten(PUSTERLA & MADIGAN, 2013) Charakteristische
hamatologische Veranderungen wie Thrombozytopenie, Leukopenie und Anamie
kénnen wéahrend der akuten Phase der Infektion auftte®z | NGl EL et al

In tr&chtigen Stuten wurden keine Aborte beobadSIEUEN et al., 2005)

3.2.4. Granulozytare Anaplasmose bei domestizierten Wiederkauern

Die Infektion von domesgtierten Wiederkauerim Europamit A. phagocytophilum

tritt meist saisonal auf und ist afeckenbissfieberepgl. tick-borne fever TBF),

oder unter dem NamenNeidefieber bekannt(GORDON et al., 1940;
WOLDEHIWET, 1983) Nach einer Inkubationszeit von ca.-¥ Tagn treten
hohes Fieber, Apathiecine reduzierte Futteraufnahme uethe verminderte
Gewichtszunahme ayfTUOMI, 1967; STUEN et al., 2003)Bei laktierenden
Kihen konmt es zu einem raschen Abfadlder MilchleistunggHUDSON, 1950)

Die Auspragung der klinischen Anzeichen ist abhangig vom Alter und Immunstatus
der Tiere. Die meisten Infektionen verlaufen sub&bth oder mit schwach
ausgepragtellinischen Veranderunge(FOGGIE, 1951; STUEN et al., 1998)
Schwere Krankheitsverlaufe treten besonders dann auf, wenn immunologisch naive
Tiere in endemische Gebiete (Weiden mit einem hohen Zeckenaufkommen)
verbracht werdeQSTUEN et al., 2013afEs wurdenAborte bei Kiihen im 8. oder

9. Monat sowie bei Mutterschafen beobacH{@TUEN, 2006; STUEN et al.,
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2013a) Bei Bocken wurdeine reduzierte Fruchtbarkeit berichBRODIE et al.,

1986) Respiratorische y®nptome wie Husten, Nasenausfluss, Tachypnoe und
Dyspnoe kénnen durch sekundare Infektionen in Folge einer Immunsuppression
hervorgerufen werde{STUEN et al., 2003; WOLDEHIWET, 2006)Eine
Erregerpersistenzon bis zu 2 Jahren wurdeeschriebenROLLE & MAYR,

2011)

4, Diagnostik und Therapie

Fur die Diagnosestellung der granulozytaren Anaplasmose missen die
Informationen der Anamnese, die Erkenntnisse aus dasdtien Untersuchung

und aus den Laborergebnissen analysiert und in Zusammenhang mit den
Testergebnissen zum Nachweis des Erregers interpretiert weAGIHERO
ROSENFELD, 2002) Unter Berucksichtigung dieser Faktoren sind die
diagnostischen  Kriterien fir die Bestatigung einer Infektion mit
A.phagocytophilum (1) der Nachwei s von AMorul ace
ecsinophilen Granulozyten in Kombination mit einem positiven Antikérper
Nachweis, (2) ein4acher Anstieg der spezifischen lg&htikérper innerhalb von

4 Wochen, (3) ein positives PECRestergebnis oder (4) die Isolation des Erregers

in Zellkultur (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2018b) Der Nachweis von AMor ul adefiakitem den G
Phase der Infektion erfolgen. Dazu werden Blutausstriche nach Romarodsky
GiemsaFarbung lichtmikroskopisch  untersuch{WOLDEHIWET, 1987,
BAKKEN et al., 1994; AGUERGROSENFELD et al., 1996)Die basophilen,
intrazellular angesammelten Bakterien farben sich dunkelblau bis lila und erhalten
so ihr charakteristisches Maeererahnliches Aussehen (Abb. 5)OGGIE, 1951;

CHEN et al., 1994)Die Farbung und Untersuchung von Blutausstricdiedeine

sehr schnelle und die kostenginstigste Methode fur einen direkten Nachweis der
Erreger. Ein negatives Ergebnis schliel3t jedoch eine Infektion nicfBAUKEN

& DUMLER, 2006; CARRADE et al., 2009)
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Abbildung 5: Intrazellulare Darstellung von Anaplasmaphagocytophilum
Modifiziert nachCarradg CARRADE et al., 2009)

[A] Caniner neutrophiler Granulozyt m¥oruladi, Blutausstrich nach Giemsa

Wright-Farbung[B] Darstellung von mCherttransformierten

Anaplasmghagocytophilunmittels Immunfluoreszenz.

Bei Untersuchung von humanen oder caninen Blutproben aus endemischen
Gebieten der Lon&tarZecke Ambylommamericanur muss zudem beachtet
werden, dass di e tAylpagosytophdunichfnMmskapisch e i v o n
nicht von den zytoplasmatischen Einsdaskibrperchen vorkhrlichia ewingii
unterschieden werden kénnen. Eine Differenzierung mittels PCR muss daher zur
Sicherung der Diagnose durchgefiihrt wer(l@ARRADE et al., 2009; GREENE,
2012) Uber den Nachweis von spezifischen Antikorpern kann indirekt ein
Erregerkontakt bestatigt und die Diagnosestellung unterstitzt wekGBERO-
ROSENFELD, 2002)Zu einer ersten Serokonversion kommt es ublicherweise 6

8 Tage nach Erregerexpositi¢g@GENVALL et al., 1998; PUSTERLA et al.,
1999) Mittels eines Immunfluoreszenztest (immunofluorescence assay, IFAT)
konnen die Antikdrper quantitativ bestimmtnden(MAGNARELLI et al., 2001)

Ein positiver Antikdrperspiegddestatigt einen Erregerkontakt, bedeutet aber nicht
zwangslaufig, dass der Patient unter einer klinischen Anaplasmose leidet, da
Antikorper von einer vorherigen Infektion mi. phagocytophilumilbe einen
lAngeren Zeitraum persistieren kONEBIGENVALL et al., 1997; EGENVALL et

al., 2000) Zur Bestatigung einer aktiven Infektion muss daher eine zweite Messung
des Antikdrperspiegelserfolgen. Ein Anstieg des Titers um das Vierfache innerhalb

von 4 Wochen ware fir ein akutes Infektionsgeschehen charakter{8AEKEN
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et al.,, 2002) Bei der quantitativen Antikérperbestimmung mittels IFAT kénnen
Kreuzreaktionen zwischerA. phagogtophilum und E. chaffeensis auftreten
(AGUERO-ROSENFELD, 2002) Diese konnen uber einen Immunoblot
differerziert werden. Eine weitere Méglichkeit fir ein Erre@areening bietet ein
ELISA-Schnelltest (SNAP 4Dx Plus, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, USA).
Dieser beruht auf dem qualitativen Nachwees spezifischen Antikorper gegen
das Hauptoberflachenproteimsp2/p44. Dieser Schnelltest wird in der Praxis
haufig eingesetzt und weil3t bei einem positiven Ergebnis auf einen Erregerkontakt
hin (EGENVALL et al., 1997; BOWMAN et al., 2009; GRANQUIST et al., 2010)
Dabe kann jedoch nicht zwischen verschiedenen SpeziesAzagocytophilum
und A.platyg und zwischen einem akuten oder zurtickliegendem
Infektionsgeschehen unterschieden wer@@@WMAN et al., 2009)

Zum Nachweis von bakterieller DNA vorA. phagocytophilum wurden
verschiedene PGRechniken (konventionelle PCR, Ned- und realtime-PCR)
etabliert. Die Primersequenzen wurden dabei meist auf Basis von Genen der 16S
RNA, des groEStOperonsund der Hauptoberflachenproteine (Bspnspgt)
generier{CHEN et al., 1994; COURTNEY et al., 2004; ALBERTI et al., 200%)

der akuten Phase derféition ist die PCR aus Blut, Knochenmark oder Milz ein
sehr zuverlassiges Diagnostik ((idOLDEHIWET, 2006; ADASZEK et al., 2013;
BARTH et al., 2014und in experimentellen Infektionsversuchen war die bereits
PCR 6- 8 Tage vor dem Echeinen voriMoruladiim Blut positiv(EGENVALL

et al.,, 1998) Die Sensitivitat und die untere Nachweisgrenze (Anzahl an
Organismen welche pro Reaktion oder Mikroliter einer Probe detektiert werden
kénnen) von veroffentlichten PCRechniken unterscheiden sich zwischen den
unterschiedlichen Protoken und zwischen verschiedenen Laboren. Ein negatives
PCRErgebnis kann daher eine Infektion nicht mit letzter Sicherheit ausschliel3en
(MASSUNG & SLATER, 2003)

Die Isolierung vonA. phagocytophilumaus Blut kann in Zeckenzelllinien (z.B.
IDES8 oder ISE6) oder in einer humanen promyeloischen Leukamiezelllinie (HL
60) erfolgen (GOODMAN et al.,, 1996; MUNDERLOH et al., 1999Die
Zeckenzelllinien sind geeignet um verschiedene Stammé vphagocytophilum

zu kultivieren und bieten den Vorteil aulslolatemit einer variablen Wirtsspezifitat
zu detektieren. Die Anzucher Erreger in den Zeckenzellen ist jedoch sehr arbeits

und zeitintensiv und kann bis zu mehreren Monaten in Anspruch nehmen und wird
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daher meist zur Vermehrung von verschiedenen StammeA.ypbragocytophilum

fur Infektionsversuche oder zur Charaktengreg des Pathogens verwendet
(MUNDERLOH et al., 1996; DYACHENKO et al., 2013)L-60-Zellendagegen
besitzen eine hohe Wachstumsrate und bieten vor allem humanpathogenen
Stammen vonA. phagocytophilumals Wirtszellen optimale Bedingungen zur
VermehrungCARLYON, 2005) Sie wurde als sensitivste Methode zur Sicherung
der Diagnose von HGA beschriecbdAGUERO-ROSENFELD, 2002) Die
Kultivierung vonA. phagocytophilunerfolgt in speziell ausgeristeten Laboren und
bendtigt erfahrenes Laborpersonal. Aufgrund der langsamen Vermetomng

A. phagocytophilumin Zeckenzelllinien und der Limitierung in H&O auf
humanpathogenen Stamme bzw. Stdmme mit zoonotischem Potenzial ist die
Erregerisolierung in Zellkultur keine Routinediagnostik in der Veterinarmedizin
(CARRADE et al., 209; WOLDEHIWET, 2010)

Mittel der Wahl zur Behandlung einer granulozytdren Anaplasmose sind
Doxycyclin sowie Oxytetracyclin speziell beim PfMADIGAN & GRIBBLE,

1987; BAKKEN et al., 1996a)n der Regel kommt es bereits zu einer vollstandigen
Erholung innerhalb von 7 10 Tagen nach Beginn der TherapBAKKEN &
DUMLER, 2006) Klinische Rezidive nach Behandlungsende und Absetzen der
Medikamente sind nicht beschrieb¢@ARRADE et al., 2009; BAKKEN &
DUMLER, 2015) Bei Patienten mit einem Risiko fir eine
Medikamentenunvertraglichkeikann Rifampin zur Behandlung in Betracht
gezogen werde(KLEIN et d., 1997) In-vitro-Daten neuer Studien beschreiben
nur geringe Empfindlichkeit voA. phagocytophilungegeniiber Chloramphenicol.
Dies sollte daher nur in Ausnahmefallen verabreicht werden, entgegen friheren
Behandlungsempfehlungen zur Vermeidung ei@@ibfarbung der Zahne bei
Welpen (Doxycyclin besitzt im Vergleich zu anderen wasserlgslichen
Tetrazyklinen ein deutlich verringertes RisikofGREENE, 2012) Bei
grenzwertigen Nachweisergebnissen in Verbindung mit einer hinweisenden
Anamnese und klinischen Anzeichen kann die granulozytare Anaplasmose auch als
Verdachtsdiagnose behandelt werden. Gedemphagocytophilumsind keine
Impfstoffe verfugba(BAKKEN & DUMLER, 2015).
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5. Kultivierung von Anaplasmaphagocytophilum

Zur Charakterisierung vorA. phagocytophilumund zur Untersuchung des
Krankheitsverlaufes wurde der Erreger erstmals nach Isolierung im Jahr 1996 in
Zellkultur und wenig spater in einem mugm Tiermodel kultivier{ GOODMAN

et al., 1996; HODZIC et al., 1998hlpie Schwierigkeit bei der Anzucht dieses
obligat intrazellularen Bakteriums ergibt sich zum einen durch seine Sensitivitat
gegenuber mechanischem Stresd osmotischen Veranderungen sowie durch die
hohe Variabilitat der Erregerstamme mit unterschiedlichWirtsspezifitat.
Weiterhin wurde beobachtet, dass es bei langerer Passage des Erregers in Zellkultur
und in immunkompetenten M&usen zu einem sukzessiven Verlust der Infektiositat
und Pathogenitait kommt wodurch einen vivo-Kultivierung von

A. phagocytopilum in SCID-Mausen zur Aufrechterhaltung der Infektiositat
notwendig isf{CARLYON, 2005) Fur die Aufreinigung des Erregers aus Kultur
far weiterfihrende Untersuchungen im Labor wurden verschiedene Techniken
entwickelt, welche jedoch aufwendig oder mit einem hohen apparativen Aufwand
verbunden sindCARLYON, 2005; FELSHEIM et al., 2006)

5.1. In-vivo-Kultivierung im Mausmodel

Verschiedene Stamme von Laborméausen haben sich als Modelle etabliert, um die
Pathogenesund die Infektionskinetik zu untersuchen (Tabelld2xivokdnnen

so auf hadmatologische Abweichungen ymest mortemauf histopathologische
Veranderungen in Verbindung mit HGA ruckgeschlossen we(@&RLYON,

2005) Die Versuchstiere werden durch Zeckgch oder durch eine peritoneale
Erregerinokulation mittels Spritzen mifA. phagocytophilum infiziert. Der
Infektionsverlauf kann daninber die tblichen Detektionstechniken (Blutausstrich,
PCR, Serologie oder erneute Kultivierung) verfolgt und dokumentiert werden
(HODZIC et al., 1998b)Bei immunkompetenten Mausen kommt es in der Regel
innerhalb von 3 bis 4 Wochen zu einer vollstandigen Erregerelimination. 4 CD
Méausen mit Exstirpation der Milz konnte eine aktive Infektion bis Tag 60 nach
Inokulation nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich dabei ab Tag 30 eine
signifikante Abnahme der Gesamterregermenge im periphereQTBEHUFORD et

al., 1996) Daher empfiehlt es sich bei Kultivierung vénphagocytophilumn
immunkompetenten Mausen ektiquot mit Blut vor der 4. Woche auf eine naive
Maus zu Ubertragen, um die Infektion aufrecht zu erh&G&RLYON, 2005)
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Tabelle 3: Verwencete Labormausstamme zur Untersuchung von HGA
Modifiziert nach Borjesson und BarthqlBORJESSON & BARTHOLD, 2002)

Méausestamm Infektionseigenschaften Infektionsintervall ~ Beschreibung

C3H/Hel Elimination der Infektion 10 Tage*; 24 Tage? Unvollstandige Aktivierung von Makrophagen
DBA/2 Verlangerung der Infektionsdaver =6 Wochen Expenimente meist mit Inzuchtstimmen

CD-1 Elimination der Infektion 10 Tage* Nicht zuchtverwandte individuen

CD-1 (nach Splenektomie) Anstieg und Verlangerung Infektion = 60 Tage

C3HHeN Elimination der Infektion 10 Tage*; 55 Tage  Experimente meist mit Inzuchtstémmen
C3H/HeN (nach . N ; N

Splenektomie) Anstieg und Verlangerung Infektion = 15 Taget

C3H"Smn,CIersd..‘scid Persistenz der Infektion Persistent Starke Immundefizienz

Peromyscus leucopus Elimination der Infektion 10 Tage*; 14 Tagei Natiirlicher Wirt

BAIB/c Elimination der Infektion 21 Tage* Experimente meist mit Inzuchtstéimmen
BAI B/c-Cmkar? Abnahme der Bakteriimie 7 Tage* Interleukin-8-Rezeptor (CXR2) K/O
C57BL/6 Elimination der Infektion 20 Tagef Experimente meist mit Inzuchtstimmen
B6.129P2-Terb Ansticg und Verlangerung Infektion > 30 Taget T-Zell-Rezeptor beta/delta K/O,

T-Zell-Defizienz
Immunglobulin (Schwere Ketten) K/O;

B6.12952-Igh-6 Anstieg und Verlangerung Infektion > 30 Taget B-Zell-Defizienz

B6.12957-ragl Persistenz der Infektion Persistent Rekombination Alktivierender Gene-1 K/OQ
B6.1295v-CD11b Moderater Anstieg Infektion 8 Tage} p2-Integrin, CD11b/CD18 (Macl) K/O
B6.129587-Ifng Markanter Anstieg der Infektion 15 Tagef IFN-Gamma K/O

B6.129P2-Nos2 Abnahme der Infektion 12 Tagef Induzierte Nitritoxid-Synthase K/O
B6.12956-Cybb Keine Unterschiede beobachtbar 12 Taget £p91 phox - Gen K/O

B6.12957-Ifner Anstieg der Bakteniimie 12 Taget IFN-Gamma-Rezeptor K/O
B6.12987-IL10 Keine Unterschiede beobachtbar 15 Tagef Interleukin-10 K/O

*Minimale Infektionsdauer, basierend auf dem lichtmikroskopen Nachweis von Morulae im Bl
AMi ni male I nfektionsdauer, basierend auf
yKeine weiteren Nachweise ab dem angegebe

Die kontinuierliche Passage in immunkompetenten Mausen ist jedoch mit einem
Verlust der Pathogenitat verbund@ODZIC et al., 1998b)Durch Ubertragung

und Vermehrung in immundefizienten Mausen kann die Pathogenitéat erhalten
werden. In Blut von infizierten SCHMausen wurde nach 2 Mot eine aktiv
erhaltene Infektion nachgewiesen. Nach mehrmaliger Passage uber einen langeren
Zeitraum konnte durch die Ubertragung von infizierten Blut der Si@édse auf
immunkompetente C3H/HeNlause erneut eine Infektion néit phagocytophilum
verursachtwerden (BORJESSON & BARTHOLD, 2002) Am Tag 2 post
infectionemwaren in 2- 4 % der NeutrophilerVorula&i sichtbar, am Tag Zum
Zeitpunkt des Hohepunktes der Infektisrarenin 7 7 13% der Granulozyten
AMorulagi sichtbar (HODZIC et al., 1998b; CARLYON, 2005) Die
Infektionskinetik zwischen SCHM&ausen und immunkompetenten Mausen verlief

in den ersten 7 Tagguost infectionemdentisch, danach vielieb der Anteil der
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neutrophilen Granulozyten mit bakteriellen Inklusionen beil3 %, wahrend es
bei den immunkompetenten M&usen zu einer Abnahme (K@DZIC et al.,
1998b)

5.2. In-vitro-Kultivierung in Zellkulturen

Zellkulturen stellen ideale Systeme dar, um Erregerntro zu vermehen sowie
pathophysiologische Stoffwechselvorgange und Erréger-Interaktionen auf
zellularer Ebene zu untersucheiINDL, 2008; WOLDEHIWET, 2010)

A. phagocytophilumist ein herausfordernder Krankheitserreger, welcher sich in
Kultur nur in spezifiscan Wirtszellen replizieren kanfMUNDERLOH et al.,

2004; BORJESSON, 2008pabei ist jedoch ein sorgfaltiger Umgang mit den
infizierten Zelllinien notwendig, d&. phagocytophilunsehr sensitiv gegeniuber
mechanischem Stress und osmotischen Verdnderungen ist. So kénnen
beispielsweise Verzégerungen beim Einfrieren und Auftadex Kulturen schon

zu einem erhohten Verlust an Zellen bzw. Erregern fU(RERAIHISA et al., 1997;

LIN & RIKIHISA, 2003). Fur die Isolierung und Aufreinigung der Bakterien aus
Zellkulturen wurden spezielle, schonende mechanische Methoden entwickelt, um
die Wirtszellen zu lysieren ohne eine Schadigung depkasanen herbeizufiuhren

(LIN & RIKIHISA, 2003; CARLYON, 2005)

5.2.1.  Anzucht in Zeckenzelllinien

Die Etablierung von kontinuierlichen Zeckenzelllinien fighrzu einer
Vereinfachung der |Isolierung und Vermehrung neuer Stdmme von
A. phagocytophilunfAbb. 6) (MUNDERLOH et al., 1994)In Kultur kbnnen die
Zellen als Monolayer, in Suspension oder in einer Mischung der beiden Formen
anwachsen. Zeckenzellen haben eine langsame Wachstumsrate und konnen Uber
eine lange Dauer ohne Subkultivierung tberlebea.kBnnen zudem phiVert
Anderungen und osmolare Schwankungen gut tolerieren, wachsen jedoch
schlechter bei kontinuierlicher bzw. anhaltender Zugabe von Bicarbonat, was
ebenfalls in geringeren Infektionsraten drphagocytophiluntesultiert(BELL-

SAKYI et al., 2007)Die erste erfolgreiche Kultivierung erfolgte unter Verwendung
der Zelllinien IDE8 und ISE6, welche aus embryonalen Zellen von
Ixodesscapularis geziichtet wurden. Die Kulturen wurden mit Blut von
experimentell infizierten Tieren, sowie mit humanpathogeneegérstammen
infiziert (MUNDERLOH et al., 1996; MUNDERLOH et al., 1999PES8 und ISE6
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sind die am haufigsten verwendeten Zelllinien zuriésohg neuer Stdmme von

A. phagocytophilumDer Vorteil besteht in der breiten Empfanglichkeit gegenuber
den genetischen Varianten voA.phagocytophilum mit unterschiedlicher
Wirtsspezifitdt und Epidemiologi@MASSUNG et al., 2006b; DYACHENKO et

al., 2013) Die Anzucht und Vermehrung konnte aus Blut von unterschiedlichen
Saugeteren als auch direkt aus Zeckengewebe erfolgen/etabliert werden
(WOLDEHIWET et al., 2002; MASSUNG et al., 2006b; ZWEYGARTH et al.,
2006; SILAGHI et al., 2011b)Ebenfalls konnteA. phagocytophilumn Zellen
(IRE/CTVM19, IRE/CTVM20) von der in Europa vorkommenden Zeckenspezie
Ixodesricinus isoliert und vermehrt werdgfi?EDRA et al., 2010; DYACHENKO

et al., 2013)Aufgrund der hohen Anforderungen an das Nahrmedium und der teils
Uber Wochen andauernden Inkubationsperiode hat sich die Anzucht in
Zeckenzellen nicht in der Diagnostik etablig@ARRADE et al., 2009) Die
Zelllinienwerden jedoch haufig iBxperimenten zur Untersuchung der Entwicklung
und des Replikationszyklus vorA.phagocytophilumin Vektoren eingesetzt
(MUNDERLOH et al., 1999; RIKIHISA, 2011)

Abbildung 6: Anaplasmaphagocytophilumin Zeckenzellen

Modifiziert nachDyachenko et alDYACHENKO et al., 2013]A]

und Munderloh et alMUNDERLOH et al., 1996)B]

[A] Hochgradig infizierte IRE/CTVM2Zellkultur; Bakterielle Endosomen
intrazellular nach Giems@right-Farbung erkennbar; Skalierungsbalken 1Q p
[B] Elektronenmikroskopische Darstellung vAnaplasmaghagocytophilum

(RCs) in einer IDE&elle; Skalierungsbalken 1um.
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5.2.2.  Anzucht in eukaryotischen Zelllinien

A. phagocytophilunbesitzt ein breites Wirtsspektrum was sich in der Fahigkeit
verschiedene eukaryotischer Zelllinien zuzigren wiederspiegelt. Varianten von
HGA- und EGA auslésenden Stammen wurden in einer humanen promyeloischen
Leukamiezelllinie (HL60) kutiviert sowie in humanen (HMEQ, MVEC),
bovinen (BCE C/Blb) und von Affen stammenden (RF/6A) Endothelzellen
(GOODMAN et al., 1996; MUNDERLOH et al.,, 2004; WANG et al., 2015)
Varianten von TBF auslésenden Stammen konnten bis jetzt nicht erfolgreich in
Kulturen von Saugetierzellen isoliert und repliziert werd®ASSUNG et al.,
2006b; WOLDEHIWET, 2010)Aufgrund ihrentWachstumseigenschaften und der
guten Empfanglichkeit gegen (bek. phagocytophilumhaben sichHL-60-
Zellkulturenals Standard fur dia-vitro-Kultivierung als auch ftr die kulturelle
Diagnostik von HGA etabliert (AblY) (BORJESSON, 2008HL-60-Zellensind
Promyelozyten, welche aus dem peripheren Blut einer Patientin mit akuter
myeloischer Leukamie (AML) isoliert wurde{COLLINS et al., 1977)
Leukamezellen von Patienten mit AML besitzen das Potential einer
unbeschrankten Proliferation, jedoch wurde in Kultur oft nur eine kurze
Lebensdauer beobachtet, bedingt durch die Abwesenheit spezifischer
Wachstumsfaktorenin vitro, wodurch es zu einer Einschkamg der
Proliferationskapazitat in Suspension kKoOmf@ALLAGHER et al., 1979) Im
Unterschieddazu wurde bei deilL-60-Zellen nach 3wéchiger Inkubation in
Suspension ein anhaltendes kontinuierliches Wachstum beobachtet werden. Das
aktive Wachstum wird zurtckgefihrt auf die Expression von Transfeurd
Insulinrezeptoren auf der Zelloberflaicheielche eine Schlusselrolle in der
Proliferation einnehmen. In Anwesenheit von Transferrin und Insulin kénnen sich
HL-60-Zellen ohne Limitierung in Standardzellkulturmedien (z.B. RPMKXO)

ohne den Zusatz spezieller Wachstumsfaktoren repliz{@@hLINS et al., 1977;
COLLINS, 1987) Als Granulozytenerlauferzellen besitzen sie eine
Zellteilungsrate von 36 48h und koénnen sich in Abhangigkeit verschiedener
Faktoren zu maturen Zellen differenzieren. In Kultur kommt es zu einer spontanen
Differenzierung zu reifen Ganulozyten, Monozyten oder zu adrophagen
ahnlichen Zellen von bis zu% der Zellen. Die Differenzierungsrate kann durch
eine Uberalterung der Kultur (> Passage 60), eine hohe Zelldichte (>1.9 x 10
Zellen/ml) oder durch die Zugabe spezifischer Reagenzien ansteigen
(GALLAGHER et al., 1979; COLLINS, 1987pie Ausdifferenzierung defL-60-
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Zellen zu reifen Granulozyten fuhrt zu einer gesteigerten Empfanglichkeit
gegenuber A. phagocytophilum jedoch ebenfalls zu einer Limitation der
Zellreplikation (BAYARD-MC NEELEY et al, 2004) Eine sorgfaltige
Handhabung und eine regelmalfiige Kontrolle der infizierten Zellkulturen ist fur die
Erregervermehrung essenti@ludem sollten die Zellen vor Versuchsbeginn auf die
Expression de®-Selektin Glykoproteinligandeh (PSGL-1) auf der Oberflache
untersucht werden. Dieser dightphagocytophilunals Rezeptor zur Adhasion und
Eintritt in die Zelle. Bei Verlust oder Rickbildung des PSGlassen sich keine
fortflhrenden Infektionen mitA. phagocytophilumetablieren (Nachweis des
PSGL-1-Rezeptors itHL-60-Zellkulturensiehe Diskussion Abb. )11

Abbildung 7: Darstellung einer HL-60-Zellkultur nach Infektion mit
Anaplasmaphagocytophilum

Anzucht der H:60-Zellen in modifizierten RPMIL640 Medium; Darstellung der
intrazell ul 2ren -RivonguSkalieeufigsbaleen 10 uG.i e ms a
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5.2.3.  Aufreinigung von Anaplasmaphagocytophilumaus Zellkultur

Fur verschiedenein-vitro-Applikationen oder Infektionsversuche werden
wirtszellfreie Ansétze von A. phagocytophilum prapariert. Dazu werden
unterschiedliche mechanische Methodenwie z.B. die Verwendung feiner

Kanilen( Asytr yagsh; C A R lWUNrasdhallgei@ (FEELBFHEIM et

al., 2006) oder Geweblgomogenisatoren ADounce homogenizér LIN &

RIKIHASA, 2003) 1 zur Wirtszelllyse eingesetzt. Die Schwierigkeit bei der
Aufreinigung besteht darin, die infizierten Zellen zu lysieobine dieErreger zu
beschadigenind den Zelldebris zahne einen Verlust der Bakterien entfernen.

Ein neuer Ansatz besteht aus der Verwend
tumbl er gritin), u mDNAI nettelEReibungslaafte aoszden Erre
Wirtszellen freizusetzen und anschlieRender Filtration zur Entfernung von
Zellkomponente{CHENG et al.,2013; WANG et al., 2015)Die Untersuchung

der physischen Integritat sowie der Vitalitat va@n phagocytophilumnach

Aufreinigung ausVirtszellen unter der Verwendungvéir oc k t uwabeher gr it
Gegenstand der vorliegenden Studie.

Die Verwendung von Spritzen mit feinen, aufgesetzten Kanulen zur Lyse der
Wirtszellen und die anschliel3ende Entfernung von Zelldebris mittels verschiedener
Zentrifugationsschritte hat sich als ein Standardprotokoll fur die Aufreinigung von
A. phagocytophiim etabliert(Abb.8). Bei di eser als Asyringe
Methodewerden 5ml- oder 10ml-Spritzen und Kanilen mit einer Grofgen

27-G, ¥2in (0,4 x 12,7mm) odervon 25-G, ¥~in (0,50 x 12,7 mm) eingesetzt. Die
Spritzenkolben werderzunéchst entfent und die Zellsuspension aus den
Kulturflaschen mit einer serologischen Pipette Ubertrajach Wiedereinsetzen

des Kolbensvird ein konstanter Druck erzeugt, sodass die Zellkulturflissigkeit die
Kanulen gleichmaflig durchfliel3t. Beim DurchfliesgsteherScherkrafte, welche

zu einem Aufbrechen der Wirtszellen und zur Freisetzung der Erreger fihren. Um
einen Grof3teil der infizierten Zellen zu lysieren muss dieser Vorgang jedoch
mehrfach wiederholt werden. Es sollten daher mindestenS &pritzensets im
Vorfeld vorbereitet werderDas Abziehen und Wiederverwenden der Kanilen
birgt eine Verletzungsund Infektionsgefahr, weswegen die Sets nach einmaliger
Benutzung entsorgt werden. Ebenso sollte ein retrogrades Aufziehen der
Zellsuspension durch die Kanulemermieden werden, da aufgrund von

Verwirbelungen starke, ungerichtete, mechanische Kréfte entstehen, walche
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einer Schadigung der Bakterien fuhren kénnen. Nach der Lyse der Wirtszellen
erfolgen dann mehrere Zentrifugationssschritte mit  unterschiedlicher
Geschwindigkeit (Differentialzentrifugation), um die Erreger von den
Zellbruchstucken aufzutrennen und einen Grol3teil des Zelldebris zu entfernen
(CARLYON, 2005; BORJESSON, 2008)

Vd

Abbildung8:Schemati sche Dar st elProtokols des

Zellkulturen mit eineitnfektionsrate von > 880 wurden fir die Versuche

verwendet. Die Lyse der Wirtszellen erfolgt beim mehrmaligen Durchfluss der
auf Spritzen aufgesetzten Kanulen. Zellbruchstlicke werden im Anschluss mittels
Differentialzentrifugation entfernt.

Eine neue Methode unter Verwendung des SilizambidGemischesAr o ¢ k

t umb | ewvurdegerstmalsi Jahr 201®ingesetzt, um eine grol3ere Menge DNA

von A.phagocytophilumaus kultivierten Zeckenzellen freizusetzen und um

E. chaffeensisaus £ckenzelllinien zu isoliere(CHENG et al., 2013)Die Lyse

der Wirtszellen erfolgt dabei durch Reibungskrafte, welche beim Vermischen der
infizierten Zellen mit demAr o ¢ k t u mriisteleenMittgls Votteimischer

wird die Zellsuspension fur rhin. in einem Redionsgefal? zusammen mit 100

200ul des feinen Mineralsandes stark durchmigéliitb. 9) Um eine Schadigung

der Erreger durch die entstehende Reibungswarme zu vermeiden, mussen die
Proben vorher kurze Zeit auf Eis inkubiert werden. Die Entfernung von
Zellbruchstiicken erfolgt im Anschluss durch den Einsatz eines Filters. Dieses
Protokoll wurde auch bereits fir den Einsatz zur Aufreinigung von

A. phagocytophilumaus HL-60-Zellen GbertragenWANG et al., 2015)Es war

jedoch nicht bekannt, ob der Einsatz v&ir oc k t unzbrilgse degr i t A
Wirtszellen zu einer Schadigung der Erreger, speziell der fragilen RCs fuhrt. Ziel
dieser Arbeit war es daher die struktuzelihtegritdt der DCs und RCs nach der
Freisetzung aus dddL-60-Zellen zu Uberprifen. Zudem wurde ein quantitativer

Vergleich der beiden beschriebenen Methoden angefertigt, um Zonioest, ob
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das Ar oc k t u nPootokoll sicly rals tziuverlassigdethode fur die

Aufreinigung vonA. phagocytophilunausHL-60-Zelleneignet.

-

Abbildung9:Schemati sche Dar st el | uRrajokallse s
Zellkulturen mit einer Infektionsrate von > 80 wurden fur die Versuche
verwendet. Die Wirtszellen werden beim Durchmischen der Zellsuspension mit
dem Mineralsand aufgetichen. Im Anschluss erfolgt die Filtration zur
Entfernung von Zelldebris.

Fur eine hochaufgereinigte Praparation »ophagocytophilunkann anschlie3end

eine Dichtezentrifugation (Ultrazentrifugation) angewendet werden. Dabei erfolgt
eine Trenang der Bakterien und der Zellbruchsticke bzw. Zellkomponenten
anhand ihrer Masse in wmschiedlichen Schichten (Abb. )1(Diese Anséatze
werden fur Infektionsversuche zur Gewinnung von Antiserum verwendet, welche
eine moglichst geringe Kontamination duizbllkomponenten derL-60-Zellen
voraussetzen, ebenso wie fur die Isolierung von Nukleinsauren, Proteinen oder
Membranbestandteile der Erre€ARLYON, 2005)

L )
VYL
‘ e ® - } Zelldebris
-4 Lyse
—_—
30% 30%
} Anaplasma phagocytophilum
Infizierte HL-60 Zellen 42% 42%

N N

Abbildung 10: Dichtezentrifugation zur weiteren Aufreinigung von
Anaplasmaphagocytophilum Modifiziert nach Carlya (CARLYON, 2005)

Die Auftrennung der Bakterien und der Zellbruchstiicke nach Lyse der Wirtszellen
erfolgt Uber einen Dichtegradienten dewrch den Einsatz unterschiedlicher

Renografiekonzentrationen erzeugt werden kann.
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ABSTRACT

Anaplasma phagocytophilum (Ap) is a tick-transmitted obligate intracellular bacterium and the causative agent of
the granulocytic anaplasmosis in various species of domestic animals and in humans. During intracellular de-
velopment Ap transforms from a dense-cored cell form into a reticulate cell form and vice versa. For isolation of
intracellular bacteria, a range of different purification methods is used. However, unlike other Gram-negative
bacteria Ap is considered to be sensitive to mechanical stress and osmolarity changes. An updated semi-pur-
ification method using rock tumbler grit is introduced here to increase the outcome of bacteria and to facilitate
the procedure of host cell lysis. The objective of this study was to evaluate the structural integrity and infectivity
of Ap after lysis of the host cells using rock tumbler grit and to compare the outcome to that of the frequently
used method, syringe lysis. Human promyelocytic leukemia cell lines (HL-60) were infected with Ap and fol-
lowing host cell-free bacteria were assessed by transmission electron microscopy. The outcome of the different
purification methods was compared using live/dead-staining based on immunofluorescence to count the number
of viable bacteria and real-time PCR to compare the amount of DNA. Subsequently the isolated bacteria were
tested to infect naive cell cultures. We observed that both Ap dense-cored cells and reticulate cells are preserved
intact after the application of rock tumbler grit. The number of viable, host cell-free bacteria was higher by factor
1.7-2.4 compared to the syringe lysis protocol. Quantitative analysis based on real-time PCR showed an increase
of bacterial DNA up to 1.6-2.9 times higher using the rock tumbler grit protocol. Bacteria released from the same
number of infected host cells were used for new infections. Flow cytometric analysis of the cell cultures con-
firmed that the number of Ap organisms recovered by using the rock tumbler grit protocol resulted in higher
infection rates than the number of Ap organisms recovered by using syringe lysis protocol. Our observations
indicate that the rock tumbler grit protocol can be applied as a safe, robust and convenient method to recover Ap
compared to syringe lysis.

1. Introduction

According to the Center of Disease Control and Prevention (CDC), the
clinical diagnosis of human granulocytic anaplasmosis (HGA) can be

Anaplasma phagocytophilum (Ap) is a Gram-negative, obligate in-
tracellular bacteria and the causative agent of the granulocytic ana-
plasmosis (Bakken and Dumler, 2006; Chen et al., 1994), Clinical illness
is documented for humans and domestic animals such as dogs, cats,
horses and ruminants after transmission of the pathogen from natural
hosts by ticks of the Ixodes persulcatus complex (Woldehiwet, 2010).

confirmed by PCR, serological evidence of a fourfold change in Ig-
Gspecific antibody titer or isolation in culture (Aguero-Rosenfeld, 2002;
Centers for Disease Control and Prevention, 2018). For in vitro culti-
vation of Ap from infected blood and to maintain the bacteria for la-
boratory research, a human promyelocytic leukemia cell (HL60) line is
routinely used (Goodman et al., 1996). During the proliferation within
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host cells, the bacteria accumulate in vacuoles, the so called “morulae”
(Popov et al.,, 1998). These intracytoplasmic macrocolonies are de-
tectable by light microscopy after Giemsa or Romanowsky staining
(Chen et al., 1994; Rikihisa, 1991). During intracellular development
two ultrastructural morphologies are observed: a smaller electron
dense-cored cell (DC), which has a dense nucleoid, and a larger electron
lucent reticulate cell (RC), which has a dispersed nucleoid (Troese and
Carlyon, 2009). Furthermore, it is known that Ap, especially the fragile
RC, is very sensitive to mechanical stress such as sonication, freezing,
thawing, and osmolarity changes (Lin and Rikihisa, 2003). Unlike other
Gram-negative bacteria, they are enveloped with a thin outer mem-
brane that shows no sign of peptidoglycan layer or lipopolysaccharides
(LPS) (Rikihisa et al., 1997) For in vitro applications, infection studies or
transformation assays, mechanical methods are widely used for lib-
eration of intracellular bacteria. Anaplasma phagocytophilum is generally
released from infected host cells by different, sensitive methods in-
cluding syringe lysis (Carlyon, 2005), sonication (Felsheim et al., 2006)
or using a Dounce homogenizer (Lin and Rikihisa, 2003). It is chal-
lenging to lyse the infected host cells and to remove the remnant cel-
lular debris without damaging the bacteria. A new semi-purification
method using rock tumbler grit was initially introduced to improve the
yield of DNA from Ap grown in tick cells and has also been used for
Ehrlichia chaffeensis purification from tick cell cultures (Cheng et al.,
2013). The fine-grained grit was used to lyse the host cells and filtration
was applied to remove most of cellular debris and to retain a semipure
bacterial preparation (majority of suspension is host cell-free bacteria
and a minor portion consists cellular debris of the host cells). In a
previous study the isolation of Ap from HL-60 cells using the rock
tumbler grit method was used to establish infections in endothelial cells
(Wang et al., 2015). However, it was still not known whether the use of
rock tumbler grit destroyed DCs or RCs during the purification proce-
dure. The aim of this study was to evaluate the structural integrity of Ap
after host cell lysis using rock tumbler grit and to assess and compare
the outcome to the frequently used method, the syringe lysis.

2. Materials and methods
2.1. Cell cultivation and infection with Ap

A human promyelocytic cell line HL-60 (ATCC CCL-240) was ob-
tained from the American Type Culture Collection (LGC Standards
GmbH, Wesel, Germany) to propagate Ap in culture (Wang et al., 2015).
The cells were screened for the expression of the P-selectin glycoprotein
ligand-1 (PSGL-1) on the surface to verify the susceptibility for Ap in-
fection, Therefore, HL60 cells were centrifuged on a glass slide and
fixed with acetone for 10 min at room temperature. Following fixation,
cells were incubated for 20 min with human serum to block Fereceptors
and were gently washed with phosphate-buffered saline (PBS) con-
taining 0.5-1.0% (w/v) bovine serum albumin (BSA) (pH 7.2-7.4),
afterwards. The cells were stained with a purified mouse-anti-human
CD162 (PSGL-1) - antibody (eBioscience, ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, USA) and a FITCeconjugated goatantimouse IgG (Mole-
cular Probes, ThermoFisher Scientific), each 30 min at room tempera-
ture in the dark. The cell nuclei were counterstained with 4’,6-diami-
dino-2-phenylindole (DAPI) and visualization was performed with a
fluorescence microscope (Leica DM5000, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany) (Wang et al., 2015). After confirmation of expres-
sion of the PSGL-1 on the cell surface, cell cultures were infected with a
mCherry-transformed Ap strain HGE1 (Felsheim et al., 2006). The un-
infected and infected HL-60 cells were maintained in RPMI1640
medium (ThermoFisher Scientific), supplemented with 10% heat-in-
activated fetal bovine serum (SigmaAldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, Germany) and 2mM L-glutamine (SigmaAldrich Chemie
GmbH]) in a humidified 5% CO, air atmosphere at 37 °C (Goodman
et al., 1996). The culture medium was buffered with 25 mM HEPES,
0.1% NaHCO, and the pH was adjusted to 7.5 (Silaghi et al., 2011).
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Trypan blue (0,5%) staining was used to determine cell viability
(Strober, 2015) and medium was replaced three times a week to
maintain a cell density of 2 to 5 x 10° cells per ml in culture (Carlyon,
2005). Every two days, aliquots of Ap-infected HL-60 cells were cyto-
centrifuged onto glass slides (Microscope Slides, Henry Schein, Munich,
Germany) using a table top centrifuge (Rotofix 23 A, VWR Interna-
tional, Pennsylvania, USA) to monitor the infected cell fraction. Cells
were examined after Giemsa staining to visualize morulae and de-
termine the infection rate, counting 100 cells per slide using a light
microscope (Leica DM5000, Leica Microsystems GmbH).

2.2. Purification of Ap from infected cell cultures

Prior to bacterial purification, continuously cultured HL-60 cells
infected with Ap were harvested when they were heavily infected
(> 80%). One aliquot of the infected cell culture was transferred to a
microcentrifuge tube and centrifuged at 200 x g for 5min at 4°C and
functioned as a positive control for transmission electron microscopy
(TEM). The rest of the infected cells was divided equally into two
subsets and centrifuged at 2300 x g, 4 °C for 10 min.

The first subset of Ap infected cells was then processed by syringe
lysis, using 27-G, Y%-in (0.4 x 20 mm) needles after resuspension in PBS.
The suspension was filled into a 5-ml Luer lock syringes and expelled
through the needles. This procedure was repeated five times to lyse the
HL-60 cells without damaging the bacteria. A differential centrifugation
was used to separate Ap from host cell debris (Carlyon, 2005).

The second subset of Ap infected cells was processed by using rock
tumbler grit (60/90 grit silicon carbide; Lortone, Inc. Mukilteo, WA,
USA). The pellet was resuspended in 1.5ml culture medium and
transferred to a 2.0-ml sterile tube containing 0.2ml grit. The cell
suspension was vortexed vigorously for 30 s and subsequently kept on
ice. After the grit settled to the ground the supernatant was transferred
to a 5-ml Luer lock syringe and passed through a 2.0-um pore size
syringe filter (Puradisc” 25 GD, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Germany) into a sterile 2ml microcentrifuge tube to remove the rem-
nant HL60 debris (Borjesson, 2008). Host cellfree bacteria were finally
collected by centrifugation at 11,000 x g for 5 min at 4 °C (Wang et al.,
2015). After processing the samples according to the respective proto-
cols, the preserved pellets of released bacteria were used for analysis by
TEM, immunofluorescence staining and real-time PCR.

2.3. Transmission electron microscopy

Host cell-free Ap was obtained from infected HL-60 cells using the
method of rock tumbler grit and syringe lysis as described before,
Additionally, an aliquot of the original infected cell culture was used as
a positive control, The cell pellets of host cell-free Ap and infected HL-
60 cells were resuspended in 2.5% glutaraldehyde solution in
Sorenson’s sodium phosphate buffer and fixed for 1 h at 4 °C.

After washing cells twice with Sorenson’s sodium phosphate buffer,
they were postfixed in 1% osmium tetroxide for 1h at 4 °C and dehy-
dration was achieved in an ascending acetone series. The samples were
embedded in epoxy resin and harden at 60 °C for two days. Ultrathin
sections were prepared and examined with EM10 transmission electron
microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) as described previously
(Dyachenko et al., 2013).

2.4. Immunofluorescence assay

Immunofluorescence microscopy was performed to detect and count
individual organisms after purification. Infected HL-60 cells were col-
lected and divided equally into two subsets. Each subset, containing
5.0 % 10° highly infected cells, was purified as described before using
rock tumbler grit or syringe lysis. The pellets with host cell-free Ap were
washed with 0.9% NaCl and resuspended in 100 pl of 0.9% NaCl. 50 pl
of suspension were used for Baclight Bacterial Viability staining (Syto 9
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and PI stain, Molecular Probes). Finally, fluorescence microscopic
images were taken and viable Ap (Syto 9 positive but PI negative) were
counted using a Petroff-Hausser counting chamber (Goodman et al.,
1999).

2.5. Quantification by real-time PCR

In order to quantify and compare the outcome of DNA of Ap ob-
tained from lysed HL-60 cells using the two different semipurification
protocols, a real-time PCR was performed. The infected host cell po-
pulation was again divided equally into two subsets and after semi-
purification, DNA was extracted using the DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Subsequently both methods - filtration and differential cen-
trifugation — to remove unwanted cellular debris were compared se-
parately. Filtration using a 2.0-um pore size syringe filter and
differential centrifugation to further clarify the lysate were applied after
host cell lysis and the yield was used for DNA extraction. The DNA was
diluted by 1:1000 and a real-time PCR was performed as described
previously (Courtney et al., 2004). Each DNA sample was evaluated in
triplicates. DNA extracted from an uninfected HL60 cell culture was
used as negative control. The TagMan probe (QuantiNova Probe PCR
Kit, Qiagen) was labeled at the 5’ and 3’ ends with 6-Carboxy-Fluor-
escein (FAM) and Black Hole Quencher-1 (BHQ-1), respectively.A vo-
lume of 2.5l target DNA and a total reaction volume of 20 ul were
used. For the initial activation of the QuantiNova Taq DNA Polymerase,
a temperature of 95 °C was applied for 2 min, followed by 40 cycles of a
5s denaturation step at 95 °C and by a 30 s annealing elongation step at
60 °C. PCR amplification was performed in 96-well plates (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany) using a Light Cycler 480 (Roche, Basel, Swit-
zerland). The experiment was repeated with five infected cell cultures
and infection rates ranging from 70 90%. To quantify and compare the
DNA yield of both methods, an artificial standard (DNA duplex mole-
cule) of a length of 108 bp (Metabion, Planegg, Germany) was designed.
The initial concentration of the standard was 0.5nmol/l and eight
different concentrations using a 10-fold dilution series were applied to
generate a standard curve. The standard was measured in triplicate for
each concentration and the Ct-values were plotted against the loga-
rithm of input amount of standard material. The standard curve and
efficiency were calculated with the Light Cycler 480 Software.

2.6. Infection of naive cells with isolated Ap

Naive cell cultures were infected with host cell-free Ap recovered
from infected HL-60 cells using the different purification protocols. The
population of Ap obtained by using the rock tumbler grit protocol re-
sulted in higher infection rates than the population recovered by using
the syringe lysis protocol.

In order to see whether the bacteria were still equally infectious
after exposure to high mechanical stress caused by lysis of the host cells
using rock tumbler grit, naive cell cultures of HL-60 cells with a con-
centration of 2.0 x 10° cells per ml were infected. Host cell-free Ap was
isolated from the same number of infected cells by using the syringe
lysis and rock tumbler grit method. The progress of infection was
monitored microscopically by Giemsa staining (SigmaAldrich) daily. A
multiplicity of infection of one was used for the initial inoculation and
semi-purification respectively (MOI 1:1 refer to the number of infected
cells used for purification to the number of uninfected target cell)
(Borjesson, 2008).

Analysis of the cell culture based on fluorescence-activated cell
sorting (FACS) was performed additionally to monitor and compare the
progress of the Ap infection. Therefore, one aliquot of 500 pl from every
infected culture and from the uninfected negative control were col-
lected and washed twice with PBS containing 0.5-1.0% (w/v) BSA and
0.09% NaNaj. The cells were fixed for at least 30 min with 2% ice-cold
paraformaldehyde (PFA) before mCherrypositive cells were detected
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Fig. 1. Ultrastructure of pl phagocytop (A) Ultrastructure of
Ap in a HL-60 cell. Several Ap inclusions in a HL-60 cell showing electron-dense
cell forms (DCs, black arrows) and reticulate cell forms (RCs, white arrows). (B)
Ultrastructure of Ap released with the rock tumbler grit lysis procedure. Many
DCs (indicated by black arrows) as well as RCs (indicated by white arrows) are
visible using the rock tumbler grit lysis procedure. The area marked with solid
lines and shown on the lower right contains both DC and RC forms. One lysing
RC form with damaged membrane presented in the upper right box (white
arrow). (C) Ultrastructure of Ap purified with syringe lysis procedure. Electron-
dense (DCs, black arrows) and reticulate cells (RCs, white arrows) obtained
after using syringe lysis procedure. Scale bars, 1.0 pm.

and analyzed in the MACS Quant VYB (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) (Wang et al., 2015).

Statistical analysis was conducted using the Minitab Software ver-
sion 17. (Minitab Inc., Pennsylvania, USA). Student’s t-test was per-
formed for paired samples at a confidence level of 95%.

3. Results

Electron microscopic images of infected HL-60 cells as well as
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Fig. 2. Giemsa staining of Ap infected HL-60
cells and images of host cell-free fluor-
escent Ap or Ap was propagated in
HL-60 cells and harvested when > 80% of the
cells were infected. For each experiment the
infected cell culture was divided and release of
the bacteria from host cell populations were
carried out by the use of syringe lysis proce-
dure and the rock tumbler grit procedure. (A)
Representative image of Giemsa stained Ap

infected HL-60 cells. (B) Representative image of fluorescent Ap prepared using syringe lysis. (C) Representative image of fluorescent Ap prepared using rock tumbler

grit. Scale bar, 10 pm.

released Ap from lysed host cells using the syringe lyses and rock
tumbler grit method were examined. Both stages of Ap development
were present in the intracytoplasmic vacuoles of the infected HL-60
cells (Fig. 1A). The vacuoles were present in a variable size and with a
different number of bacteria inside. No intact HL-60 cells were visible
after using the rock tumbler grit or syringe lysis procedure for host cell-
lysis. We detected dense-cored cells as well as reticulate cells of Ap after
host-cell-lysis using rock tumbler grit (Fig. 1B). Densecored cells and
reticulate cells were also visible after host-cell-lysis using the syringe
lysis method (Fig. 1C). In both methods intact, round-coccoid DCs were
seen with rippled membranes. Also the larger, pleomorphic RCs with
smooth and slightly ruffled membranes were found. Most of the bac-
teria were undamaged however, in some cases using rock tumbler grit
and syringe lysis we detected few RCs with a damaged membrane
probably caused by mechanical stress.

Immunofluorescence assays showed that using the rock tumbler grit
protocol resulted in a higher number of isolated Ap compared to the
syringe lysis protocol (Fig. 2). The same number of infected cells was
used for both methods of host cell lysis and isolation of the bacteria.
After counting, the concentration of viable bacteria recovered by syr-
inge lysis ranged from 3.2 x 107 to 6.08 x 107 cells per ml. The con-
centration of viable bacteria recovered by rock tumbler grit ranged
from 7.6 x 107 cells per ml to 9.45 x 107 cells per ml. The efficiency of
bacterial isolation was compared in four independent experiments. It
became evident that more bacteria were recovered using the rock
tumbler grit protocol with a fold change (F) of 1.7-2.4 compared to the
syringe lysis method. Only viable bacteria were counted. Concentra-
tions of Ap determined after purification were different at a significance
level of p = 0010 (t-test for paired samples).

In the next step, relative quantification was carried out by de-
termining the yield of DNA after purification. We analyzed the Ct values
and designed an artificial standard to calculate and compare the total
number of copies and the fold change of both methods (Table 1). The
average of Ct value of triplicate was used for data interpretation. The
efficiency of the artificial standard based on a 10-fold dilution series
was 94.92% (slope: -3.450). The PCR results indicate an increase of the
yield of Ap-DNA using the rock tumbler grit protocol compared to the

Table 1

Relative quantification of the outcome of the different protocols: comparison of
Ct values and calculation of the total number of copies based on precise stan-
dards (plasmid controls). The yield of recovered bacterial DNA by using the
rock tumbler grit protocol and the syringe lysis protocol was compared in five
independent experiments.

PCR No. rock tumbler grit syringe lysis fold change in
efficiency (F)
Ct-Value total copy Ct-Value total copy
number number
1 22.82 267.000 23.55 164.000 1,6
2 23.63 189.333 25.11 70.600 2,7
3 22.79 265.417 24.08 115.000 2,3
4 20.78 1.270.000 21.94 585.667 2,2
5 20.12 1.966.667 21.72 679.667 2,9

283

syringe lysis protocol. Based on the total number of copies the fold
change of efficiency (F) in different experiments was F = 1.6-2.9 (rock
tumbler grit versus syringe lysis), which describes the ratio between the
yield of Ap DNA using the different purification protocols. Resulting Ct-
values of both purification protocols were proven to be statistically
different at a significance level of p = 0.001 (t-test for paired samples).

In order to see whether the bacteria were still equally infectious
after exposure to high mechanical stress caused by lysis of the host cells,
naive HL-60 cells were tried to be reinfected. The cell cultures were
exposed to preparations of host cell-free Ap obtained by semi-pur-
ification with either syringe lysis or rock tumbler grit and were
screened microscopically for the presence of morulae after Giemsa
staining. The typical intracellular formations were initially observed on
day one or day two after inoculation. Flow cytometry analysis revealed
an initial infection between 3% and 11% of the HL60 cells. The infec-
tion rate increased to 100% associated with lysis of the host cell po-
pulation within 5-7 days of incubation (Fig. 3). In all batches the same
number of infected cells were used for the different protocols and the
total amount of released bacteria were used to infect naive cell cultures.
Higher infection rates in cell cultures infected with the lysate obtained
using the rock tumbler grit procedure were detected 24 h after in-
oculation. This result was confirmed in four independent experiments.
The number of infected HL-60 cells were 1.2-2.1 times higher com-
pared to cell cultures infected with the lysate obtained using the syringe
lysis protocol. It became evident that the larger number of isolated
bacteria using the rock tumbler protocol lead to higher infections rates
and therefore to a faster course of infection and finally lysis of the host
cell population respectively. Infection rates of the HL-60 cell cultures at
day one were different at a significance level of p = 0017 (t-test for
paired samples).

Furthermore, we compared the efficiency of the different proce-
dures to remove cellular debris after host cell lysis considering the
outcome of DNA. Therefore, both methods including centrifugation and
filtration were applied after lysis of the infected HL-60 cells by the use
of rock tumbler grit and syringe lysis. We observed that using filtration
results in an increase of DNA by a fold change from 1.1 up to 1.5 (data
not shown).

4. Discussion

The sensitive, intracellular bacterium Ap can be cultured and pro-
pagated in a human promyelocytic cell line (HL-60). To recover a host
cell-free enrichment of this bacteria - these organisms are predisposed
toward mechanical stress - an updated semi-purification method using
rock tumbler grit was used in this study. This updated protocol was
introduced to increase the number of released bacteria and to facilitate
the handling. The outcome was evaluated and compared to the syringe
lysis method. Anaplasma phagocytophilum displays unique character-
istics in its physics of the cell wall. Genome sequences revealed a lack of
all genes encoding lipid A and most genes for the biosynthesis of pep-
tidoglycan (Lin and Rikihisa, 2003), which play a significant role in
providing strength to the outer membrane and maintaining the struc-
tural integrity of Gram-negative bacteria (Benson, 1998; Héltje, 1998).



I11. Publikation

37

T.P. Nguyen Trong et al.

Day 1 Day 3

Ticks and Tick-borne Diseases 10 (2019) 280-285

Day 7

21,5%

ol A —
Tl 100 o1 1e2 o2

Count

03

mCherry

Fig. 3. Flow cytometric analysis of HL-60 cell cultures after infection with host cell-free Ap. Naive cell cultures were infected with Ap released from a defined
number of HL-60 cells (MOI 1:1) using the rock tumbler grit protocol (A) and the syringe lysis protocol (B). Cell cultures were screened for mCherry-positive cells on
day 1, 3, 5 and 7 post inoculation. In the first days after exposure the fraction of infected cells was higher when the rock tumbler grit protocol was applied. After
logarithmic expansion of Ap organisms in HL-60 cells, infection rates of the HL-60 cell cultures increased continuously and cultures became completely infected.
blue/red panels: infected cell population; green panel: uninfected cell population (negative control) (For interpretation of the references to colour in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article).

Unlike the situation seen with other obligatory vacuolar pathogens that
exhibit biphasic development, such as Chlamydia pneumonia
(Abdelrahman and Belland, 2005) or Coxiella burnetii (Mccaul And
Williams, 1981), Anaplasma spp. are extremely susceptible to me-
chanical stress and osmolarity changes due to the lack of a pepti-
doglycan layer or synthesized lipopolysaccharides (Ristic and Kreiser,
1984; Severo et al., 2012), The release of C. burnetii and Ch. pneumonia
from infected cells is achieved by a freeze-thaw technique or by the use
of deionized water (Henning and Sting, 1999; Thiele, 1992). These
methods induce a strong impact on the host’s cell walls and result in a
subsequent breakdown of the cell wall integrity. In contrast, to avoid
damage to the shape of the bacterial cell, different, less damaging
methods are used for the isolation of Ap such as syringe lysis (Borjesson,
2008; Carlyon, 2005) or rock tumbler grit (Wang et al., 2015). Troese
and Carlyon (2009) could show using TEM that a host cell-free popu-
lation of DC and RC organism was recovered following syringe lysis,
which was also confirmed in following studies (Huang et al., 2010a,
2010b). In the same way, we demonstrated for the first time that both
Ap DCs and RCs were recovered with a sustained physical integrity by
the usage of rock tumbler grit. However, we clearly observed and
confirmed that Ap are sensitive to mechanical stress as indicated by the
presence of some RCs that appeared to undergo lysis as suggested by a
damaged outer membrane, Moreover it is reported that high mechan-
ical stress such as sonication causes the lysis of the fragile RC form and
only the DC form is received (Felsheim et al., 2006).

The count of viable bacteria with immunofluorescence after isola-
tion showed a higher number of Ap using the rock tumbler grit protocol
compared to syringe lysis protocol. A similar increase of the outcome
was confirmed by PCR to compare the amount of bacterial DNA re-
covered after purification (Table 1). The variance of the Ct value ranges
between the individual experiments are due to minute variations in
starting cell concentrations and infection rates. We conclude that the
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increase is due to an effective host cell lysis with only few losses of
bacteria during the procedure. Furthermore, we observed that a higher
yield of bacterial DNA could be achieved using filtration compared to
centrifugation to remove cellular debris. For generating Ap preparations
that are more highly purified from contaminating host cell components,
density gradient centrifugation can be used, which separates bacteria
and host cellular debris into different layers (Carlyon, 2005). Ap po-
pulation isolated from host cells by lysis was used to infect naive cell
cultures in order to verify their infectivity. In the first days after ex-
posure, we detected higher rates of infected HL-60 cells using the sus-
pension of host cell-free bacteria recovered by the rock tumbler grit
protocol compared to syringe lysis protocol. Although using the same
MOI 1:1 for all of our experiments, we observed a lenient variation of
the initial infection rate in target cell cultures 24 h after incubation. The
fraction of infected cells was determined by Giemsa staining. However,
it is not possible to differentiate and count the separate intracellular
forms of Ap under light microscopy. It has been shown that only DCs are
infectious for HL-60 cells, while RCs are considered to be in the genome
replication stage of Ap development that is not infectious for HL-60
cells (Troese and Carlyon, 2009). Thus, we conclude that the diverse
bacterial load was likely due to the varying numbers of infectious DCs
present in different batches of HL-60 cells cultures, which were used for
semi-purification.Besides the human promyelocytic cell line, tick cell
lines such as IDE8 or ISE6 are also used for isolation and propagation
for in vitro culture of Ap. Host cell-free E. chaffeensis organisms were
successfully isolated from tick cells by the usage of rock tumbler grit
(Wang et al., 2017). It stands to reason that this convenient method
may be used to release Ap from tick cell cultures, since both bacterial
organisms display very similar characteristics in terms of intracellular
development and cell envelope structure (Lin and Rikihisa, 2003;
Rikihisa, 2010). However, in this study Ap was not isolated from tick
derived cell lines using rock tumbler grit and this has to be proven in
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