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Zahlreiche Krankheitserreger des Hundes, die man bis vor einigen Jahren fast ausschlielich
nur in warmen Regionen fand, erweitern ihre Verbreitungsgebiete in geméBigte Klimazonen
wie Mittel- und Nordeuropa. Griinde dafiir sind unter anderem die globale Erwdrmung sowie
vermehrte internationale Tiertransporte, sowohl von Nutztieren als auch von Haustieren
(Beugnet and Marie 2009; Shaw et al. 2001). Eine Studie von Glaser und Gothe (1998) zeigte,
dass von 5240 deutschen Hunden 50 % mindestens einmal im Ausland waren, unter anderem
in beliebten Urlaubsldndern wie Frankreich, Italien und Spanien. Die Tiere sind in endemischen
Regionen, beispielsweise in mediterranen Landern, vermehrt vekoriibertragenen Erregern
ausgesetzt. Das kann zu Erkrankungen und zur Verschleppung von vektoriibertragenen
Pathogenen tiber die Landesgrenzen hinaus fithren (Schéfer et al. 2019; Menn et al. 2010).
Dabei handelt es sich vor allem um Erreger, die von blutsaugenden Ektoparasiten wie Miicken,
Fléhen und Zecken iibertragen werden. Diese Ubertriger werden Vektoren genannt und
verursachen die sogenannten Vektorenkrankheiten. Zu den vektoriibertragenen
Krankheitserregern zihlen eine grole Anzahl an Viren, Bakterien, Protozoen und Helminthen
(Otranto et al. 2009). Dazu gehoren unter anderem Vertreter der Familien Anaplasmatacea,
Bartonellaceae, Borreliaceae, Babesiidae, Theileriidae, Hepatozoidae, Trypanosomatidae,
Thelaziidae und Onchocercidae (Deplazes et al. 2013a; Deplazes et al. 2013b; Otranto and
Dantas-Torres 2010; Dumler et al. 2001). Viele dieser Erreger sind nicht nur in der
Veterindrmedizin, sondern wegen ihres Zoonosepotentials auch in der Humanmedizin von
grofler Bedeutung (Otranto et al. 2009). Fiir dieses Dissertationsprojekt wurden aufgrund ihrer
Verbreitungsgebiete und klinischen sowie wissenschaftlichen Relevanz fiir Deutschland
verschiedene Erreger ausgewihlt. Aus der Ordnung der Rickettsiales lag der Fokus auf
Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis und Candidatus Neoehrlichia mikurensis. Bei
den ebenfalls zu den Rickettsiales gehorenden Rickettsia spp. wurde sich auf Rickettsia conorii
subsp. conorii (im Folgenden R. conorii genannt) konzentriert, da dieser Erreger in den Studien
von Solano-Galego et al. (2006) und Alexandre et al. (2011) bei mehreren klinisch erkrankten
Hunden in Europa nachgewiesen werden konnten. Zudem wurden die Piroplasmida mit ihren
Vertretern Babesia canis, Babesia vogeli und Babesia gibsoni sowie die Onchocercidae, mit
Fokus auf Dirofilaria immitis ausgewahlt. Viele der caninen vektoriibertragenen Erreger, so

wie auch die in diesem Projekt untersuchten Organismen, sind unter anderem im Siiden Europas
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endemisch. Jedoch verursachen einige dieser Pathogene, wie beispielsweise B. canis oder
A. phagocytophilum auch in zentraleuropdischen Léndern wie Deutschland autochthone
Erkrankungen bei Hunden (Beelitz et al. 2012; Kohn et al. 2008; Barutzki et al. 2007). Fiir
andere canine Krankheitserreger aus dem siideuropdischen Raum, wie D. immitis oder
Dirofilaria repens, wird die Moglichkeit der Endemisierung in naher Zukunft in Deutschland
diskutiert (Kronefeld et al. 2014; Sassnau et al. 2014). Am Beispiel dieser Pathogene ist zu
erkennen, dass das Risiko fiir Infektionen mit zum Teil zoonotischen, caninen
vektoriibertragenen Erregern fiir Hunde in Zentral- und Nordeuropa aufgrund
voranschreitender Globalisierung und Klimaverdnderung steigt (Genchi et al. 2011; Beugnet
and Marie 2009). Aus diesem Grund sind epidemiologische Studien sowie adiquate
Diagnostikmethoden wichtig, um belastbare Aussagen beziliglich der regionalen
Erregerverbreitung und Vektorpravalenz zu ermdéglichen. Im Hinblick auf das zoonotische
Potential einiger vektoriibertragener Erreger, wie beispielsweise D. repens sowie E. canis, und
vor dem damit verbundenen Hintergrund des ,,One Health“-Ansatzes sind nicht nur
veterindrmedizinische, sondern auch humanmedizinische Daten zu beriicksichtigen (Simon et
al. 2012; Perez et al. 2006). Die Gesundheit von Mensch und Tier sowie Umwelteinfliisse sind
eng miteinander verkniipft und miissen daher gleichermallen bertlicksichtigt werden, um
Zoonosen wirksam zu bekdmpfen (Destoumieux-Garzon et al. 2018; Asokan 2015). Das Ziel
dieses Dissertationsprojektes war die Etablierung eines Multiplex-Diagnostikverfahrens zur
simultanen Detektion der oben genannten caninen vektoriibertragenen Krankheitserreger. Ein
solches Diagnostikverfahren konnte in zukiinftigen Projekten hilfreich bei der Erhebung von
epidemiologischen Daten sein. Mit Hilfe von epidemiologischen Daten kdnnen Analysen zum
Infektionsrisiko fiir Mensch und Tier in den einzelnen Regionen erstellt und
Prophylaxemallnahmen festgelegt werden. Dies ist unter anderem auch im Zusammenhang mit
Tiertransporten und Urlaubsreisen mit Tieren von Bedeutung, um das Verschleppen von
Infektionserregern in  nicht-endemische  Gebiete einzuddmmen. Zudem ist die
Weiterentwicklung von Diagnostikmethoden ein wichtiger Aspekt fiir den klinischen Sektor,

um eine schnelle und wirksame Behandlung der Patienten zu ermoglichen.
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1. Piroplasmida

1.1 Allgemeines

Die Ordnung der Piroplasmida ist dem Phylum Apicomplexa zugeordnet. Sie gehort zu der
Klasse der Haematozoa und unterteilt sich in die Familien Theileriidae sowie Babesiidae. Ihre
Vertreter sind Blutparasiten, deren Vermehrung intrazelluldr in Blutzellen von Tieren oder
Menschen stattfindet (Deplazes et al. 2013a). Die meisten Babesia- Arten infizieren Hohere
Saugetiere. Aber auch Vogel und Beuteltiere werden von Piroplasmida befallen. Reptilien und
Amphibien als Wirte fiir Piroplasmida werden ebenfalls in Betracht gezogen (Schnittger et al.
2012). Meist erfolgt die Ubertragung der fiir Hunde pathogenen Piroplasmida durch Zecken
(Deplazes et al. 2013a). Allerdings sind auch direkte Ubertragungswege bei ,kleinen* und
»groflen* Babesien bekannt (Jefferies et al. 2007; Stegeman et al. 2003; Freeman et al. 1994).

Die Babesien wurden bereits Ende des 19. Jahrhunderts von Victor Babes beschrieben (Babes
1888). Sie werden in ,,gro3e* und ,,kleine* Arten unterteilt. Babesia conradae, Babesia microti-
like (Theileria annea) und Babesia gibsoni gelten als ,kleine” Babesien des Hundes. Zu den
»groBen Arten gehdren Babesia canis, Babesia vogeli und Babesia rossi. Letztere wurden
aufgrund ihrer Morphologie lange Zeit als Subspezies von B. canis betrachtet. Mittlerweile sind
sie aber aufgrund ihrer genetischen und epidemiologischen Unterschiede als jeweils eigene
Spezies anerkannt (Matijatko et al. 2012). Eine weitere hundepathogene ,,grofle* Babesie,
Babesia sp. (Coco), wurde vor einigen Jahren entdeckt und beschrieben (Birkenheuer et al.

2004).

1.2 ,,Grol3e” Babesien: Babesia canis, Babesia rossi, Babesia vogeli

1.2.1 Morphologie und Entwicklungszyklus

Babesien werden von ihrem Endwirt, der Zecke, wahrend einer Blutmahlzeit in Form von
kugelférmigen Merozoiten und Gamonten aufgenommen. Die Gamonten entwickeln sich noch
im Zwischenwirt, hier Hunde und wilde Caniden, aus einigen dafiir priddisponierten

Merozoiten. Sie differenzieren sich dann im Verdauungstrakt der Zecke zuerst zu Gameten, die
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auch als Strahlenkorper bezeichnet werden, um danach wihrend der Gamogonie zu Zygoten zu
fusionieren. Diese differenzieren sich durch Mitose zu Kineten und dringen in die Darmzellen
ihres Endwirtes ein (Schnittger et al. 2012). Mit der Himolymphe gelangen sie in die Ovarien
von weiblichen Zecken, wo sie die Oozyten befallen (transovarielle Ubertragung) und an die
Embryonen weitergegeben werden. AuBBerdem transportiert die Himolymphe die Kineten in
die Speicheldriisen der Zecke. Dort erfolgt die Entwicklung zum infektiosen Stadium, den
Sporozoiten. Diese werden tiber den Speichel der Zecke auf den Zwischenwirt iibertragen und
dringen in dessen Blut in die Erythrozyten ein. Dort entsteht aus einem Sporozoiten zunédchst
ein ringformiger oder amoboider Trophozoit, der sich anschlieBend durch die Merogonie zu
zwel bis vier Merozoiten mit ihrer charakteristischen Tropfenform entwickelt. Die Merozoite
zerstoren den Erythrozyten, kdnnen somit nach der Freisetzung weitere rote Blutkdrperchen
infizieren und sich somit weiter teilen oder zu Gamonten entwickeln. Anhand ihrer Grofle
entstand die Einteilung der Babesien in ,,grole Arten* und ,kleine Arten”. Die in diesem
Abschnitt beschriebenen ,,groBen Arten, B. canis und B. vogeli, entwickeln Merozoite einer
GroBe von > 2,5 um - 5 um (Deplazes et al. 2013a; Schnittger et al. 2012). Bislang ist ein
klinischer Fall eines Hundes bekannt, bei dem eine Infektion mit B. canis nicht durch einen

Zeckenstich, sondern durch eine Bluttransfusion ausgelost wurde (Freeman et al. 1994).

1.2.2 Geographische Verbreitung

Betrachtet man die urspriinglich endemischen Regionen, kommt B. rossi vor allem im
stidlichen Teil Afrikas vor, wihrend B. vogeli sowohl in tropischen, subtropischen und
mediterranen Gebieten verbreitet ist. B. canis findet man vorwiegend in Europa, aber auch in
Asien. Die vor einigen Jahren entdeckte Babesia sp. (Coco) wurde bis heute ausschlief8lich in
North Carolina, USA nachgewiesen (Matijatko et al. 2012; Birkenheuer et al. 2004). Die
Verbreitungsmuster von Babesia spp. sind abhéngig vom Vorkommen ihrer Vektoren (Solano-
Gallego et al. 2016). Die globale Erwdrmung und Tierimporte werden als Griinde fiir die
Erweiterung der Verbreitungsgebiete von Vektoren diskutiert (Beugnet and Marie 2009).
Rhipicephalus sanguineus, eine Vektorzecke fiir B. vogeli, ist in Europa nicht mehr nur in ihren
urspriinglichen Habitaten, den warmen Mittelmeerregionen, zu finden sondern ist mittlerweile
auch in weiter nordlich liegenden Gebieten beschrieben (Pantchev et al. 2015a; Hansford et al.
2014; Beugnet and Marie 2009; Gray et al. 2009). Auch der Vektor Dermacentor reticulatus,
der einst in Nord- und Zentraleuropa seltener zu finden war, verbreitet sich dort zunehmend

(Beugnet and Marie 2009; Gray et al. 2009) (Kapitel I 1.2.3). Der Erreger B. canis, der von
4
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D. reticulatus tbertragen wird, gilt als hdufigste Ursache fiir Babesioseerkrankungen bei
Hunden in Europa (Matijatko et al. 2012). In Deutschland wird das Saarland von Beelitz et al.
(2012) als Endemiegebiet fiir B. canis beschrieben. Von autochthonen B. canis-Infektionen bei
Hunden in verschiedenen Regionen Deutschlands wurde mehrfach berichtet, darunter unter
anderem die Regionen Miinchen und das Saarland (Beelitz et al. 2012; Barutzki et al. 2007,
Zahler et al. 2000c). Fille von autochthonen B. vogeli-Erkrankungen sind hingegen in
Deutschland bislang nicht bekannt (Tenter und Deplazes 2006). In Frankreich, Landern der
Mittelmeerregion, der Slowakei und Serbien wurde B. vogeli bei Hunden sowie infizierten

Zecken der Spezies R. sanguineus nachgewiesen (Solano-Gallego et al. 2016; Rene et al. 2012).

1.2.3 Vektoren und Wirte

Als Endwirte werden per Definition die Organismen bezeichnet, in denen die geschlechtliche
Vermehrung der Parasiten stattfindet (Tenter und Schnieder 2006). Da bei den Babesien der
Ort der geschlechtlichen Vermehrung der Zeckendarm ist (Kapitel II 1.2.1), stellen die Zecken
die Endwirte dieser Parasiten dar (Schnittger et al. 2012). Sie fungieren als Vektoren fiir die
Ubertragung der Pathogene auf die Zwischenwirte, in denen die ungeschlechtliche Vermehrung
stattfindet. Dabei sind die verschiedenen Babesienspezies spezifisch auf unterschiedliche
Zeckenarten festgelegt. Bei den hier genannten ,,groBen* Babesien handelt es sich bei den

Zwischenwirten um domestizierte Hunde sowie wildlebende Caniden (Van Heerden 1980).

D. reticulatus tbertrdgt den Erreger B. canis. Diese Zeckenart, die zur Familie Ixodidae
(Schildzecken) und Gattung Dermacentor (Buntzecken) gehort, ist umgangssprachlich
falschlicherweise unter dem Namen Auwaldzecke bekannt. Da sie keineswegs vorwiegend in
flussnahen Wiéldern auftritt, ist diese Bezeichnung irrefiihrend. Zutreffender ist dagegen,
aufgrund der marmorierten Zeichnung ihres Riickenschildes, die ebenfalls gebriuchliche
Bezeichnung Buntzecke (Deplazes et al. 2013c). Sie hat ihr Verbreitungsgebiet in Mittel- und
Westeuropa, wobei sie Regionen bis Norddeutschland, Nordpolen, Litauen sowie bis zu den
Mittelmeerkiisten besiedelt und feucht-warmes bis feucht-gemiBigtes Klima bevorzugt (Rubel
etal. 2016). Jedoch war sie urspriinglich im kélteren Nord- und Zentraleuropa seltener zu finden
(Gray et al. 2009). Alle Teile Deutschlands bieten die generellen Voraussetzungen fiir die
Endemisierung dieser Zeckenart, da Kleinsduger als Wirte fiir die Larven und Nymphen sowie
Hunde als préferierte Wirte der adulten Zecken ausreichend vorhanden sind. Dariiber hinaus

werden auch die klimatischen Bedingungen aller deutschen Regionen als geeignet fiir eine
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Ansiedlung eingestuft. Die Ubertragung von caninen Babesien auf nicht-infizierte deutsche
Zeckenpopulationen erfolgt durch das Blut von infizierten Hunden sowie durch transovarielle
Ubertragung auf die nichste Zeckenpopulation. Damit sind die Voraussetzungen fiir die
Etablierung einer stabilen Population von B. canis in ganz Deutschland vorhanden (Zahler et
al. 2000c). Es konnte bereits gezeigt werden, dass D. reticulatus in verschiedenen deutschen
Regionen zu finden ist (Rubel et al. 2016), darunter auch Berlin/ Brandenburg, wo eine stabile

Population dieser Zeckenart nachgewiesen wurde (Kohn et al. 2019).

R. sanguineus, auch Braune Hundezecke genannt, ist die erste Zeckenart, deren Vorkommen
aufgrund der Klimaverdanderungen und ihrer Wirtsspezialisierung auf den domestizierten Hund
fast weltweit verzeichnet werden kann (Parola et al. 2008). Es wird davon ausgegangen, dass
es sich bei R. sanguineus um einen Spezieskomplex, auch bezeichnet als R. sanguineus sensu
latu, mit verschiedenen Vorkommen, Wirtspriaferenzen und Vektorkompetenzen handelt
(Dantas-Torres and Otranto 2015). Trotz der Vorliebe fiir warmes Klima in ihren urspriinglich
tropischen und subtropischen Habitaten konnen diese Zecken auch in kalten Regionen und
Jahreszeiten iiberleben. Dies ist auf ihre endophile Lebensweise, das heiflt ein Leben in urbanen
sowie suburbanen Gebieten und vorrangig in Gebduden, zuriickzufiihren. Dies ermdglicht
R. sanguineus, sich vor Witterungseinfliissen zu schiitzen und verschiedenste Habitate zu
besiedeln (Pantchev et al. 2015a; Sainz et al. 2015; Gray et al. 2013; Gray et al. 2009). Deshalb
wird eine Ausbreitung durch Importe dieser Zeckenspezies von mediterranen Regionen auf
nordlichere Lander in Europa wie Belgien, den Niederlanden, Frankreich, den Britischen Inseln
und Deutschland vermutet (Sainz et al. 2015; Hansford et al. 2014; Beugnet and Marie 2009;
Gray et al. 2009). R. sanguineus gehort zu den Ixodidae und dient als Vektor fiir die ,,grof3e*
Babesie B. vogeli (Dantas-Torres 2010).

B. rossi wird von Haemaphysalis leachi im siidlichen Afrika libertragen (Uilenberg 2006). In
Europa gibt es bislang einen Nachweis von B. rossi — DNA bei einem Hund aus Frankreich

(Fritz 2010).

1.2.4 Symptomatik und Diagnose
Symptomatik

Die Symptome einer Babesioseerkrankung beim Hund sind nicht spezifisch, unterscheiden sich
aber in ihrer Auspriagung, abhingig davon um welche Babesienspezies es sich handelt und in

welchem Gesundheitszustand sich der Hund befindet. B. vogeli verursacht meist subklinische
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bis milde Erkrankungen, im Gegensatz zu der stark virulenten Spezies B. rossi (Caccio et al.
2002; Irwin 2009). B. canis- Erkrankungen verlaufen oft akut und konnen unbehandelt todlich
enden (Barutzki et al. 2007). Generell ist bei sehr jungen, alten und immunsupprimierten oder
splenektomierten Hunden sowie bei Tieren mit Koinfektionen mit schwereren
Krankheitsverldufen zu rechnen (Solano-Gallego et al. 2016). Die Inkubationszeit variiert
zwischen 1 und 3 Wochen (Barutzki et al. 2007). In der akuten Krankheitsphase beobachtet
man oft Fieber, Lethargie, Anorexie sowie Ikterus, Splenomegalie und Thrombozytopenie.
Auch Glomerulonephritiden und Himoglobinurie sind mdéglich (Solano-Gallego and Baneth
2011). Diese Symptome werden zum Teil durch die mechanische intravasale Hédmolyse
ausgelost, welche die Babesien wihrend der Merogonie und der damit einhergehenden
Zerstorung der Erythrozyten verursachen. Aber auch die sekundire, immunvermittelte
Schidigung der Erythrozytenmembranen durch Autoantikorper spielt eine wichtige Rolle und
fiihrt zu einer intra- und extravasalen Himolyse (Zygner et al. 2007). Dartiiber hinaus wird iiber
eine toxische Hidmolyse, ausgelost durch Himolyse-Faktoren der Babesien, diskutiert
(Furlanello et al. 2005; Onishi et al. 1990). Bei komplizierten Krankheitsverlaufen, die vor
allem durch den Befall mit B. rossi auftreten konnen, kann es unter anderem zu disseminierter
intravasaler Koagulopathie (DIC), akutem Nierenversagen, Lungenddemen sowie
Multiorganversagen kommen (Ayoob et al. 2010). Auch neurologische Symptome wie Paresen,
Bewegungsstorungen oder epileptiforme Anfille sind bei Infektionen mit Babesia spp. moglich
(Ayoob et al. 2010; Barutzki et al. 2007). Die chronische Krankheitsphase verlduft meist
asymptomatisch. In dieser Phase besteht das Risiko einer wiederkehrenden Parasitdmie mit
klinischen Symptomen durch ausldsende Faktoren wie Stress oder Immunschwéche (Irwin

2009; Solano-Gallego et al. 2016).

Diagnose

Die Mikroskopie ist bis heute die am héaufigsten angewandte Methode, um Babesien
nachzuweisen und um ,,grofle* und ,.,kleine* Babesien zu unterscheiden. Sie ist einfach, schnell
und weltweit fiir die meisten Tierdrzte verfiigbar. Dabei wird Kapillarblut entnommen, auf
einem Objekttrager mit Hilfe der Giemsa-Féarbung oder dhnlicher Féarbetechnik angeférbt und
unter dem Mikroskop beurteilt. Diese Methode ist ausschlieflich fiir die akute Krankheitsphase
aussagekriftig, da in dieser Phase Merozoite in den Erythrozyten zu finden sind. In der
chronischen Phase sind kaum Babesien im Blut nachweisbar (Irwin 2009). Eine sensitivere

Diagnostikmethode in der akuten Krankheitsphase ist die PCR (Polymerasekettenreaktion), bei

7
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der vor allem die Genabschnitte 18S, 5,8S, 12S und ITS (Internal Transcribed Spacer) benutzt
werden, um Babesien-DNA nachzuweisen. Fiir die Speziesdifferenzierung der ,,groBen*
Babesien, die morphologisch nicht durchzufiihren ist, wurden Methoden wie nested PCR, PCR-
RFLP (Restriktionsfragmentldangenpolymorphismus) und RLB (Reverse Line Blot) etabliert
(Irwin 2009; Matjila et al. 2008). In den Fillen, in denen die Anzahl der Babesien zu gering ist,
um sie mikroskopisch oder mit molekularen Tests zu detektieren, wie bei chronischen und
subklinischen Verlaufsformen, empfielt sich die Anwendung von serologischen Verfahren. Mit
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test)
und ICT (Immunochromatographie Test) lassen sich Antikorper gegen die Blutstadien der
Babesien nachweisen (Mosqueda et al. 2012). Der ICT wurde allerdings bisher nur fiir einige
,kleine* Bebsienarten wie B. gibsoni etabliert (Mosqueda et al. 2012; Verdida et al. 2005). Bei
den serologischen Nachweismethoden ist zu beachten, dass spezifische Antikorper erst ab ca.
zwei Wochen nach der Erstinfektion nachweisbar sind (von Samson-Himmelstjerna 2019).
Zudem ist eine Unterscheidung zwischen einem aktuellen Infektionsgeschehen und einem
Erregerkontakt in der Vergangenheit bei einmaliger serologischer Untersuchung nicht moglich.
Dartiber hinaus ist zu berticksichtigen, dass gegen Babesiose geimpfte Hunde Impfantikorper
entwickeln und die positiven serologischen Testergebnisse bei diesen Tieren somit nicht
aussagekriftig sind (von Samson-Himmelstjerna 2019; Mosqueda et al. 2012). Um den
Infektionsverlauf mittels serologischer Untersuchung abzubilden, sollte ein quantitativer
serologischer Test bei Erstvorstellung durchgefiihrt und nach 4 bis 8 Wochen wiederholt
werden (Solano-Gallego et al. 2016). Zudem sind Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen
Babesia spp. bei serologischen Nachweisverfaren moglich (Solano-Gallego et al. 2016). Im
Gegensatz zu den verfligbaren serologischen Methoden bietet die PCR eine verldsslichere
Moglichkeit zur Speziesbestimmung, was flir die Prognose und die Therapiewahl von
Bedeutung sein kann (von Samson-Himmelstjerna 2019; Solano-Gallego et al. 2016). Weitere

Aspekte zu Diagnostikverfahren werden in Kapitel 11 4 besprochen.

1.3 ,,Kleine* Babesien: Babesia gibsoni, Babesia-microti-like, Babesia conradae

Infektionen von domestizierten und wilden Caniden mit ,.kleinen* Babesien werden in Europa

in vielen Fillen durch Babesia gibsoni hervorgerufen (Solano-Gallego and Baneth 2011).

Zunichst wurde angenommen, dass neben dem europdischen Genotyp von B. gibsoni ein

kalifornischer Genotyp existiert (Zahler et al. 2000b). Molekularbiologische Untersuchungen

haben allerdings gezeigt, dass es sich bei dem kalifornischen Isolat um eine eigene Spezies
8
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handelt, die Babesia conradae genannt wurde (Kjemtrup et al. 2006). Zusitzlich existiert die
Spezies Babesia-microti-like (Theileria annae) in Europa (Solano-Gallego et al. 2016; Zahler
et al. 2000a). Vor einigen Jahren wurde vorgeschlagen Babesia-microti-like (Theileria annae)
in Babesia vulpis spec. nov. umzubenennen, da laut Baneth, Florin-Christensen et al. (2015)
der Fuchs den natiirliche Wirt darstellt und der Erreger phylogenetisch nicht mit Theileria spp.

sondern mit Babesia spp. verwandt ist.

1.3.1 Morphologie und Entwicklungszyklus

Der Entwicklungszyklus der ,.,kleinen* Babesien in Zecken und Hunden bzw. wilden Caniden
entspricht dem der ,,groBen* Babesien (Kapitel II 1.2.1). Die in den Erythrozyten liegenden
Merozoite von B. gibsoni sind < 2,5 um grof3 und damit fiir die Zuordnung dieses Erregers zu
den ,kleinen* Babesien verantwortlich (Deplazes et al. 2013a). Allerdings ist bei B. gibsoni
nicht nur eine indirekte Ubertragung vom Vektor, der Zecke, auf den Zwischenwirt mdglich
sondern auch eine direkte Transmission zwischen Hunden durch Austausch von Blut. Dabei
spielen Hundekimpfe eine wichtige Rolle, aber auch von einer Ubertragung durch
Bluttransfusionen und von transplazentalen Ubertragungen wurde berichtet (Jefferies et al.

2007; Fukumoto et al. 2005; Stegeman et al. 2003).

1.3.2 Geographische Verbreitung

B. gibsoni ist in vielen verschiedenen Regionen der Welt zu finden. Der Erreger ist in Europa,
Asien, Afrika, dem Mittleren Osten, Nord Amerika und Australien endemisch (Matsuu et al.
2004; Birkenheuer et al. 1999). Bislang wurden zwei nachgewiesene B. gibsoni-Infektionen bei
Hunden aus Deutschland publiziert, die laut Hartelt et al. (2007) die ersten autochthonen
Krankheitsfille in Westeuropa sind. Berichte iiber canine Infektionen aus Spanien, Italien,
Kroatien, Serbien, der Slowakei und dem Vereinten Konigreich sind ebenfalls bekannt.
Babesia-microti-like wurden bei Hunden in Kroatien, Frankreich, Italien, Portugal, Serbien,
Spanien und Schweden nachgewiesen (Solano-Gallego et al. 2016). Zusétzlich wurden
Nachweise von Babesia microti -like bei Fiichsen in Deutschland, in Thiiringen und
Brandenburg, erbracht (Liesner et al. 2016; Najm et al. 2014). Nachweise von B. conradae —
DNA bei Hunden gab es im Westen der USA (Kjemtrup et al. 2006).
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1.3.3 Vektoren und Wirte

Haemaphysalis spp. und Rhipicephalus spp. sind die Zeckenspezies, die als Vektoren fiir die
Ubertragung von B. gibsoni auf Caniden fungieren (Matijatko et al. 2012). Zecken sind, wie
bei den ,,grofBen” Babesien, die Endwirte, wihrend Caniden die Zwischenwirte darstellen
(Kapitel 1T 1.2.3). Die Vektoren Haemaphysalis longicornis, Haemaphysalis bispinosa und
Haemaphysalis leachi, Ubertriiger von B. gibsoni und zu der Familie Ixodidae (Schildzecken)
gehorend, spielen fiir Europa keine Rolle, da sie hauptsichlich in Ostasien und Australien bzw.
Afrika zu finden sind (Trotta et al. 2009; Ikadai et al. 2007). Dahingegen ist Rhipicephalus
sanguineus, wie in Kapitel II 1.2.3 beschrieben, auch in Europa verbreitet (Gray et al. 2009).
Fiir Babesia-microti-like gelten Ixodes hexagonus und Ixodes canisuga als potentielle Vektoren
(Najm et al. 2014; Camacho et al. 2003). Fiir B. conradae gelten R. sanguineus und D. variabilis
als potentielle Vektoren (Kjemtrup et al. 2006).

1.3.4 Symptomatik und Diagnose
Symptomatik

Die Symptome bei einer Infektion mit B. gibsoni konnen sehr unterschiedlich ausgeprigt sein.
Die Erkrankung kann inapparent bis mild verlaufen, in einigen Fillen endet die Infektion
todlich (Solano-Gallego et al. 2016). Chronische Infektionen mit einer subklinischen
Verlaufsform treten hiufig auf. Die betroffenen Tiere sind entweder inapparent oder zeigen
Schwiche und Gewichtsverlust. Die subklinische Verlaufsform findet man héufig in
sogenannten Kampfhunderassen wie den Pitbull Terriern (Solano-Gallego and Baneth 2011).
Die klinischen Symptome und die Pathologie dhneln denen der Infektion mit ,,groBen‘ Babesien
(Kapitel II 1.2.4). Dazu gehdren mechanische und immunvermittelte hdmolytische Andmie
sowie deren Folgen, wie Hepatitis, Splenomegalie, Glomerulonephritis und Thrombozytopenie
(Solano-Gallego et al. 2016). Die klinischen und himatologischen Befunde einer Infektion mit
B. conradae — und B. microti-like dhneln denen einer B. gibsoni — Infektion (Miro et al. 2015;

Kjemtrup et al. 2006).

Diagnose

Die in Kapitel II 1.2.4 beschriebenen mikroskopischen, molekularbiologischen und

serologischen Diagnostikverfahren fiir ,,grole* Babesien werden auch bei den ,kleinen*

10




II Literaturiibersicht

Babesienspezies angewandt (Solano-Gallego et al. 2016; Solano-Gallego and Baneth 2011).
Kapitel II 4 enthilt weitere Aspekte zu Diagnostikverfahren.

2 Rickettsiales

2.1 Allgemeines

Die in dieser Dissertation thematisierten Erreger der Gattungen Anaplasma, Ehrlichia und
Cand. Neoehrlichia mikurensis sowie Rickettsia sind gram-negative, pleomorphe Bakterien, die
zur Familie der Anaplasmataceae bzw. Rickettsiaceae und zur Ordnung der Rickettsiales
gehoren. Die meisten Vertreter der Rickettsiales leben obligat intrazellulédr in eukaryotischen
Zellen, so wie auch Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Cand. Neoehrlichia mikurensis und
Rickettsia spp. Eine weitere Gemeinsamkeit der vieler Rickettsiales ist die Ubertragung auf den

Wirt durch Zecken (Dumler et al. 2001).

Die erste Beschreibung und Namensgebung eines Erregers aus der Gruppe der Anaplasmen und
Ehrlichien wurde von Theiler (1910) durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um
Anaplasma marginale. Das Bakterium A. phagocytophilum wurde zunichst in den dreifliger
Jahren des letzten Jahrhunderts unter dem Namen Rickettsia phagocytophila in Schafen
beschrieben (Severo et al. 2012). Spater wurde das Pathogen bei Pferden und Menschen
identifiziert und unter dem Namen Ehrlichia equi von Stannard et al. (1969) und als Erreger
der Erkrankung Humane Granulozytéire Ehrlichiose (HGE) von Chen et al. (1994) publiziert.
Inzwischen haben sich aufgrund der Fortschritte in der molekularbiologischen Forschung
taxonomische Neuerungen fiir die Anaplasmataceae ergeben. E. equi und der HGE-Erreger
wurden unter dem Namen Ehrlichia phagocytophila zusammengefasst und dann in

Anaplasma phagocytophilum umbenannt (Dumler et al. 2001).

Die Bezeichnung Ehrlichia spp. wurde Mitte des 20. Jahrunderts zuvor von Moshkovski (1945)
zu Ehren des Bakteriologen Paul Ehrlich eingefiihrt. Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis und
Ehrlichia ewingii konnen Erkrankungen mit dhnlicher Symptomatik wie 4. phagocytophilum
beim Hund verursachen (Mylonakis et al. 2004). E. ewingii und E. chaffeensis sind
humanpathogene Bakterien (Paddock and Childs 2003). Auch Infektionen mit E. canis bei
Menschen wurden dokumentiert (Perez et al. 2006). Aus der Reihe dieser Erreger wird das
zuerst 1935 in Algerien beschriebene Bakterium E. canis, aufgrund seiner Verbreitung und

veterindrmedizinischen Bedeutung in Europa im Rahmen dieser Arbeit ndher betrachtet (Waner
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and Harrus 2013; Donatien and Lestoquard 1935). Bis heute wurden drei verschiedene Stamme
des Pathogens identifiziert, die sich im Bereich des 16S rRNA-Gens deutlich voneinander
unterscheiden: der Florida-, der Israel- und der Oklahoma-Stamm (Keysary et al. 1996).

Der Erreger Cand. Neoehrlichia mikurensis, von Kawahara et al. (2004) erstmals identifiziert,
wurde urspriinglich in Nagern (Rattus norwegicus) und Zecken der Spezies Ixodes ovatus
entdeckt, ist aber mittlerweile auch als hunde- und humanpathogener Erreger beschrieben
(Diniz et al. 2011; Kawahara et al. 2004). Er ist aufgrund seiner Neuartigkeit sowie seines
zoonotischen Potentials von gro3em Interesse und ist deshalb Bestandteil der Untersuchungen

dieser Dissertation (Jahfari et al. 2012).

Die Pathogene der Gattung Rickettsia wurden nach Howard Ricketts benannt, einem
Mikrobiologen, der Anfang des 20. Jahrhunderts Rickettsia rickettsii als Verursacher des Rocky
Mountain Spotted Fever (RMSF) beschrieb (Kovacova et al. 2006; Ricketts 1906). Die Erreger
werden anhand ihrer Aullenmembranproteine in zwei Gruppen unterteilt: die ,,Spotted Fever
Group® (SFG) und die ,, Typhus Group* (TG). Neuere Systematiken, welche auf der Analyse
von genetischen und biologischen Merkmalen von Rickettsia spp. beruhen, fiihren zudem die
sogenannte ,,transitional Group* ein (Murray et al. 2016). Die hier thematisierten und fiir Hunde
pathogenen Rickettsia spp. gehoren zur SFG, mit Ausnahme des Bakteriums R. felis, welches
laut oben genannter neuer Systematik in die ,,transitional Group* eingeordnet wird (Brown and

Macaluso 2016; Parola et al. 2005).

2.2 Anaplasma phagocytophilum

2.2.1 Morphologie und Vermehrungszyklus

A. phagocytophilum ist ein obligat intrazytoplasmatisch lebendes, gramnegatives, kokkoid bis
ellipsoides Bakterium (Dumler et al. 2001). Der 0,4-1,3 um groB3e Erreger infiziert vor allem
neutrophile Granulozyten eines Saugetierwirtes. Aber auch andere Zellen myeloiden und nicht-
myeloiden Ursprungs konnen befallen werden (Severo et al. 2012). In diesen Zellen, in die der
Erreger durch Phagozytose oder Endozytose gelangt, vermehrt er sich in membrangebundenen
Vesikeln und bildet Mikrokolonien, sogenannte Morulae. Diese kdnnen einen Durchmesser von
bis zu 6 um erreichen, fiir gewohnlich sind sie jedoch 1,5-2,5 um groB3. Die einzelnen Erreger
liegen in zwei unterschiedlichen Strukturformen in den Morulae vor. Man unterscheidet die

groflere retikulire Form und die kleinere dichte Kernform mit ihrem kondensierten
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Protoplasma. Erstere vermehrt sich intrazelluldr und reift zur Kernform heran, die bei der Lyse
der Wirtszelle freigesetzt wird, um sich dann an Oberflachenstrukturen neuer Zellen zu heften
und durch Phagozytose oder Endozytose aufgenommen zu werden. Mit dieser Strategie umgeht
das Bakterium die phagolysosomale Kaskade und somit seine Zerstorung (Carrade et al. 2009).
Die Vermehrung lauft als einfache Querteilung ab (Dumler et al. 2001). Beim Saugakt nehmen
die adulten Zecken oder die Nymphen die mit Anaplasmen infizierten Wirtszellen auf. Die
Erreger iiberleben in den Speicheldriisen und Darmzellen der Zecken und werden bei der
ndchsten Blutmahlzeit an einen neuen Wirt weitergegeben (Severo et al. 2012; Nicholson et al.
2010). Das Bakterium gelangt nach ungefahr 24-48 Stunden nach dem Zeckenstich in den Wirt
und breitet sich dort {iber die Blut- und Lymphgefdfie aus, bevor es die Zellen befillt (des
Vignes et al. 2001; Katavolos et al. 1998).

2.2.2 Geographische Verbreitung

A. phagocytophilum ist in vielen Regionen der Welt vertreten, da auch seine verschiedenen
Vektoren in unterschiedlichen Klimazonen endemisch sind. Der Erreger kommt in Europa,
Asien und den USA vor. Berichte {iber klinische Infektionen von Caniden in Europa gibt es fiir
Italien, Osterreich, Schweden, Polen, die Schweiz, das Vereinigte Konigreich und auch fiir
Deutschland (Chirek et al. 2018; Carrade et al. 2009; Kohn et al. 2008). In verschiedenenen
deutschen Regionen wurde der Nachweis des Pathogens in Zecken erbracht, darunter in
Berlin/Brandenburg, Bayern, Baden-Wiirttemberg und in der Stadt Hanover, was fiir ein
endemisches Vorkommen von A. phagocytophilum hierzulande spricht (Kohn et al. 2019;
Blazejak et al. 2017; Kriicken et al. 2013; Hartelt et al. 2004; von Loewenich et al. 2003).

2.2.3 Vektoren und Wirte

Die Ubertriger von 4. phagocytophilum sind vorwiegend Zecken der Gattung Ixodes und
vereinzelt der Gattung Dermacentor, die zu der Familie Ixodidae (Schildzecken) gehoren. Je
nach Region stellen verschiedene Zeckenspezies die Vektoren des Bakteriums dar. In den USA
iibertragen Ixodes pacificus und Ixodes scapularis, in Asien Ixodes persulcatus sowie
Dermacentor salivarum und in Europa Ixodes trianguliceps, I hexagonus, Ixodes ventalloi
sowie I. ricinus den Erreger (Carrade et al. 2009; Cao et al. 2000; Richter et al. 1996). Auch in
D. reticulatus wurde A. phagocytophilum nachgewiesen, ob D. reticulatus aber auch als Vektor
fungieren kann ist bislang unklar (Kohn et al. 2019; Foldvari et al. 2016). Dariiber hinaus wurde
13
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der Erreger auch mit anderen Zeckenarten wie R. sanguineus, Haemaphysalis punctata und 1.
persulcatus in Verbindung gebracht. Ixodes ricinus, auch als Gemeiner Holzbock bekannt, ist
als hauptsichlicher Ubertriiger von 4. phagocytophilum in ganz Europa verbreitet und kommt
auch in Deutschland endemisch vor (Strle 2004). Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass sich die
Populationen dieser Zeckenspezies in Europa in den letzten Jahren vergrof3ert haben. Das ist
einerseits auf Klimaverdnderungen, andererseits auf Okologische Verdnderungen in
Verbindung mit menschlichem Einwirken zuriickzufiihren. Die Wirte fiir 1. ricinus variieren je
nach Habitat, angefangen bei kleinen Sdugern iiber Vogel bis hin zu Grofitieren wie Rindern
und Wildwiederkduern (Medlock et al. 2013). Da diese Zeckenspezies ein sehr breites
Wirtsspektrum besitzt, befillt sie auch Menschen (Parola and Raoult 2001). Wildtiere stellen
ein wichtiges Reservoir fiir die Zecken dar. Dabei wird die Expansion der Rehpopulationen in
Europa als Hauptgrund fiir die Vermehrung von 1. ricinus betrachtet (Medlock et al. 2013).
Auch die sich vergrofBernde Wildschweinpopulation in Deutschland wird als Ursache fiir die
Vermehrung dieser Zeckenspezies hierzulande diskutiert (Schwarz et al. 2009). Viele Wildtiere
sind durch ihre Bedeutung als Wirte fiir /. ricinus auch Reservoirwirte fiir A. phagocytophilum
(Carrade et al. 2009; Ebani et al. 2008). Menschen, genauso wie Hunde, sind Fehlwirte des
Erregers. Die Bakteridmie dauert bei ihnen nur wenige Wochen an. Damit sind sie an der
Ubertragung auf andere Organismen kaum beteiligt (Bakken and Dumler 2008; Ebani et al.
2008). Es ist bekannt, dass die oben genannten Fehlwirte anders auf eine Infektion mit
A. phagocytophilum reagieren als die Reservoirwirte (Levin et al. 2004). Auch der
Bakterienstamm spielt eine Rolle bei der Ausprigung der Erkrankung. In den verschiedenen
Reservoirwirten, Fehlwirten und Zeckenspezies wurden unterschiedliche 16S rRNA-Varianten
von A. phagocytophilum isoliert. Es ist mdglich, dass ein Wirt verschiedene genetische
Varianten des Bakteriums in sich trdgt (Stuen et al. 2005). Zusétzlich konnten aufgrund
phylogenetischer Untersuchungen klinische und nicht-klinische Stimme des Erregers
voneinander unterschieden werden (Severo et al. 2012). Auch in Infektionsversuchen wurde
beispielsweise gezeigt, dass Rinder infolge einer Infektion mit einem equinen Stamm nicht

klinisch erkranken (Hoar et al. 2008).
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2.2.4 Symptomatik und Diagnose
Symptomatik

Beim Fehlwirt Hund 16st A. phagocytophilum die sogenannte Canine Granulozytire
Anaplasmose (CGA) aus (Ebani et al. 2008). Die durch das Pathogen verursachten
Krankheitsbilder bei weiteren Fehlwirten wie dem Menschen (Humane Granulozytire
Ehrlichiose), den kleinen und groen Wiederkduern (Weidefieber) und dem Pferd (Equine
Granulozytidre Anaplasmose) werden hier nicht weiter erldutert, dhneln in ihrer Symptomatik
jedoch der CGA (Carrade et al. 2009; Stuen 2007). Bei Hunden wurden klinische Symptome
fast ausschliefllich wahrend der akuten, bakteridgmischen Phase der Infektion beobachtet, die
nach ein bis zwei Wochen Inkubationszeit eintritt. Die Erkrankung scheint selbstlimitierend zu
verlaufen (Egenvall et al. 1998). Eindeutige Hinweise fiir chronische Infektionen gibt es bislang
nicht. Die Symptome, zu denen unter anderem Lethargie, Fieber, Inappetenz sowie Schmerzen
im Bewegungsapparat einhergehend mit Lahmheit gehoren, sind unspezifisch. In einigen Fallen
konnen auch respiratorische, gastrointestinale sowie neurologische Symptome, Splenomegalie,
Ikterus oder Petechien auf Schleimhduten auftreten (Carrade et al. 2009; Engvall and Egenvall
2002). Hamatologische Untersuchungen zeigen hédufig eine Andmie, Thrombozytopenie und
Lymphopenie sowie erhohte Leberenzymwerte (Chirek et al. 2018). Durch die Leukopenie und
die dadurch herabgesetzte Immunabwehr kann es zu Sekundérinfektionen kommen (Carrade et

al. 2009).

Diagnose

Infektionen mit A. phagocytophilum konnen direkt durch Mikroskopie oder PCR und indirekt
durch die Bestimmung von Antikorpertitern diagnostiziert werden (Chapman et al. 2006).
Mikroskopisch konnen Morulae in den befallenen Zellen, vor allem den neutrophilen
Granulozyten, aus peripherem Blut nachgewiesen werden. Dafiir werden Blutausstriche mit der
Giemsa-Farbung angefirbt. Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass auch FEhrlichia spp.,
beispielsweise der in den USA verbreitete Erreger E. ewingii, Morulae in neutrophilen
Granulozyten produzieren kann (Carrade et al. 2009). Zudem ist ein mikroskopischer Nachweis
von Morulae nur in der akuten Phase der Infektion mdglich. Bei unter Laborbedingungen
infizierten Hunden wurde beobachtet, dass Morulae ab 4 Tage nach Infektion auftreten und 4-
8 Tage nachweisbar sind (Egenvall et al. 1998). Auch in der akuten Phase konnen falsch-

negative Ergebnisse bei der mikroskopischen Nachweismethode auftreten. Es konnte gezeigt
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werden, dass in PCR-positiven Hunden Morulae nicht immer nachweisbar sind (Kohn et al.
2008). Es gibt verschiedene konventionelle und real-time PCR-Assays fiir den Nachweis von
jeweils unterschiedlichen Genensequenzen. Die 16S rRNA-Gensequenz und die msp2 (p44)-
Gensequenz sind die am haufigsten gewidhlten Zielsequenzen, wobei ersteres hdufig den
Nachweis auf Gattungsebene und letzteres den Nachweis auf Spezies- sowie Genotypebene
ermoglicht. Peripheres Blut, Buffy Coat, Knochenmark oder Milzgewebe konnen dabei als
Probenmaterial verwendet werden (Carrade et al. 2009). Die PCR ist zu Beginn der akuten
Krankheitsphase, insbesondere vor der Serokonversion, sensitiver als die serologischen
Verfahren. IgG-Antikorper konnten unter Laborbedingungen ab ca. acht Tagen nach Infektion
nachgewiesen werden (Carrade et al. 2009; Egenvall et al. 1998). Die serologische Diagnostik
wird oft mittels IFAT-Verfahren durchgefiihrt (Carrade et al. 2009). Zusitzlich sind ELISA-
Tests entwickelt worden, die rekombinante p44-Antigene zur Detektion von
A. phagocytophilum nutzen. Allerdings sind serologische Kreuzreaktionen zwischen
verschiedenen Anaplasma spp. sowie zwischen A. phagocytophilum und E. canis bekannt
(Sainz et al. 2015; Carrade et al. 2009). Zudem zeigt ein positives ELISA- oder IFAT-Ergebnis
lediglich an, dass in der Vergangenheit Erregerkontakt bestand. Um den aktuellen
Infektionsstatus bzw. den Infektionsverlauf abbilden zu konnen, sind zwei oder mehr Tests im
zeitlichen Abstand von zwei bis vier Wochen notwendig. Eine vierfache Erhohung des IgG-
Antikorpertiters gilt als Nachweis einer aktiven Infektion (Sainz et al. 2015). Die

Diagnostikverfahren werden weiterfithrend in Kapitel II 4 besprochen.

2.3 Ehrlichia canis

2.3.1 Morphologie und Vermehrungszyklus

In Morphologie und Vermehrungszyklus &hneln sich  FEhrlichia canis und
Anaplasma phagocytophilum (Kapitel 11 2.2.1). Der Erreger ist ein pleomorphes, meist
kokkoides Bakterium aus der Ordnung Rickettsiales. Das gramnegative Bakterium wird von
Zecken tiibertragen und befillt die Monozyten bzw. Makrophagen eines Wirtes. Dort liegen
meist mehrere Organismen zusammen als sogenannte Morulae in membranstdndigen,
intrazytoplasmatischen Vakuolen vor (Rikihisa 1991). Diese Vakuolen haben gew6hnlich einen
Durchmesser von 2 pm — 4 um. In ihnen findet man, so wie bei A. phagocytophilum, die
kleinere dichte Kernform und die grofere retikuldre Form, welche sich durch Querteilung

innerhalb der Morulae vermehrt (Popov et al. 1998). Die Zecke nimmt den Erreger zusammen
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mit dem Wirtsblut auf. AnschlieBend entwickelt er sich in den Himozyten, dem Darm und den
Speicheldriisen des Vektors und wird beim néchsten Saugakt an einen neuen Wirt

weitergegeben (Smith et al. 1976).

2.3.2 Geographische Verbreitung

Der zunéchst in Algerien, dann dem Mittleren Osten und Orient entdeckte Erreger E. canis gilt
als nahezu weltweit verbreitet (Waner and Harrus 2013; Rikihisa 1991). Nachweise zu
autochthonen Fillen bei Hunden in Deutschland gibt es bislang nicht. Die Vektorzecke
R. sanguineus ist in Deutschland aufgrund der klimatischen Bedingungen nicht endemisch.
Allerdings ist das Uberleben bei kilteren Temperaturen von importierten R. sanguineus in
beheizten Gebduden oder Zwingern aufgrund der endophilen Lebensweise dieser Zeckenart

(Kapitel IT 1.2.3) nicht auszuschlieBen (Sainz et al. 2015; Gray et al. 2009).

2.3.3 Vektoren und Wirte

E. canis ist ein Erreger, der Haushunde und wilde Caniden infiziert. Dabei werden wilde
Caniden als Reservoirwirte diskutiert (Fishman et al. 2004). Aufgrund der subklinischen
Krankheitsphase der E. canis-Infektion sowie einer moglichen Erregerpersistenz bei Hunden,
wird eine Reservoirfunktion von Haushunden ebenfalls in Betracht gezogen (Waner and Harrus
2000). Auch bei Menschen wurden Fille von klinischer Ehrlichiose, ausgeldst von E. canis,
dokumentiert (Perez et al. 2006). Als hauptsdchliche Vektoren gelten Nymphen oder Adulte
der Zeckenspezies R. sanguineus, die sich wéhrend des Larven- oder Nymphenstadiums
infizieren und den Erreger transstadial weitergeben (Groves et al. 1975). Diese Zeckenart ist,
wie in Kapitel II 1.2.3 beschrieben, aufgrund ihrer Anpassungsfahigkeit in vielen Regionen der
Welt verbreitet (Gray et al. 2009; Parola et al. 2008). Eine in den USA vorkommende
Schildzeckenart, Dermacentor variabilis, wurde in einer Studie unter Laborbedingungen als

weiterer, potentieller Vektor identifiziert (Johnson et al. 1998).
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2.3.4 Symptomatik und Diagnose
Symptomatik

E. canis 16st bei Caniden die Canine Monozytdre Ehrlichiose (CME) aus, deren Inkubationszeit
8-20 Tage betrdgt. Die Auspriagung der Symptome wird von der Immunkompetenz des Tieres
beeinflusst (Waner and Harrus 2000). Die akute Phase dieser systemischen Infektion ist meist
durch unspezifische Symptome wie hohes Fieber, Lethargie, Depression und Anorexie
gekennzeichnet. Ebenfalls oft zu sehen sind Einblutungen in Haut und Schleimhéduten sowie
Epistaxis, Schwellungen der Lymphknoten, Splenomegalie, Meningitis und okuldre Lisionen.
Hématologische Verdnderungen in der akuten Krankheitsphase sind Leukozytopenie und
Animie. Es wird diskutiert ob die genannten pathologischen Verdnderung von den Erregern
selbst oder von hyperergischen Immunreaktionen, unter anderem im Zusammenhang mit freien
Antikorpern und Immunkomplexen, ausgelost werden (Waner and Harrus 2013). Eine
Thrombozytopenie, hauptsdchlich immunassoziiert und durch Anti-Thrombozyten-Antigene
verursacht, ist bei vielen erkrankten Tieren zu finden (Harrus, Waner et al. 1996). Zudem wird
eine vermehrte Aktivitit von B-Lymphozyten und Plasmazellen unter anderem als Ursache fiir
pathologische Verdnderungen wie Lymphknotenschwellung und okuldre Lésionen vermutet
(Waner and Harrus 2013). Des Weiteren wird laut einer Studie von Harrus et al. (1998)
vermutet, dass die Milz als wichtige Komponente in der Immunantwort Einfluss auf die
Pathogenese und die klinische Auspragung der E. canis-Erkrankung hat, da in der genannten
Studie splenektomierte Hunde einen milderen Infektionsverlauf zeigten als Hunde, deren Milz
nicht entfernt wurde. Wiéhrend der subklinischen Krankheitsphase findet man kaum
Verdnderungen des Blutbildes, mit Ausnahme einer leichten Thrombozytopenie bei einigen
Tieren (Waner et al. 1997). Diese Phase tritt nach zwei bis vier Wochen ein und dauert in der
Regel 40-120 Tage an, in einigen Fillen aber auch Jahre lang (Codner and Farris-Smith 1986).
In der chronischen Infektionsphase, die sich im Anschluss entwickeln kann, beobachtet man
ebenfalls Lethargie, Anorexie und Depression. Himatologische Untersuchungen zeigen oft eine
Panzytopenie aufgrund von Knochenmarksaplasie. Neben der daraus resultierenden Anémie,
kommt es durch eine Thrombozytopenie oft zu Hidmorrhagien. AuBerdem werden
Sekundérinfektionen durch einen Mangel an Leukozyten begiinstigt. Zusédtzlich entsteht in
vielen Organsystemen eine Vaskulitis gefolgt von Degenerationen und Nekrosen des Gewebes,
die mit Blutungen, Odemen sowie Plasmazell,- Lymphozyten,- und Makrophageninfiltrationen
einhergehen (Waner and Harrus 2013; de Castro et al. 2004). Daher konnen in der chronischen

Phase, neben der oft schon in der akuten Phase vorhandenen Splenomegalie, auch Meningitis,
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Hepatitis oder okuldre Lésionen unterschiedlicher Auspridgung auftreten (Waner and Harrus

2013).

Diagnose

Fiir die Diagnose der caninen Ehrlichiose stehen serologische, molekularbiologische und
mikroskopische Diagnostikverfahren zur Verfiigung (Mylonakis et al. 2004). Mikroskopisch
konnen Giemsa-gefarbte Ausstriche von peripherem Blut, Buffy Coat, Knochenmark oder
Lymphknoten nach Morulae durchsucht werden. Dieses Verfahren ist allerdings nur in der
akuten Krankheitsphase erfolgversprechend und hat selbst dann eine geringe Sensitivitét
(Mylonakis et al. 2003). Das serologische Verfahren IFAT ist, aufgrund seiner Sensitivitdt, der
meist genutzte Test zur Diagnostik von E. canis-Infektionen. Allerdings birgt dieser Test die
Gefahr von falsch positiven Ergebnissen aufgrund der Kreuzreaktionen von E. canis mit
E. ewingii, E. chaffeensis oder anderen Ehrlichia spp. und ebenso mit A. phagocytophilum,
soweit diese Erreger in den jeweiligen Regionen endemisch sind (Carrade et al. 2009; Wen et
al. 1997). Zudem ist es mit einem einzelnen Testergebnis nicht moglich zwischen einem
aktuellen Infektionsgeschehen und behandelten bzw. genesenen Tieren zu unterscheiden (Wen
et al. 1997). Auch falsch-negative Ergebnisse sind mdglich, da es bis zu 28 Tagen dauern kann
bis die Serokonversion einsetzt, Symptome sich aber bereits weitaus frither ausbilden kénnen
(Neer et al. 2002; Waner and Harrus 2000). Daher ist es notwendig, zwei oder mehr
serologische Untersuchungen im zeitlichen Abstand von zwei bis vier Wochen durchzufiihren,
um zwischen aktiven Infektionen und Erregerkontakten in der Vergangenheit zu unterscheiden.
Eine vierfache Erhohung des IgG-Antikorpertiters gilt als Nachweis einer aktiven Infektion
(Sainz et al. 2015). Zusétzlich zum IFAT-Verfahren stehen ELISA-Tests, darunter auch
kommerziell verfiigbare Tests zur Detektion von IgG-Antikorpern zur Verfiigung (Harrus and
Waner 2011). Trotz der oben genannten Nachteile der serologischen Tests gelten das IFAT-
sowie das ELISA-Verfahren als wertvolle Diagnostikmethoden fiir den Nachweis von E. canis.
Vor allem das IFAT-Verfahren wird weiterhin aufgrund seiner Sensitivitidt als ,,Goldstandard*
betrachtet (von Samson-Himmelstjerna 2019; Harrus and Waner 2011). Zusétzlich zu den
genannten serologischen Nachweismethoden kann das Western-Blot-Verfahren zur Detektion
von entsprechenden Antikdrpern verwendet werden (Rikihisa et al. 1992). Auf
molekularbiologischer Ebene wurden ebenfalls verschiedene Verfahren zur Detektion von
E. canis entwickelt. Mittels verschiedener PCR-Tests ist ein spezifischer Nachweis des

Erregers moglich. Dabei wurden unterschiedliche Genabschnitte verwendet. Wen et al. (1997)
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beispielsweise benutzte die 16S rRNA-Gensequenz und etablierte eine spezifische nested PCR.
Aber auch mit der g/t4- und der p30-Gensequenz wurden E. canis-spezifische PCR-Verfahren
entwickelt (Stich et al. 2002; Inokuma et al. 2001). Weitere Aspekte zu Diagnostikverfahren
sind im Kapitel I 4 enthalten.

2.4 Candidatus Neoehrlichia mikurensis

2.4.1 Morphologie und Vermehrungszyklus

Cand. Neoehrlichia mikurensis gehort zu den Anaplasmataceae, genau wie die Gattungen
Ehrlichia und Anaplasma. Der Erreger ist ein gramnegatives, pleomorphes Bakterium, welches
sich intrazytoplasmatisch in membranstidndigen Vesikeln vermehrt. Der ca. 0,5-1,2 um grof3e
Erreger befillt groftenteils Endothelzellen (Kawahara et al. 2004). Bei Menschen wurde das

Bakterium auch in Granulozyten nachgewiesen (Pekova et al. 2011).

2.4.2 Geographische Verbreitung

Cand. Neoehrlichia mikurensis wurde zuerst in Japan entdeckt (Kawahara et al. 2004). Weitere
Nachweise des Erregers unter anderem Namen gab es in China (Ehrlichia-like ,,Rattus strain®)
und Italien (Cand. Ehrlichia walkerii) (Brouqui et al. 2003; Pan et al. 2003). Das Bakterium
Ehrlichia schotti gleicht dem asiatischen Fund von Cand. Neoehrlichia mikurensis in der 16S
rRNA-Gensequenz zu 99% und ldsst vermuten, dass es sich bei beiden um denselben Erreger
handelt (Jahfari et al. 2012; Schouls et al. 1999). E. schotti wurde zuerst in den Niederlanden,
dann in Russland und Deutschland entdeckt (von Loewenich et al. 2003; Alekseev et al. 2001).
In den USA wurde ein Erreger bei  Waschbdren nachgewiesen, der
Cand. Neoehrlichia mikurensis dhnelt und Cand. Neoehrlichia lotoris genannt wurde (Dugan
et al. 2005). Unter dem Namen Cand. Neoehrlichia mikurensis wurde das Pathogen in den
folgenden Jahren wiederholt in verschiedenen Lindern Eurasiens, auch in Deutschland,
beschrieben (Rar et al. 2010; von Loewenich et al. 2010; Spitalska et al. 2008; Beninati et al.
2006; Naitou et al. 2006). Das Bakterium gehort zu den Erregern mit den hochsten Pravalenzen
in der Zeckenspezies /. ricinus im europdischen Raum (Capelli et al. 2012; Jahfari et al. 2012;
Lommano et al. 2012; Richter and Matuschka 2012). In Deutschland wurde

Cand. Neoehrlichia mikurensis in Zecken, Nagetieren und Hunden nachgewiesen und gilt
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daher als endemisch (Galfsky et al. 2019; Liesner et al. 2016; Kriicken et al. 2013; Richter and
Matuschka 2012).

2.4.3 Vektoren und Wirte

Als Vektor fiir Cand. Neoehrlichia mikurensis gelten Zecken der Gattung Ixodes (Kawahara et
al. 2004). Zuerst wurde das Bakterium in der Zeckenspezies /. ovatus in Japan nachgewiesen,
spater auch in 1. persulcatus in Russland sowie in /. ricinus in diversen europdischen Lindern,
einschlieBlich Deutschland (Schreiber et al. 2014; Kriicken et al. 2013; Jahfari et al. 2012;
Lommano et al. 2012; Richter and Matuschka 2012; Spitalska et al. 2008; Kawahara et al.
2004). Zunichst wurden Nagetiere als Wirte identifiziert, da das Bakterium erstmals in Rattus
norwegicus nachgewiesen wurde (Kawahara et al. 2004). Bislang konnte der Erreger in
verschiedenen Spezies der Gattungen Apodemus, Myodes und Microtus nachgewiesen werden
(Portillo et al. 2018). Es wird davon ausgegangen, dass Nagetiere als Reservoirwirte fiir den
Cand. Neoehrlichia mikurensis fungieren. Es konnte gezeigt werden, dass eine transplazentale
Ubertragung bei Nagetieren moglich ist (Obiegala et al. 2014). Berichte iiber Infektionen beim
Menschen wurden ebenfalls publiziert (Grankvist et al. 2015; Fehr et al. 2010; Pekova et al.
2011; von Loewenich et al. 2010; Welinder-Olsson et al. 2010). Dabei handelt es sich meist um
Sekundérinfektionen bei Patienten mit himatologischen oder immunologischen Erkrankungen
(Silaghi et al. 2016). Verschiedene Studien beschreiben den Nachweis des Pathogens in Zecken,
die von Hunden abgesammelt wurden oder direkt in von Hunden stammenden Blutproben
(Liesner et al. 2016; Potkonjak et al. 2016; Schreiber et al. 2014; Kamani et al. 2013). Ebenfalls

nachgewiesen wurde der Erreger von Diniz et al. (2011) bei einem klinisch erkrankten Hund.

2.4.4 Symptomatik und Diagnose
Symptomatik

Bei dem von Diniz et al. (2011) beschriebenen Fall eines mit Cand. Neoehrlichia mikurensis
infizierten Hundes wurden Lethargie, Himorrhagien und starke subkutane Odeme festgestellt.
Die hdmatologische Untersuchung zeigte geringgradige Andmie, Thrombozytopenie und
Neutropenie. Als Ausloser fiir diese Symptome werden ein chirurgischer Eingriff und eine
damit einhergehende Schwichung des Immunsystems diskutiert. Es besteht die Vermutung,

dass der Hund bis zu dieser Operation asymptomatischer Trager des Erregers war (Diniz et al.
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2011). Bei den humanen Infektionen dominierten Symptome wie Fieber, Gelenkschmerzen,
Thrombembolien sowie multifokale Odeme und Erytheme. Animie, Leukozytose und
geringgradige Thombozytopenie wurden ebenfalls in fast allen Fillen festgestellt. Alle
Patienten hatten einen Anstieg des C-reaktiven Proteins gemein. Wie bei dem erkrankten Hund,
war moglicherweise auch bei den humanen Patienten eine Immunsupression der Ausloser der
klinischen Symptome (Silaghi et al. 2016; Pekova et al. 2011; Welinder-Olsson et al. 2010; von
Loewenich et al. 2010). Bei Ratten wurde der Befall von Endothelzellen des Venensinus der
Milz durch das Pathogen nachgewiesen (Kawahara et al. 2004). Daraus resultiert die
Vermutung, dass die Symptome der Patienten auf den Endothelzelltropismus von
Cand. Neoehrlichia mikurensis zuriick zu flihren sind (Fehr et al. 2010; von Loewenich et al.

2010).

Diagnose

Cand. Neoehrlichia mikurensis bildet intrazytoplasmatischen Einschliisse in den befallenen
Zellen, die fiir Vertreter der Familie Anaplasmataceae charakteristisch sind (Kawahara et al.
2004; Rikihisa 1991). Elektronenmikroskopisch ist eine diinne innere und eine gewellte dullere
Membran der intrazytoplasmatischen Vakuolen, welche die Bakterien enthalten, zu erkennen.
Der Erreger ist mikroskopisch typischerweise in Endothelzellen zu finden, wurde aber bei
einem humanen Krankheitsfall auch in Granulozyten des peripheren Blutes nachgewiesen
(Pekova et al. 2011; Kawahara et al. 2004). Fiir die speziesspezifische Diagnostik auf
molekularbiologischer Ebene wurden PCR-Verfahren zur Detektion des Citratsynthase-Gens
glt4, des 16S rRNA-Gens und des Chaperonin-Gens GroEL entwickelt (Jahfari et al. 2012;
Diniz et al. 2011; von Loewenich et al. 2010). Serologische Diagnostikmethoden wurden bisher
nicht etabliert (Portillo et al. 2018). In einer humanmedizinischen Studie aus dem Jahr 2018
wurde berichtet, dass bei Patienten, die mittels PCR positiv auf Cand. Neoehrlichia mikurensis
und negativ auf A. phagogocytophilum getestet wurden, in einem IFAT-Verfahren Antikorper
gegen A. phagogocytophilum nachgewiesen wurden. Neben dem Nachweis von
Erregerkontakten mit 4. phagocytophilum in der Vergangenheit als ein moglicher Grund fiir
dieses Ergebnis, konnten diese Befunde auch auf eine Kreuzreaktion zwischen den beiden
Erregern hinweisen (Wass et al. 2018). Weitere Punkte zu Diagnostikverfahren sind in Kapitel

11 4 enthalten.
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2.5 Rickettsia spp.

2.5.1 Morphologie und Vermehrungszyklus

Erreger der Gattung Rickettsia sind pleomorphe, gramnegative Bakterien mit einer Lange von
0,3-2,0 um und einer Breite von 0,2-0,5 um (Dantas-Torres 2007). Rickettsia spp. der SFG
werden meist durch Larven, Nymphen oder adulte Zecken wihrend des Saugaktes auf
Sdugetiere iibertragen (Parola et al. 2005). Die Erreger sind in den Zecken vorrangig im
Verdauungstrakt und den Ovarien zu finden. Innerhalb der Zeckenpopulation kdnnen die
Erreger transovariell auf die Eier und transstadial auf das nédchste Entwicklungsstadium
weitergegeben werden (Azad and Beard 1998). Im Falle von R. rickettsii wurde zusétzlich die
Ubertragung beim sogenannten ,,co-feeding* dokumentiert, welches die Blutaufnahme am Wirt
durch mehrere Zecken in unmittelbarer Nihe zueinander beschreibt (Philip 1959). Die Angaben
zur bendtigten Zeit fiir die Freisetzung aus den Speicheldriisen der Zecke und die Ubertragung
auf den Saugetierwirt nach Beginn des Saugaktes variieren in der Literatur. Die Zeitspanne
reicht von 2-10 Stunden bis 10-20 Stunden fiir R. rickettsii (Chapman et al. 2006). Im Falle von
R.  rickettsii wurde von zusétzlichen Infektionswegen durch den Kontakt mit
Zeckenausscheidungen und —gewebe, Bluttransfusionen und unter Laborbedingungen auch
durch Inhalation von Aerosolen berichtet (Dantas-Torres 2007; Wells et al. 1978; Oster et al.
1977). Bei R. conorii geht man von einer Transmission durch Kontakt des Bakteriums mit den
Schleimhiuten des Wirtes aus (Nicholson et al. 2010). R. felis wird, im Gegensatz zu vielen
anderen Rickettsia spp., mit den Ausscheidungen des Katzenflohs (Ctenocephalides felis) als
Vektor iiber Hautldsionen iibertragen (Azad and Beard 1998). In den letzten Jahren wurde
R. felis zusitzlich auch in einer Vielzahl von Zecken-, Milben-, Miicken- und Flohspezies
nachgewiesen, deren Rolle als mogliche Vektor bislang nicht gekldrt wurde (Brown and
Macaluso 2016; Reif and Macaluso 2009). Im Wirt gelangen die Erreger liber das Blut oder die
Lymphe in Gefilendothelzellen und glatte Muskelzellen der GefaBwénde (Lacz et al. 2006).
Die Erreger heften sich an die Oberfliche der Zelle und dringen in diese mit Hilfe ihrer
Oberflachenproteine und Phospholipase ein (Thorner et al. 1998). Im Zellinneren sind sie
entweder im Zytoplasma oder im Nukleus zu finden und nicht, wie viele andere intrazellulire
Bakterien, in Vakuolen der Wirtszellmembran (Lacz et al. 2006). Dort teilen sich die
Mikroorganismen durch Querteilung (Walker 1995). Der Ubergang auf benachbarte Zellen
erfolgt iiber filopodienartige Ausstiilpungen der Wirtszelle (Gouin et al. 2004). Auf infizierte
Endothel- und Muskelzellen haben die Erreger der SFG einen zytopathischen Effekt (Walker
etal. 1997).
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2.5.2 Geographische Verbreitung

Das Vorkommen der Vertreter der SFG-Rickettsien wurden bis heute auf jedem Kontinent
auller der Antarktis dokumentiert (Mahajan 2012). R. rickettsii wurde bei klinisch erkrankten
Haushunden in den USA diagnostiziert, ist aber als Erreger des humanen RMSF in ganz Nord-
und Stidamerika endemisch (Nicholson et al. 2010; Thorner et al. 1998). R. parkeri wurde im
Blut von Hunden in Brasilien gefunden und ist ein erst kiirzlich entdecktes Humanpathogen,
verantwortlich fiir Rickettsiosefille in den USA und Uruguay (Labruna et al. 2007; Paddock et
al. 2004). Fiir R. felis sind subklinisch infizierte Hunde in Brasilien und Australien sowie eine
klinische Infektion bei einem Hund in Spanien bekannt (Hii et al. 2013; Labruna et al. 2007;
Oteo et al. 2006). Uber humane Rickettsiosefille mit diesem Pathogen in Nord- und
Stidamerika, Afrika, Europa sowie Asien wurde in den vergangenen Jahren berichtet (Perez-
Osorio et al. 2008). Fiir die in diesem Projekt beprobten Mittelmeerlédnder (Tabelle III-5) ist
R. conorii endemisch und wurde bereits in Portugal und Italien bei erkrankten Hunden
nachgewiesen (Alexandre et al. 2011; Solano-Gallego et al. 2006). Dieser Erreger ist ebenfalls
in Afrika, dem Mittleren Osten und Asien verbreitet und ist dort fiir das Mediterranian Spotted
Fever beim Menschen verantwortlich. Die Seropréavalenz fiir R. conorii bei Hunden liegt in
siideuropdischen Regionen bei 20-60 %. Infektionen bleiben aufgrund ihrer meist subklinischen
Auspriagung jedoch vielfach unerkannt (Mahajan 2012; Solano-Gallego et al. 2006). Fiir
Deutschland selbst liegen bislang keine Berichte iiber einen Nachweis von R. conorii bei
Hunden vor. SFG-Erreger wie R. slovaca, R. massiliae, R. monacensis, R. helvetica und
R. raoultii wurden serologisch bei Hunden in Deutschland nachgewiesen sowie bei Zecken in
Deutschland identifiziert und gelten hierzulande als endemisch (Wichter et al. 2015a; Schicht
et al. 2012; Pluta et al. 2010).

2.5.3 Vektoren und Wirte

Zecken der Familie Ixodidae, darunter Dermacentor spp., Amblyomma spp., Ixodes spp. und
Rhipicephalus spp. sind Vektoren und Reservoir der meisten SFG-Rickettsia spp. (Parola et al.
2005). Wihrend einige Rickettsien wie R. rickettsii und R. raoultii mit verschiedenen
Zeckenspezies als Vektoren assoziiert werden, gilt fiir R. conorii bislang R. sanguineus als
einziger Vektor (Hamel et al. 2013; Pluta et al. 2010). Eine Ausnahme bei den Rickettsien
beziiglich des Vektors bildet R. felis, welches nicht von Zecken sondern vom Katzenfloh

Ctenocephalides felis libertragen wird (Angelakis et al. 2016). Zusétzlich werden seit Kurzem

24




II Literaturiibersicht

verschiedene Miickenspezies als Ubertriiger diskutiert. Mit Anopheles gambiae konnte unter
Laborbedingungen gezeigt werden, dass diese Miickenspezies einen mdglichen Vektor fiir
R. felis darstellt (Dieme et al. 2015). Arthropodenvektoren zihlen zu den Reservoirwirte fiir
Rickettsia spp. (Dantas-Torres 2007). Auch der Haushund wird als Reservoirwirt in Betracht
gezogen (Hii et al. 2013; Levin et al. 2012).

2.5.4 Symptomatik und Diagnose
Symptomatik

R. rickettsii 16st beim Hund Fieber, Lethargie, Erbrechen und Anorexie aus. Im
fortgeschrittenen  Krankheitsverlauf konnen okuldre Léasionen, Blutungsstérungen,
Gelenkschmerzen sowie neurologische Storungen auftreten. Schwere und todliche
Krankheitsverldufe sind die Folge von unzureichender oder zu spét einsetzender Behandlung
(Nicholson, Allen et al. 2010). Bei dem im mediterranen Raum verbreiteten humanpathogenen
Erreger R. conorii konnten nach experimentellen Infektionen von Hunden ausschliefSlich an den
Injektionsstellen Odeme, Schmerzen, R&tung sowie regionale Lymphknotenschwellung
festgestellt werden (Kelly, Matthewman et al. 1992). Allerdings berichteten Solano-Gallego et
al. (2006) erstmals von Fillen natiirlich infizierter Haushunde in Italien. Bei diesen Tieren
wurden Lethargie, Anorexia, Vomitus und Lahmheit beobachtet. Auch Alexandre et al. 2011
vermuten in ihrer Studie klinische R. conorii-Infektionen aufgrund von positiven serologischen
und molekularbiologischen Nachweisen bei klinisch auffialligen Hunden aus Portugal. Meist
verlduft die Infektion mit R. conorii bei Hunden jedoch subklinisch (Nicholson, Allen et al.
2010). Mit dem ebenfalls im Mittelmeerraum vorkommenden Erreger R. felis wird bis heute
ein einziger dokumentierter klinischer Krankheitsfall eines spanischen Hundes assoziiert.
Dieser zeigte ein schlechtes Allgemeinbefinden mit Vomitus, Anorexie und Diarrhoe, wies
allerdings kein Fieber auf (Oteo et al. 2006). Fiir die SFG-Rickettsien, R. slovaca, R. massiliae,
R. monacensis, R. helvetica und R. raoultii, die in Deutschland in Zecken nachgewiesen
wurden (Kapitel 11 2.5.2), sind bislang keine klinischen Infektionen bei Hunden bekannt
(Wiéchter et al. 2015b). Bei engem Kontakt mit Haushunden besteht fiir den Menschen die
Gefahr sich mit Rickettsia spp. zu infizieren (Levin et al. 2012; Nicholson et al. 2010; Paddock
et al. 2002).
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Diagnose

Die Moglichkeiten Rickettsia spp. mikroskopisch zu diagnostizieren sind aufgrund der kurzen
und oft geringgradigen Bakteridmie beschridnkt. Die Anzucht und der Nachweis mittels
Zellkultur ist moglich, allerdings sind aufgrund des humanpathogenen Charakters vieler
Rickettsia spp. entsprechende Sicherheitsvorkehrungen notig (Nicholson et al. 2010; Chapman
et al. 2006). Als ,,Goldstandard* in der Humanmedizin gilt der serologische Nachweis mittels
IFAT-Verfahren, das neben dem ELISA-Verfahren auch in der Tiermedizin oft verwendet wird
(Reif and Macaluso 2009; Chapman et al. 2006). Friihstens ab dem siebten Tag nach der
Erstinfektion steigen die Antikorpertiter an (Reif and Macaluso 2009). Um ein akutes
Infektionsgeschehen zu bestétigen, wird empfohlen, zwei oder mehr Untersuchungen im
Abstand von 2 bis 3 Wochen durchzufiihren. Ein vierfacher Titeranstieg gilt als Nachweis einer
akuten Erkrankung (Chapman et al. 2006). In serologischen Tests sind bislang Kreuzreaktionen
bei verschiedenen SFG-Rickettsien untereinander sowie zwischen SFG- und TG-Rickettsien
moglich, welche die Spezifitit dieser Verfahren mindern konnen (Wéchter et al. 2015b; La
Scola and Raoult 1997). Kommerziell erhéltliche serologische Tests sind bisher nur fiir die
Unterscheidung zwischen Rickettsia der SFG und der TG geeignet (Wachter et al. 2015b). Eine
Studie von Wichter et al. (2015b) konnte zeigen, dass eine Differenzierung verschiedener
Rickettsia spp. aus der SFG mittels eines micro-IFAT-Verfahrens moglich ist. Verschiedene
PCR-Assays fiir Blutproben, Hautbiopsien und Zecken sind etabliert und in der Humanmedizin
zum Teil auch kommerziell verfiigbar (Angelakis et al. 2012; Wen and Zhang 2012; Chapman
et al. 2006; Eremeeva et al. 2003). Da die Bakteridmie mit Rickettsia spp. nur von kurzer Dauer
ist und auch wahrend dieser Phase meist wenig Erreger im Blutkreislauf zirkulieren, wird es als
sinnvoll erachtet, die PCR mit Gewebeproben und nicht mit Blut durchzufiihren (Nicholson et
al. 2010; Chapman et al. 2006). Weitere Aspekte zu Diagnostikverfahren sind in Kapitel II 4

enthalten.

3 Onchocercidae

3.1 Allgemeines

Die Uberfamilie der Filarioidae gehdrt zum Stamm der Nematoda und unterteilt sich in die
Familien Filariidae und Onchocercidae. Letztere ist mit mehr als 70 Gattungen bei Reptilien,
Vogeln, Amphibien und Sdugern verbreitet (Deplazes et al. 2013b). Viele Vertreter dieser
Familie tragen Endobakterien der Gattung Wolbachia in sich (Ferri et al. 2011).
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Untersuchungen zu dieser Symbiose haben bereits einige Erkenntnisse zur Biologie und zu den
Pathogenitidtsmechanismen der Onchocercidae erbracht, lassen jedoch Raum fiir weitere
Forschung (Simon et al. 2012). Bei Haushunden in Europa kommen die zu den Onchocercidae
zahlenden Dirofilaria immitis und Dirofilaria repens am héaufigsten vor (Genchi et al. 2011).
Die zu der gleichen Unterfamilie gehdrenden Acanthocheilonema reconditum,
Cercopithifilaria spp. und Acanthocheilonema dracunculoides, die milde subcutane bzw.
intraperitoneale Filariosen verursachen, sind dagegen bislang seltener bei Haushunden
nachgewiesen worden (Tahir et al. 2019; Tarello 2011). Auch Onchocerca lupi, der okulare
Lasionen unter anderem bei Hunden sowie Menschen verursacht, ist in Europa endemisch
(Tahir et al. 2019). In Deutschland wurde ein autochthoner Fall von Onchocercose eines
Hundes nachgewiesen (Hodzi¢ et al. 2018). Autochthone canine Infektionen mit dem Erreger
D. repens, der im Unterhautgewebe parasitiert und dort Entziindungen auslost, wurden im
Norden und Siiden Deutschlands ebenfalls nachgewiesen (Sassnau et al. 2013; Pantchev et al.
2009; Hermosilla et al. 2006). Fiir D. immitis, einem Parasiten des kardiovaskuldren Systems,
sind bislang keine autochthonen Infektionen von Hunden in Deutschland bekannt. Allerdings
konnten sowohl D. repens als auch D. immitis in Miicken in Deutschland nachgewiesen werden
(Kronefeld et al. 2014; Sassnau et al. 2014). Im Rahmen dieser Dissertation wurden
Untersuchungen von Onchocercidae durchgefiihrt, die oben genannten und fiir Europa
bedeutsamen Spezies eingeschlossen. Jedoch lag der besondere Fokus auf D. immitis, da dieser
Parasit Krankheitsverldufe mit schweren kardiovaskuldren Symptomen bei Hunden
hervorrufen kann und der Nachweis des Erregers in Vektormiicken in Deutschland vermuten
lasst, dass eine natiirliche Vermehrung und Ubertragung von D. immitis hierzulande stattfinden
kann (Kronefeld et al. 2014; Sassnau et al. 2014). Dieser Erreger wurde bereits im 17.
Jahrhundert von Franco Birago zum ersten Mal erwidhnt (Birago 1626). D. immitis,
umgangssprachlich Herzwurm genannt, und D. repens sind nicht nur fiir Hunde pathogen
sondern unter anderem auch fiir Menschen und daher fiir die Veterinidr- und Humanmedizin

relevant (Simon et al. 2012; Colwell et al. 2011; Genchi et al. 2011).

3.2 Dirofilaria immitis

3.2.1 Morphologie und Entwicklungszyklus

Die etwa 1 mm dicken, fadenartigen Nematoden besitzen am apikalen Ende eine Mund6ffnung,

um die sechs Papillen angeordnet sind. Das Méannchen, dessen Hinterende spiralig aufgerollt
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ist, kann bis zu 18 cm lang werden. Es trigt 2x5 prdanale und 2x6 postanale Papillen am
hinteren Ende. Die asymmetrischen Spiculae sind 180-300 um und 300-375 um lang. Das bis
zu 30 cm lange Weibchen besitzt ein stumpfes Hinterende und eine ca. 3 mm vom apikalen
Ende entfernt liegende Vulva. Die unbescheideten Mikrofilarien sind 220-340 pm lang und
besitzen ein konisches Vorderende sowie ein gerades Hinterende. Diese Merkmale sind
wichtige Kriterien zur morphologischen Unterscheidung von anderen bei Karnivoren
vorkommenden Onchocercidae. Die Mikrofilarien von D. immitis sind unbescheidete Larven.
Das erste Larvenstadium (L1) zirkuliert im Blut des Wirtes. Sie werden von Stechmiicken
(Culicidae) wéhrend einer Blutmahlzeit aufgenommen (Deplazes et al. 2013b). Stechmiicken
sind die Vektoren des Erregers, welcher sich in ihnen zur dritten Larve (L3) entwickelt. Die
dafiir benétigte Zeit ist abhidngig vom Klima. Experimentell konnte gezeigt werden, dass die
Entwicklung des L1- zum L3-Stadium beispielsweise bei 27 °C und einer Luftfeuchtigkeit von
80 % 10-14 Tage dauert. Unter 14 °C findet keine Weiterentwicklung statt (Morchon et al.
2012; Nelson et al. 2005). Die L3 werden beim ndchsten Stechakt auf den neuen Wirt
iibertragen. Der Entwicklungszyklus in den Reservoirwirten, den wilden und domestizierten
Caniden beginnt nach drei bis sieben Tagen mit der Hautung der L3 zur L4 im subkutanen
Gewebe des Wirtes nahe der Einstichstelle. Nach 50-70 Tagen entwickelt sich daraus im
Muskelgewebe das pridadulte Stadium. Kurz darauf erreicht der Erreger iiber Venen die
Arteria pulmonalis und den rechten Ventrikel des Herzens. Die Geschlechtsreife erreicht er
ungefihr 120 Tage nach der Ubertragung auf den Wirt. Nach sechs bis neun Monaten beginnen
die weiblichen D. immitis Mikrofilarien zu produzieren. Diese L1 brauchen den Miickenvektor
als Zwischenwirt, um sich in ihm zur infektiosen L3 weiterentwickeln zu konnen (Simon et al.
2012; Nelson et al. 2005). Dabei konzentrieren sich die Mikrofilarien in der Zeit der hochsten
Flugaktivitit der Vektoren, dem spiten Nachmittag und frithen Abend, im peripheren Blut und
auBlerhalb dieses Zeitraums in parenchymalen Blutgefd3en des Wirtes (Deplazes et al. 2013b).
Die adulten Wiirmer bleiben vor allem in den pulmonalen Arterien. Zum Teil breiten sie sich
bis in die rechte Herzkammer und die kraniale und kaudale Vena cava aus. Abgeschwemmte
D. immitis sind selten auch in anderen Organen wie dem Gehirn, der Aorta oder den Augen zu

finden (Venco and Vezzoni 2001).

3.2.2 Geographische Verbreitung

Endemisch ist D. immitis urspriinglich in warmen Klimazonen wie den tropischen,
subtropischen oder mediterranen Regionen (Deplazes et al. 2013b). In den USA haben sich die
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endemischen Gebiete von den Siidstaaten aus in den Norden ausgedehnt. Heute sind sie in allen
50 US-Bundesstaaten endemisch (Nelson et al. 2005). In Europa war das Vorkommen des
Erregers bis vor einigen Jahren zumeist auf slideuropdische Regionen wie Italien,
Stidfrankreich, Spanien, Portugal, Griechenland und die Tiirkei beschrinkt (Morchon et al.
2012). Von sporadischen Fillen wurde in Russland sowie einigen ost- und zentraleuropdischen
Landern, darunter auch Deutschland, berichtet. Die meisten dieser Infektionen wurden jedoch
bei importierten Tieren festgestellt, so dass bei diesen Landern nicht von Endemiegebieten
gesprochen werden konnte (Morchon et al. 2012; Zahler et al. 1997). Vermehrter Tourismus
und Tiertransport, sowie die globale Erwadrmung fiihrten in der Vergangenheit jedoch zu einem
Anstieg der Pravalenz von Infektionen mit D. immitis in Landern, in denen der Erreger bis dahin
nur sporadisch oder gar nicht zu finden war (Kronefeld et al. 2014; Giangaspero et al. 2013;
Genchi et al. 2009). Dazu gehoren Tschechien, Ungarn, Kroatien, Ruménien, Serbien,
Bulgarien und Albanien (Morchon et al. 2012). Laut einer Studie basierend auf einer Befragung
von Tierdrzten werden auch in den baltischen Lindern Estland, Litauen und Lettland
autochthone Infektionen mit D. immitis bei Hunden vermutet (TiSkina and Jokelainen 2017).
Bei in verschiedenen Regionen Deutschlands gefangenen Vektormiicken wurde ebenfalls
D. immitis nachgewiesen (Kronefeld et al. 2014). Untersuchungen von Genchi et al. (2009)
prognostizieren, dass die steigenden Temperaturen die Ausbreitung von Dirofilaria spp.
zukiinftig in Europa begiinstigen konnen. In Deutschland wurde bei einer Studie im Bundesland
Brandenburg DNA von D. immitis und D. repens in endemischen Miickenspezies nachgewiesen
(Sassnau et al. 2014). Genchi und Kramer (2020) vergleichen in ihrer Publikation aktuelle
Daten und beschreiben, dass Infektionszahlen in einigen westeuropdischen Léndern stagnieren
oder sinken. Das begriinden die Autoren damit, dass in den vergangenen Jahren viele Tierdrzten
und Tierbesitzer ein stirkeres Bewusstsein flir Infektionen mit D. immitis bei Hunden
entwickelt haben. In einigen mittel- und osteuropdischen Léndern wird hingegen ein Anstieg
der Infektionszahlen beschrieben. Als Ursachen hierfiir werden unter anderem fehlende
Behandlung und Privention, moglicherweise aus 6konomischen Griinden, sowie die grof3e
Anzahl an unbehandelten Stralenhunden in dstlichen Regionen Europas vermutet (Genchi and

Kramer 2020).

3.2.3 Vektoren und Wirte

D. immitis kann eine verschiedene Sdugetieren infizieren, wobei das Pathogen am besten an

Wild- und Haushunde angepasst ist. Diese stellen das Reservoir des Erregers dar (Simon et al.
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2012). In nicht-caninen Wirten verlduft der Entwicklungszyklus zum Teil anders als beim Hund
und bei wilden Caniden (Morchon et al. 2012; McCall et al. 2008). Beispielsweise in Katzen,
Frettchen und Menschen erreichen die Nematoden oft nicht das adulte Stadium, produzieren
also meist keine Mikrofilarien. Deshalb wird ihnen als Reservoirwirte keine grofle Bedeutung
zugemessen (Genchi et al. 2009; Nelson et al. 2005). Als Zwischenwirte und Vektoren von
D. immitis konnen fast 70 Arten der Familie Culicidae fungieren (Ludlam et al. 1970). Dazu
zdhlen Miicken der Gattungen Culex, Aedes, Anopheles, Culiseta und Coquilletida, wobei bei
vielen Spezies von einer Vektorkompetenz ausgegangen wird, der experimentelle Beweis dafiir
aber noch nicht endgiiltig erbracht ist (Morchon et al. 2012; Cancrini et al. 2006). Im
Mittelmeerraum sind vor allem Culex pipiens und Aedes albopictus als Vektoren relevant
(Cancrini et al. 2006; Cancrini et al. 2003). Eine neue und invasive Miickenspezies, dedes
koreicus, wurde in Europa bislang in Italien, Belgien und dem siidlichen europiischen Teil
Russlands nachgewiesen. Die Vektorkompetenz fiir D. immitis wurde unter Laborbedingungen

bestdtigt (Montarsi et al. 2015).

3.2.4 Symptomatik und Diagnose
Symptomatik

Wéhrend Katzen und Menschen vorwiegend keine Mikrofilardmie aufweisen, meist
asymptomatisch sind oder unspezifische respiratorische Symptome zeigen, sind beim Hund
eine Vielzahl klinischer Auspragungen der Infektion zu beobachten (Simon et al. 2009; Litster
and Atwell 2008). Die canine kardiopulmonale Dirofilariose wird vor allem von adulten
Wiirmern sowie ihre Symbionten Wolbachia ausgelost und entwickelt sich meist zu einer
chronischen Erkrankung (McCall et al. 2008; Kramer et al. 2005). Am hiufigsten zeigen
infizierte Hunde chronischen unproduktiven Husten mit Dys- oder Tachypnoe. Epistaxis oder
Hamoptyse in Folge von pulmonalen Blutungen, die bis zum hypovoldmischen Schock fiihren
konnen, sind ebenfalls mdglich (Simon et al. 2012). Die Ursache dafiir ist eine durch die Erreger
ausgeldste Vaskulitis der Lungenarterien. Entziindungsprozesse, Odeme und Blutungen im
Lungenparenchym sind eine direkte Folge der Vaskulitis und verdnderten Permeabilitit der
Lungengefidle. Die Gefdl3schidden konnen zu einem Stau im rechten Herzen mit Hypertrophie
und Dilatation fiihren. Die Folgen sind Aszites, Hydrothorax, Hydroperikard und periphere
Odeme (Venco and Vezzoni 2001). Auch in anderen Organen wie Gehirn, Milz oder Augen

konnen vendse Kongestionen durch abgeschwemmte Erreger auftreten. Die Leber kann
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ebenfalls betroffen sein. Die dadurch entstehenden Hepathopathien koénnen Ikterus und
Koagulationsstdrungen mit sich bringen (Simon et al. 2012). Die Antigene der verschiedenen
Wurmstadien bewirken die Bildung von Antigen-Antikérperkomplexen, die sich in der Niere
ablagern und eine Glomerulonephritis einschlieBlich Folgeerscheinungen bis hin zur
Niereninsuffizienz und Azotdmie verursachen konnen (Paes-de-Almeida et al. 2003). Vor allem
bei kleinen Hunden kann das sogenannte Vena-Cava-Syndrom auftreten, bei dem die rechte
Herz-Vorhof und die kaudale Vena cava durch Wiirmer verstopfen und die Trikuspidalklappe
behindern. Das fiihrt zu einem Anstieg des vendsen Drucks sowie Zirkulationsstorungen und
kann eine Hamolyse mit Himoglobinurie sowie einen plotzlichen Tod durch DIC ausldsen. Ein
plotzlicher Tod kann auch durch Thrombembolien aufgrund von abgeschwemmten Wiirmern,
durch Herzinsuffizienz, Lungeninsuffizienz oder Kachexie eintreten (Venco and Vezzoni
2001). Zusammenfassend werden die erkrankten Tiere je nach Schweregrad und Auspragung
ihrer Symptome in vier klinische Stadien, hier als Klassen bezeichnet, eingeteilt. Dabei
beschreibt Klasse 1 eine milde Symptomatik und Klasse 4 die schwerste Form der Erkrankung,
das Vena Cava Syndrom. Diese Einteilung ist bei der Wahl der Therapie zu beriicksichtigen

(Nelson et al. 2005).

Diagnose

Eine gingige, spezifische und sensitive Methode der Diagnose von D. immitis ist die Detektion
von Antigenen der adulten weiblichen Wiirmer im Blut des infizierten Tieres. ELISA Tests und
immunchromatographische Assays, die Infektionen mit adulten D. immitis ohne Mikrofilarien,
mit mindestens einem adulten weiblichen Erreger erkennen, sind verfligbar und sehr sensitiv
(Nelson et al. 2005). Basierend auf dem selben Prinzip sind auch verschiedene Schnelltests
kommerziell erhiltlich, bei denen in einem Vergleich zu einem etablierten ELISA eine hohe
Sensitivitdt festgestellt wurde (Henry et. Al 2018). Trotzdem kann die Diagnose bei einer
Infektion mit einer geringen Wurmzahl und damit wenig zirkulierenden Antigenen
problematisch sein. Eine Detektion von zirkulierendem Antigen ist bei Infektionen mit
ausschlieflich méannlichen Erregern nicht mdglich. Bei der Untersuchung sollte bedacht
werden, dass Antigene sowie Mikrofilarien frithestens fiinf bis sechs Monate nach der Infektion
zuverldssig detektierbar sind (Simon et al. 2012; Nelson et al. 2005). Mikrofilarien konnen
mikroskopisch im Blut nachgewiesen werden nachdem sie durch den modifizierten Knott‘s
Test konzentriert wurden. Bei diesem Verfahren werden die Erythrozyten in der Blutprobe

durch Zugabe von 2 % Formalin lysiert. Das Gemisch wird zentrifugiert und im Anschluss wird
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nur das zuvor mit Methylenblau gefdrbte Sediment mikroskopisch nach L1 abgesucht (Nelson
et al. 2005). Die Mikrofilarien der verschiedenen Onchocercidae besitzen zwar am zephalen
und am hinteren Ende morphologische Unterschiede, trotzdem kann eine mikroskopische
Speziesbestimmung schwierig sein (Deplazes et al. 2013b; Simon et al. 2012). Die
histochemische Farbung der sauren Phosphatase-aktiven Regionen der Larven mit dem
Farbstoff a-Naphthyl-AS-TR-Phosphat bietet eine Maoglichkeit der morphologischen
Unterscheidung (Tarello 2011; Chalifoux and Hunt 1971). Auch die Speziesdifferenzierung
von D. immitis und D. repens sowie deren Unterscheidung von Acanthocheilonema spp. durch
Vermessung der Mikrofilarien ist laut Magnis et al. (2013) moglich. Jedoch liegt nicht in jedem
Infektionsfall eine Mikrofilardmie vor, beispielsweise bei einer Behandlung mit
makrozyklischen Laktonen, bei einer geringen Wurmbiirde oder bei einer Infektion mit nur
mannlichen Wiirmern (Nelson et al. 2005). PCR-Tests konnen auch bei geringgradiger
Mikrofilardmie eine Infektion diagnostizieren. Es wurden bereits neben der konventionellen
PCR auch Real-Time, High Resolution Melt Analysis (HRMA) und Multiplex-PCR-Tests zur
Detektion von Filarieninfektionen bei Hunden entwickelt (Albonico et al. 2014; Latrofa et al.
2012a; Latrofa et al. 2012b; Gioia et al. 2010; Rishniw et al. 2006). Diese Verfahren, bei denen
bisher vor allem Primer fiir die Genregionen ITS-1, ITS-2, 12S und coxI verwendet wurden,
sind sensitiv und differenzieren D. immitis von anderen Onchocercidae des Hundes wie D.
repens und Acanthocheilonema reconditum (Casiraghi et al. 2006; Rishniw et al. 2006; Mar et
al. 2002; Favia et al. 1996). Neben der Labordiagnostik sind das Rontgen und die
Echokardiographie ebenfalls Moglichkeiten die Erkrankung zu bestdtigen und ihre
kardiopulmonalen Auswirkungen zu beurteilen (Nelson et al. 2005). In Kapitel II 4 werden

weitere Aspekte zu Diagnostikverfahren besprochen.

3.2 Dirofilaria repens

3.2.1 Morphologie und Entwicklungszyklus

Adulte D. repens mit ihren deutlichen kutikuldren Léngsstreifen sind kleiner als D. immitis. Die
weiblichen Nematoden sind 100-170 mm lang und 4,6-6,5 mm breit. Die Méannchen sind 50-
70 mm lang und 3,7-4.5 mm breit. Bei beiden Geschlechtern biegt sich das kaudale, stumpfe
Ende nach ventral. Das Méannchen besitzt zwei laterale Schwanzfliigel und je eine praanale und
postanale gestielte Papille sowie zwei asymmetrische Spikulae am Hinterende. Die Vulva des

Weibchens liegt 1,84-1,92 mm vom Kopfende entfernt. D. repens sind vivipar und produzieren
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unbescheidete Mikrofilarien (L1). Diese sind 300-360 pum lang und 6-8 pum breit und haben ein

spitzes Vorderende sowie ein stumpfes gebogenes Hinterende (Manfredi et al. 2007).

Die Mikrofilarien zirkulieren im Blut des Wirtes und werden mit der Blutmahlzeit von Miicken,
die als Vektoren fungieren, aufgenommen. In ihren Malphigischen Gefa3en entwickeln sich die
L1 zu den infektiosen L3 weiter. Danach wandern sie innerhalb der Miicke zu den
Stechorganen. Beim Stechakt werden sie auf die Haut des Wirtes entlassen, von wo aus sie
aktiv {liber die Stechwunde in die Wirtshaut eindringen. Im subkutanen Gewebe entwickeln sie
sich innerhalb von 27 bis 34 Wochen zu Adulten. Die Patenzzeit betridgt 5-7 Jahre (Sassnau and
Genchi 2013). Wie fiir D. immitis ist auch hier das Klima der ausschlaggebende Faktor fiir die
Entwicklung innerhalb des Vektors. Dies kann je nach Temperatur und Luftfeuchtigkeit
variieren und dauert 8—10 Tage bei 28-30 °C, 11-12 Tage bei 24 °C und 1620 Tage bei 22 °C
(Bockova et al. 2013).

3.2.2 Geographische Verbreitung

D. repens gilt in Afrika, Asien sowie im mediterranen Ost- und Siideuropa als endemisch
(Capelli et al. 2018; Trotz-Williams and Trees 2003). Von autochthone Infektionen bei Hunden
in verschiedenen siid-, mittel- und osteuropdischen Lédndern wurde bereits berichtet (Capelli et
al. 2018). Entsprechend der Ergebnisse einer Studie aus 2016 basierend auf einer Befragung
von Tierdrtzen in den baltischen und skandinavischen Lindern Estland, Littauen, Lettland,
Schweden, Norwegen und Finnland, werden in den baltischen Landern autochthone Infektionen
mit D. repens bei Hunden vermutet (Tiskina and Jokelainen 2017). Der Parasit verbreitet sich
zunehmend in Europa. Als Ursachen hierfiir werden unter anderem der oft subklinische
Infektionsverlauf bei Hunden sowie ein mangelndes Bewusstsein fiir den Erreger D. repens in
nicht-endemischen Regionen Europas genannt (Genchi and Kramer 2020; Capelli et al. 2018).
In Deutschland wurden ein autochthoner Fall in Baden Wiirtemberg sowie drei autochthone
Krankheitsfélle bei Hunden im Rheintal beschrieben (Pantchev et al. 2009; Hermosilla et al.
2006). Auch in Brandenburg gab es Berichte {iber Erkrankungen in einem Schlittenhunderudel,
in dem autochthone Infektionen vermutet wurden (Sassnau et al. 2013; Sassnau et al. 2009).
Der erste autochthone Fall eines infizierten Menschen in Deutschland (Sachsen- Anhalt) wurde
von Tappe et al. (2014) beschrieben. Sowohl D. repens als auch D. immitis wurden bei
endemischen Miickenspezies in Brandenburg nachgewiesen (Czajka et al. 2014). Die Analyse

deutscher Wetterdaten von Sassnau et al. (2014) sowie eine weitere Studie von Sassnau et al.
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(2013) ergaben, dass die klimatischen Bedingungen fiir eine Entwicklung des Erregers vom L1-
zum L3-Stadium in den Vektoren in bestimmten nordostlichen und siidwestlichen Regionen
Deutschlands, speziell in den Bundeslindern Brandenburg und Baden-Wiirttemberg,

ausreichen und damit die Vermehrung von D. repens in Deutschland moglich sein konnte.

3.2.3 Vektoren und Wirte

Miicken der Gattungen Anopheles, Aedes, Culex und Coquillettidia sind als Vektoren fiir
D. repens bekannt (Capelli et al. 2018; Sassnau and Genchi 2013). Cx. pipiens pipiens und
Ae. albopictus gelten als hauptsédchliche Vektormiicken in Siideuropa. In Mitteleuropa werden
die Miickenart Ae. vexans und Stechmiicken aus dem Cx. pipiens-Komplex als Vektoren
vermutet. Weitere in Europa heimische Miickenarten, die ebenfalls potentiell als Vektoren fiir
D. repens fungieren konnten, sind Anopheles algeriensis, Anopheles daciae, Anopheles
maculipennis (s.1.), Aedes caspius und Culiseta annulata (Capelli et al. 2018). Wirte sind Hunde
und andere Caniden sowie Katzen und Menschen (Manfredi et al. 2007). D. repens gilt weltweit
als Ausloser der haufigsten zoonotischen Dirofilariose (Albanese et al. 2013; Colwell et al.
2011). Menschen sind jedoch Fehlwirte, in denen sich die Nematoden nur sehr selten zur
Geschlechtsreife entwickeln und vermehren konnen (Melsom et al. 2011). Daher bilden die
betroffenen Personen in vielen Fillen keine spezifischen Symptome aus und die Infektion bleibt

unentdeckt (Capelli et al. 2018).

3.2.4 Symptomatik und Diagnose
Symptomatik

Infektionen mit D. repens bei Hunden verlaufen oft subklinisch. Allerdings kénnen auch
unspezifische ~ Symptome wie Juckreiz, Ro6tung, Pusteln,  Unterhautkndtchen,
Hyperpigmentierung oder Alopezie auftreten (Albanese et al. 2013). Auch Konjunktivitiden
ausgelost durch die Ansiedlung der Nematoden in den Bindehduten wurden beschrieben
(Hermosilla et al. 2006). Von gastrointestinalen Symptomen, Anorexie und Lethargie wurden
ebenfalls berichtet (Tarello 2002; Tarello 1999). Die Symptome werden durch toxische und
mechanische Verdnderungen im Unterhautgewebe oder die immunologische Reaktion des

Wirtes auf den Parasiten ausgelost (Tarello 2002).
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Diagnose

Mikroskopisch ist eine Diagnose nach vorangegangenem Knott’s Test (Kapitel II 3.2.4) unter
Verwendung von Blutproben aus der Korperperipherie moglich. Dabei kann anhand der Malle
der Mikrofilarien zwischen Acanthocheilonema spp., D. immitis und D. repens unterschieden
werden (Magnis et al. 2013). Bei der Entnahme von Blutproben ist zu beachten, dass die Anzahl
der im Blut zirkulierenden Mikrofilarien von D. repens im Wirt saisonal variiert, wobei bei
hoheren AufBentemperaturen, vorwiegend im Spédtsommer, mit einer groflere Anzahl
Mikrofilarien im Blut zu rechnen ist (Tarello 2011; Cancrini et al. 1975). Die histochemische
Farbung wird, wie bereits in Kapitel II 3.2.4 erwéhnt, ebenfalls zur morphologischen
Unterscheidung beider Nematodenspezies verwendet (Tarello 2011). Serologische Tests zur
Detektion von im Blut zirkulierenden Antigenen weiblicher adulter Wiirmer sind bislang nur
fiir den Nachweis von adulten weiblichen D. immitis etabliert (Capelli et al. 2018). Wie in
Kapitel II 3.2.4 erwéhnt, existieren verschiedene sensitive PCR-Tests zum Nachweis von
D. repens, darunter Multiplex-Methoden sowie Real-Time und High Resolution Melt Analysis
(HRMA) (Albonico et al. 2014; Latrofa et al. 2012a; Latrofa et al. 2012b; Gioia et al. 2010;
Rishniw et al. 2006). Weitere Punkte zu Diagnostikverfahren werden in Kapitel II 4 besprochen.

4 Diagnostikverfahren

4.1 Mikroskopie

Die géngige Diagnostikmethode fiir die in der vorliegenden Arbeit relevanten Erreger ist, neben
den verschiedenen serologischen und molekularbiologischen Verfahren, die Mikroskopie. Der
lichtmikroskopische Nachweis mit Blut, Buffy Coat und anderem Probenmaterial ist meist in
seiner Spezifitdt und Sensitivitét limitiert, wenn auch einfach und kostengiinstig durchfiihrbar.
Auflerdem ist die Anwendung in den chronischen oder subklinischen Krankheitsphasen, in
denen die Erreger kaum im Blut zirkulieren, wenig sinnvoll. Falsch-negative Ergebnisse sind
daher moglich (Buchan et al. 2019). Die Speziesdifferenzierung der meisten Erreger, wie
beispielsweise von ,.kleinen* Babesia spp. und ,,groBen* Babesia spp. ist mit dieser Methode
nicht moglich (Irwin 2009). Auch die Unterscheidung zwischen Anaplasma spp. und
Ehrlichia spp. ist lichtmikroskopisch nicht durchfiihrbar (Carrade et al. 2009). Das gleiche gilt
fir den Nachweis von Rickettsia spp. und anderen Erregern die aufgrund ihres
Gewebetropismus nur kurze Zeit oder in geringer Anzahl im Blutkreislauf zu finden sind

(Chapman et al. 2006).
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4.2 Serologische Diagnostikverfahren

Serologische Nachweismethoden fiir vektoriibertragene Erreger sind in der chronischen
Krankheitsphase sensitiv und nur eingeschrinkt in der akuten Krankheitsphase anwendbar
(Carrade et al. 2009). Fiir die oben genannten Pathogene sind verschiedene serologische
Testverfahren etabliert (Kapitel I, Abschnitte zur Symptomatik und Diagnose). Allerdings sind
nicht alle serologischen Methoden gleich effizient. Der ELISA, mit dem zeitgleich eine hohe
Probenanzahl mit Hilfe von automatisierten Pipettier-, Wasch- und Auslesemethoden
untersucht werden kann, ist gegeniiber dem IFAT weniger zeit- und arbeitsaufwendig. Zudem
sind einheitlich maschinell ausgelesene Testergebnisse weniger anfillig fiir Auslesefehler des
Laborpersonals (Josko 2012; Mosqueda et al. 2012). Wiahrend das IFAT-Verfahren eine
quantitative Auswertung verschiedener Antikorpertiter eines Patienten ermdglicht, steht beim
ELISA-Verfahren die Messung der optischen Dichte zur Verfligung. Eine Titration der Seren
ist im ELISA ebenfalls grundsétzlich moglich, bei der Etablierung und Evaluierung der Tests
auch wichtig, in der diagnostischen Praxis aber uniiblich (Kemeny 1992). Kommerzielle
qualitative ELISA-Schnelltests fiir den Nachweis von Anaplasma spp. und Ehrlichia spp. sowie
D. immitis sind verfiigbar, geben aber ausschlieflich eine ,,Ja/Nein-Antwort* (Sainz et al. 2015;
Nelson et al. 2005). Generell sind quantitative Laborverfahren, wie die fiir den Nachweis von
Anaplasmen und Ehrlichien verfiigbare IFAT-Methode, sensitiver im Vergleich zu den bislang
kommerziell erhéltlichen Schnelltests (Sainz et al. 2015; Harrus and Waner 2011). Zusétzlich
zu den genannten serologischen Nachweismethoden kann das Western-Blot-Verfahren zur
Detektion von entsprechenden Antikorpern und zur Differenzierung von Erregern verwendet
werden (La Scola and Raoult 1997; Rikihisa et al. 1992). Nachteile dieser Methode sind die
hohen Kosten und der hohe Zeit- sowie Arbeitsaufwand im Vergleich zum IFAT und ELISA,
die gegen den Einsatz als routinemifBige Diagnostikmethode sprechen (Igbal et al. 1994). Zum
Nachweis von Anaplasma spp., Ehrlichia spp. sowie Rickettsia spp. werden serologische
Verfahren verwendet, mit denen die Detektion von IgG- und IgM-Antikdrpern moglich ist
(Chapman et al. 2006; La Scola and Raoult 1997). Allerdings gelten IgM-Antikdrper, die auf
eine frische Infektion hinweisen, bei der E. canis-Diagnostik nicht als verldssliche Indikatoren,
da diese Antikdrper moglicherweise aufgrund des nur kurzzeitigen Titeranstiegs zu Beginn der
Infektion schwierig zu detektieren sind (McBride et al. 2003). Auch fiir A. phagocytophilum
wird der Nachweis von IgG-Antikdrpern empfohlen, da der Nachweis von IgM-Antikorpern
laut einer Studie von Walls et al. (1999) nur wihrend der ersten 40 Tage nach Erstkontakt mit

dem Erreger moglich ist und auch in diesem Zeitfenster als wenig sensitiv gilt (Bakken and
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Dumler 2008). Der Korper bendtigt je nach Erreger einige Tage bis Monate, um die
Serokonversion abzuschlieen. Somit sind hiufig bereits Krankheitssymptome vorhanden,
bevor die nachzuweisenden Antikorper produziert wurden (Mosqueda et al. 2012; Carrade et
al. 2009; Nelson et al. 2005). Bei der serologischen Diagnostik von Babesia spp. ist zusitzlich
zu berticksichtigen, dass Hunde Impfantikorper aufweisen konnen, die dazu fiithren, dass die
serologischen Testergebnisse nicht aussagekriftig sind (von Samson-Himmelstjerna 2019;
Mosqueda et al. 2012). Mittels Nachweis von Antikorpern ist eine Unterscheidung zwischen
aktiven Infektionen und Erregerkontakt in der Vergangenheit bzw. die Darstellung des
Infektionsverlaufes und eine Therapiekontrolle nur durch zwei oder mehr serologische
Untersuchung des Patienten im Abstand von mehreren Wochen moglich (Solano-Gallego et al.
2016; Sainz et al. 2015; Chapman et al. 2006). Erst ab einem vierfachen Titeranstieg wird beim
serologischen Nachweis von Anaplasma spp., Ehrlichia spp. und Rickettsia spp. von einer
akuten Erkrankung ausgegangen (Sainz et al. 2015; Chapman et al. 2006). Ausgenommen
hiervon ist der Nachweis des Erregers D. immitis iiber zirkulieredes Antigen, der unabhingig
von der Serokonversion des Patienten durchgefiihrt wird (Kapitel 11 3.3.4). Bei diesem Erreger
ist ein serologisches Testergebnis erst fiinf bis sechs Monate nach Infektion aussagekriftig
(Simon et al. 2012; Nelson et al. 2005). Ein weiterer Aspekt, der zu beriicksichtigen ist, sind
mogliche Kreuzreaktionen in den ELISA- und IFAT-Verfahren, wie beispielsweise zwischen
einigen Ehrlichia spp., zwischen Anaplasma spp. und E. canis, zwischen SFG-Rickettsien
untereinander sowie zwischen verschiedenen Babesia spp. (Solano-Gallego et al. 2016;
Waichter et al. 2015b; Carrade et al. 2009; Wen et al. 1997). Aus den oben genannten Griinden
kann es zu falsch-negativen oder falsch-positiven Ergebnisse bzw. Falschinterpretationen der
Testergebnisse bei serologischen Untersuchungsmethoden kommen. Daher kann es notwendig
sein andere Diagnostikverfahren anzuwenden oder gegebenenfalls Verfahren zu kombinieren
(von Samson-Himmelstjerna 2019; Sainz et al. 2015; Nelson et al. 2005; Reif and Macaluso
2009).

4.3 Molekularbiologische Diagnostikverfahren

Neben den serologischen gibt es molekularbiologische Diagnostikmethoden, die ebenfalls bei
den Erregern zur Anwendung kommen, die in diesem Projekt thematisiert wurden (Kapitel 11
Abschnitte zur Symptomatik und Diagnose). Ein mogliches Verfahren ist die Anzucht des

Erregers in einer Zellkultur mit anschlieBendem Nachweis. Beispielsweise bei der Anzucht von
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E. canis werden Monozyten aus dem Blut des zu untersuchenden Tieres separiert und in eine
Makrophagenzellkultur eingebracht (Igbal et al. 1994). Diese Methode ist zwar zuverldssig und
sensitiv aber sehr zeitaufwendig und kostspielig. Bei der Anzucht von humanpathogenen
Erregern mittels Zellkultur ist zu beachten, dass entsprechende Sicherheitsvorkehrungen im
Labor nétig sind (Nicholson et al. 2010; Chapman et al. 2006). Zudem ist diese Methode zum
Nachweis von Rickettsia spp. laut Angelakis et al. (2012) weniger sensitiv im Vergleich zu
serologischen Verfahren und dem direkten Nachweis mittels PCR. Mittlerweile stehen auf
molekularbiologischer Ebene einfachere, sensitive und spezifische Tests zur Verfligung (Wen
et al. 1997). PCR-Verfahren bieten die Moglichkeit einer sensitiven und spezifischen
Diagnostik von Erregern direkt aus Blut- oder Gewebeproben und werden vermehrt als
Methode zum Nachweis und zur Differenzierung verschiedener vektoriibertragener
Krankheitserreger empfohlen (Tahir et al. 2019; Albonico et al. 2014; Mosqueda et al. 2012).
Der direkte Nachweis von Erregern in Probenmaterial mittels PCR ermdoglicht neben der
Diagnose eines aktuellen Infektionsgeschehens auch die Bestétigung einer Genesung bzw. die
Bestitigung, dass ein Therapieansatz erfolgreich war. PCR-Verfahren konnen bereits zu Beginn
einer Infektion und zum Teil auch vor dem Einsetzen der Symptome, sensitive Ergebnisse
liefern wéhrend serologische Verfahren in der Regel ab einem spéteren Zeitpunkt im
Infektionsverlauf verldssliche Nachweise liefern konnen (Buchan et al. 2019; Mosqueda et al.
2012; Carrade et al. 2009). Zusitzlich bietet die PCR-Methode den Vorteil, dass auch eine
geringe Anzahl von Erregern in Probenmaterial detektiert werden kann (Buchan et al. 2019). In
diesem Zusammenhang konnte in einer humanmedizinischen Studie von Schotthoefer et al.
(2013) gezeigt werden, dass, bei Verwendung eines PCR-Verfahrens anstatt der
mikroskopischen Nachweismethode, das Zeitfenster fiir eine Diagnose von A. phagocytophilum
um bis zu 30 Tage erweitert werden konnte. Trotz der genannten Vorteile bleiben die PCR-
Verfahren zum Nachweis von vektoriibertragenen Erkrankungen grofBtenteils spezialisierten
Laboren vorbehalten, in denen die PCR-Assays von speziell ausgebildetem Personal
durchgefiihrt werden miissen (Buchan et al. 2019; Mosqueda et al. 2012). Zudem sind auch bei
PCR-Verfahren falsch-negative Ergebnisse beispielsweise durch Medikamentengaben oder
intermittierender Bakteridmie sowie falsch-positive Ergebnisse beispielsweise durch die
Verwendung von unspezifischen Primern moglich (Sainz et al. 2015; Angelakis et al. 2012).
Aufgrund der beschriebenen Einschrinkungen bei den einzelnen molekularbiologischen,
serologischen sowie mikroskopischen Testmetoden besteht generell die Mdoglichkeit von
falsch-negativen oder falsch-positiven Testergebnissen. Daher kann eine Kombination der

verschiedenen Verfahren sinnvoll sein (von Samson-Himmelstjerna 2019; Sainz et al. 2015;
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Reif and Macaluso 2009; Nelson et al. 2005). Speziell um den Nachweis einer aktiven Infektion
zu erbringen, kann die PCR verwendet werden, da die Detektion von Erreger-DNA im
Probenmaterial auf eine aktive Infektion hinweist (Sainz et al. 2015). Zudem wird empfohlen,
die Therapieentscheidung nicht ausschlieBlich anhand dieser Verfahren zu treffen, sondern

auch auf die Anamnese und die klinischen Symptome zu stiitzen (Nicholson et al. 2010).

4.4 Multiplex-Diagnostikverfahren

4.4.1 Die Multiplex-PCR

Ein weiterer Vorteil der PCR-Methode ist die Moglichkeit des Multiplex-Ansatzes, d.h. die
gleichzeitige Untersuchung verschiedener Erreger in Patientenproben innerhalb einer Reaktion.
Die erste Multiplex-PCR wurde bereits im Jahre 1988 beschrieben (Chamberlain et. Al 1988).
Seitdem wurden Verfahren dieser Art fiir DNA-Nachweise in verschiedenen
molekularbiologischen Bereichen verwendet, da sie neben Zeit- und Arbeitsaufwand auch
Proben- und Labormaterial einsparen und somit effektive Diagnostikmethoden zur
Untersuchung einer grofleren Probenanzahl darstellen (Sint et al. 2012). Neben den genannten
Vorteilen sind allerdings Komplikationen mdglich, wenn mehrere Primerpaare in einer
Reaktion kombiniert werden. Es besteht die Moglichkeit, dass einige DNA-Fragmente
bevorzugt und andere dafiir weniger effektiv amplifiziert werden. Das kann reduzierte
Sensitivitit und Spezifitdt der Multiplex-PCR verursachen. Dies muss im Etablierungsprozess

beachtet und gegebenenfalls optimiert werden (Wen and Zhang 2012; Markoulatos et al. 2002).

4.4.2 Der Reverse Line Blot (RLB)

Ein weiteres Multiplex-Verfahren ist der RLB. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf der
Identifizierung der Unterschiede von PCR-Sequenzen mittels spezifischer Sonden, die auf einer
Membran immobilisiert wurden. Dabei konnen verschiedene Amplikons simultan mit
unterschiedlichen Sonden getestet werden (Gubbels et al. 1999). Mittels RLB ist die simultane
Detektion von 43 verschiedenen PCR-Sequenzen auf einem 45-rethigen Membranformat
moglich. Damit handelt es sich um ein zeit- und materialsparendes Verfahren, das fiir eine
Vielzahl an epidemiologischen und klinischen Untersuchungen geeignet ist. Nachteile dieser
Methode sind, dass geschultes Personal und eine sorgfiltiges Design von Sonden und PCR-

Sequenzen notig sind, um die gewlinschten Ergebnisse zu erzielen (Kong and Gilbert 2006).
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Die verwendeten PCR-Sequenzen miissen die gleichen Temperaturen fiir die Kopplung an die
Sonden aufweisen, da unterschiedliche Hybridisierungstemperaturen zu einer verringerten
Sensitivitdt des RLB fiihren konnen (Georges et al. 2012). Fiir vektorilibertragene canine
Pathogene wie Babesia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp. und Reickettsia spp. wurden RLB-
Assays bereits etabliert (Matjila et al. 2008; Matjila et al. 2005; Matjila et al. 2004)

4.4.2 Bead-basiertes Multiplex-Diagnostikverfahren (Luminex®)

Eine weitere Methode, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde (Kapitel I11 2.4) und wie
der RLB ebenfalls auf dem Prinzip der Kopplungsreaktion zwischen einer Sonde und einem
PCR-Produkt beruht, ist das neuartige Bead-basiertes Multiplex-Diagnostikverfahren
(Luminex®). Das Verfahren basiert auf der Luminex®-xMAP®-Technologie und nutzt
Mikrosphéren, sogenannte Beads, mit deren Hilfe Erregernachweise mittels Farbdetektion
sowie Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt werden. Diese Technologie bietet die Moglichkeit
einer qualitativen und quantitativen Untersuchung von Probenmaterial. Die Beschaffenheit der
Mikrosphéren-Oberfliche ermOglicht eine Kopplung von spezifischen
Oligonukleotidsequenzen, welche die Analyte binden (Houser 2012). Damit ist es moglich bis
zu 100 verschiedene Analyte innerhalb eines Reaktionsansatzes nachzuweisen. Deshalb bietet
sich das Luminex®-xMAP®-Verfahren als Routinediagnostikmethode bei hohem
Probenaufkommen an und wird dafiir bereits in der veterindrmedizinischen und
humanmedizinischen Diagnostik genutzt (Reslova et al. 2017; Chen et al. 2015; Dunbar 2006).
Serologische Multiplex-Assays basierend auf der Luminex®-Technologie zur Detektion von
Antikorpern sowie Zytokinen und anderen Proteinen existieren bereits seit einigen Jahren
(Karanikola et al. 2015; Lin et al. 2015; Houser 2012; de Jager and Rijkers 2006; Waterboer et
al. 2006). Auch verschiedenste Multiplex-Verfahren zur Detektion von Nukleinsduren sind
etabliert und werden unter anderem in der Routinediagnostik verwendet (Chen et al. 2015; Ros-
Garcia et al. 2013; Zubach et al. 2012; Dunbar 2006; Schmitt et al. 2006). Zusammengefasst
stellt das Luminex®-xMAP®-Verfahren aufgrund der Moglichkeit eines simultanen
Nachweises einer Vielzahl von Analyten innerhalb eines Reaktionsansatzes eine kosten- zeit-,
sowie probenmaterialsparende Diagnostikmethode dar, die bei Bedarf flexibel erweitert und

angepasst werden kann (Reslova et al. 2017).
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III Material und Methoden

1 Material

1.1 Verbrauchsmaterialien

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

0,2 ml Soft Tubes,

PCR Single Cap 8er-Soft Strips 0,2 m

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

FTA® CLASSIC Karten, FTA®-Taschen
MAXI, FTA® Harris Uni-Core™ Stanze

1,2mm,

FTA® Harris Schneidematte 6, 25 cm x
7,6cm

Chemikalienloffel (verschiedene GroBen),
Gewindeflaschen (0,1 1, 0,251, 0,51, 1 1),

KIMTECH® Pure Mehrfachwischtiicher,
Parafilm® M,

Rotibo®-Skalpell-Klingen, Rotilabo®-
Einmal-Wégeschalen (verschiedene

Grofen),

Rotilabo®-Sterilindikatorbander,
Rotiprotect®-Latexhandschuhe Typ 1

puderfrei ,

Rotiprotect®-Nitrilhandschuhe puderfrei,
Rotizell® Tissue-Tiicher

HJ-Bioanalytik GmbH, Monchengladbach,
Deutschland
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Nerbe Plus, Winsen/Luhe, Deutschland

Filterspitze PP natur 0,5 - 10 pul, extra lang
(Typ Eppendorf)

Filterspitze PP natur 0 - 200 pl, graduiert

Filterspitze PP natur 100 - 1000 pl

Pall GmbH, Dreieich, Deutschland

Biodyne ® C Membran, Nylon, 0.45 pm

Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf,
Deutschland

Pipettenspitzen farblos 10 pul (Typ Gilson,
lang), Pipettenspitzen gelb 200 ul,

Pipettenspitzen blau 1000 pl,
Pipettenspitzen 5 ml (Typ Eppendorf),

Reagenz- und Zentrifugenréhren (50 ml, 120
ml),

Safe Seal — Reagiergefafie (0,5 ml, 1,5 ml,
2,0 ml)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

1.2 Reagenzien

BD, Heidelberg, Deutschland

BILATEST™ magnetic separator

Bacto™ Agar

Bio-Rad Laboratories, Miinchen,

Deutschland

Chelex 100®Resin (sodium form, 100-200

mesh)

Sheath-Flissigkeit

BODE Chemie, Hamburg, Deutschland

Bacillol® plus

Carl Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

2-Propanol ROTISOLV®, >99,95 %, LC-
MS-Grade,

Bromphenolblau 3,3',5,5'-
Tetrabromphenolsulfonphthalein, BPB,
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DEPC >97 %, fiir die Biochemie und
Molekularbiologie,

FTA® Aufreinigungsreagenz,

Carbenicillin Dinatriumsalz >90 % fir die

Biochemie,

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
(Titrierkomplex 111)>99 %,p.a., ACS,

Ethanol ROTIPURAN®, >99,8 %, p.a.,
Ethylalkohol,

Essigsdure Supra Qualitit Rotipuran®
Supra, 100%,

Glycerin ROTIPURAN®, >99,5 %, p.a.,
LB-Medium (Luria/Miller),
Natriumhydroxid >99 %, p.a., ISO,
Natriumhydroxid >98 %, ISO, in Plétzchen,
Roti®-Lumin 1, Roti®-Lumin 2
Roti®-Nukleinsdurefrei,

SDS, ultra pure,

TRIS- Hydrochlorid, PUFFERAN®, >
99 %,

Wasser, Nuklease-frei, steril-filtriert und

autoklaviert, DEPC-behandeltes Wasser,

Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Amin-C6-modifizierte Oligonukleotide;

Deutschland Amin-C12-modifiziertes Oligonukleotid
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Fermentas, Thermo Fisher Scientific, St.

Leon-Rot, Deutschland

dNTP Mix (10 mM),

Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder, Gene
Ruler™ 50 bp DNA Ladder,

Glycogen RNA Grade,

Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker

Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Oligonukleotide,

S.0.C.-Medium (TOPO TA Cloning® Kit

for Sequencing)

Labgene Scientific SA,

Chatel-St-Denis, Schweiz

GRGreen Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x
in H,O

Lonza, Basel, Schweiz

SeaKem® LE - Agarose

Luminex®, Oosterhout, Niederlande

Mag Plex Low Concentration
Microspheres™ (Regionen 12, 13, 14, 15,
18, 19, 20, 21, 22, 25)

Lysoform, Berlin, Deutschland

Héandedesinfektionsmittel AHD 2000®

Merck Chemicals GmbH,
Schwalbach/Ts.,Deutschland

Natriumdihydrogencarbonat
di-Natriumhydrogenphosphat, wasserfrei
Streptavidin, Peroxidase Conjugated (1 ml)

Streptavidin, Phycoerythrin Conjugate
(1 ml)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Casein Hydrolysat,

MES Hydrat (2-(N-

Morpholino)ethansulfonséure),

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDAC),
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N-Hydroxysulfosuccinimid Natriumsalz —

Losung (Sulfo-NHS),

20 % N-Lauroylsarcosinnatriumsalz —

Losung,
10 % Natriumdodecylsulfat - Losung (SDS)

Tetramethylammoniumchlorid — Lésung,

5M (TMAC)

Tween® 20

Qiagen, Hilden, Deutschland

1.3 Puffer und Losungen

Agarosegel, 0,8 %, 1 %, 1,5 %, 2 %

Q-Solution (5%)

Die LE-Agarose in 1xTAE-Puffer
aufgekocht bis sie sich vollstindig geldst
hat. Das Gel wurde bei 65 °C im Wasserbad
gelagert.

Chelex 100®Resin (sodium form, 100—200
mesh), 5 %

5 g Chelex 100®Resin in 100 ml DEPC-

Wasser 19sen.

DEPC — Wasser

Aqua bidest. mit 0,1 % DEPC versetzen,

12 h rithren und anschlieend autoklavieren.

EDTA — Losung, 0,5 M, pH 8,0

18,6 g EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat in
Aqua bidest. auflosen, den pH-Wert mit
festem NaOH einstellen und mit Aqua
bidest. auf 100 ml auffiillen. Das EDTA 16st
sich kurz bevor der pH-Wert 8,0 erreicht

wird.

Ladungspuffer fiir Agarosegele (6-fach
Loading Dye)
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0.03 % Bromphenolblau und 60 mM EDTA
miteinander vermischen und bei 4-8 °C

lagern.

MES Hydrat
(2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure), 0.1 M,
pH 4,5

Von MES Hydrat werden 1,95 g in ca.80 ml
Aqua bidest geldst. Dann wird der pH-Wert
mit fliissigem HCI eingestellt und auf 100
ml mit Aqua bidest. aufgefiillt.

Natriumacetat-Losung, 3 M, pH 6

24,61 g Natriumacetat (reinst) in Aqua
bidest. 16sen, pH-Wert mit 100%iger
Essigsédure einstellen, 0,1 ml DEPC
hinzufiigen und auf 100 ml Aqua bidest.
auffiillen. Anschlieend 12 h riihren und

danach autoklavieren.

Natriumhydroxid-Losung, 100 mM

4 G Natriumhydroxid in 1000 ml Aqua

bidest. 10sen.

Natriumhydrogencarbonat, 500 mM, pH 8,4

42 g Natriumhydrogencarbonat in 800 ml
Aqua bidest. l6sen, den pH-Wert von 8,4
mit 100%iger Essigsédure einstellen und alles
mit Aqua bidest. auf 1000 ml auffiillen. Im

Anschluss autoklavieren.

PBS-Konzentrat (Phosphatgepufferte
Salzlésung), 10x, pH 7,2

In ca.800 ml Aqua bidest. 80 g NaCl
(reinst), 14,24 g Na,HPO4 x 2H>0 (reinst), 2
g KCI (reinst) und 2 g KH2POy4 (reinst)
16sen. Anschliefend den pH-Wert mit
festem NaOH einstellen und mit Aqua

bidest. auf 1000 ml auffullen.

PBS-Casein-Puffer, pH 7,4 + 0,1
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Casein/ml PBS darin 16sen. Danach den pH-
Wert mit festem NaOH einstellen.

SSPE — Losung (Sodium-Chlorid Phosphat-
EDTA), 20x

175,3 g NaCl, 27,6 g NaH,PO4und 9,4 g
EDTA-Dinatriumsalz vermischen, auf

800 ml auffiillen und den pH-Wert auf 7,4
mit festem NaOH einstellen. Im Anschluss
das Gemisch mit Aqua bidest. bis 1000 ml

ergédnzen und autoklavieren.

SSPE — Losung, 2x

100 ml der 20xSSPE — Lésung mit 1000 ml

Aqua bidest. mischen und autoklavieren.

SSPE/ 0,1 % SDS — Losung und
SSPE/ 0,5 % SDS - Losung

175,3 g NaCl, 27,6 g NaH>PO4, 9,4 g
EDTA-Dinatriumsalz und mit 1 ml oder
5 ml einer 10%igen SDS-Ldsung
vermischen, auf 800 ml auffiillen und den
pH-Wert auf 7,4 mit festem NaOH
einstellen. Im Anschluss das Gemisch auf

1000 ml ergénzen und autoklavieren.

TAE — Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer),
50x

242 g TRIS, 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
und 57 ml Essigsdure vermischen und mit

Aqua bidest auf 1000 ml auffiillen.

TAE — Puffer, 1x

Den 50x TAE — Puffer 1:50 in Aqua bidest.

verdunnen.

TE ~! Puffer (10 mM Tris-HCI,

0.1 mM EDTA), pH 8,0
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0,12 g TRIS und 3,4 mg EDTA
Dinatriumsalz mit 80 ml Aqua bidest.
vermischen. AnschlieBend den pH-Wert mit
fliissigem HCI einstellen. Das EDTA 16st
sich kurz bevor der pH-Wert 8,0 erreicht
wird. Mit Aqua bidest. auf 100 ml auffiillen.
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TE — Puffer (10 mM TRIS-HCl

1 mM EDTA) pH 8,0

0,15 g TRIS-HCl und 0,37 g EDTA
Dinatriumsalz in 80 ml Aqua bidest. 16sen,
Den pH-Wert mit festem NaOH einstellen.
Das EDTA 16st sich kurz bevor der pH-Wert
8,0 erreicht wird. Auf 100 ml mit Aqua
bidest. auffiillen.

TMAC — Losung, 1x

Fir 250 ml werden 150 ml 5SM TMAC, 1,25
ml 20% Sarkosyllosung, 12,5 ml 1M Tris-
HCIL, und 2 ml 0,5 M EDTA mit 84,25 ml

Aqua bidest. vermischt.

TMAC — Losung, 1,5x

Um 250 ml zu erhalten, werden 225 ml 5 M
TMAC, 1,88 ml 20%iger Sarkosyllosung,
18,75 ml 1 M Tris-HCIL, 3 ml 0,5 M EDTA
und 1,37 ml Aqua bidest. vermischt.

Tween® 20, 0,02%

100 ul Tween® 20 werden mit Aqua bidest.
auf 100 ml aufgefiillt.
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1.4 Medien und Mikroorganismen

One Shot® TOP10 Zellen (Invitrogen)

chemisch kompetente E. coli Zellen

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/ac
ZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(araleu)
7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

(Transformationseffizienz > 1x10%)

LB-(Luria/ Bertani)-Medium

25 g Medium (entspricht 10 g/l Trypton, 5 g/l
Hefeextrakt, 10 g/l NaCl) in 1000 ml Aqua
bidest. unter Riihren aufldsen lassen, pH-

Wert 7 einstellen und autoklavieren.

LB-(Luria/ Bertani)-Agar

1.5 Reaktionskits und Enzyme

Fermentas, Thermo Fisher Scientific,

St.Leon-Rot, Deutschland

15 g Bacto™- Agar in 1000 ml LB-Medium

einrtithren und autoklavieren.

Maxima™ Hot Start PCR Master Mix (2x),

Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase
100 units(5 u/ul),

EcoRI, Puffer EcoRI,

Finnzymes, Thermo Fisher Scientific,

Schwerte, Deutschland

Phusion® Blood Direct PCR Kit,
Phusion GC Buffer Pack,

Phusion® Hot Start Il DNA Polymerase

Invitrogen, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

NucleoSpin® Plasmid,
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NucleoSpin® Blood,

NucleoSpin® Tissue

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Pure Yielt™ Plasmid Midiprep System

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAGEN® Multiplex PCR Plus Kit

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,

Mannheim, Deutschland
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1.6 Primer

Alle verwendeten Primer wurden bei Invitrogen, Darmstadt synthetisiert. Es wurden
Primerpaare fiir die Erregergruppen Anaplasmataceae (Anaplasma spp./ Ehrlichia spp./ Cand.
Neoehrlichia mikurensis, A/E-FP, A/E-RP), Piroplasmida (bathF-kurz-R, bathR-kurz),
Onchocercidae (DIDR-F1, DIDR-R1) und Rickettsia spp. (CS409d/ Rmasgltal06510)
verwendet. Die Quellen der Primer sind unterhalb der Tabelle I1I-1 aufgefiihrt.

Tabelle I1I-1Verwendete Primer fiir Anaplasmataceae (Anaplasma spp./ Ehrlichia spp./
Cand. Neoehrlichia mikurensis), Piroplasmida, Onchocercidae und Rickettsia spp.

Primer Sequenz Gen Tm (°C)*
A/E-FP! 5'-GGGGATGATGTCAARTCAGCAY 52°C
16S rRNA
A/E-RP! 5'-CACCAGCTTCGAGTTAAGCCAAT 55°C
bathF-kurz-R? 5'-ACACRGGGAGGTAGTGACAA 51°C
18S rRNA
bathR-kurz? S'-TAAGAATTTCACCTCTGACAGT 49 °C
DIDR-F13 5'-AGT GCG AAT TGC AGA CGC ATT GAG 57°C
ITS-2 rRNA
DIDR-R1? 5'-AGC GGG TAA TCA CGA CTG AGT TGA 57°C
CS409d* 5'-CCTATGGCTATTATGCTTGC 50°C
gltd
Rmasgltal06510° S'-TCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGC 49 °C

Quellen: ! Martin et al. (2005), Tabar et al. (2008)
2 Matjila et al. (2004), modifiziert
3 Rishniw et al. (2006)
4Sullivan et al. (2009)
3 Schreiber et al. (2014)

* Berechnet mit BioMath Calculator, Promega
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1.7 Oligonukleotidsonden

Die Sonden ohne Quellenangaben fiir das Bead-basierte Multiplex-Diagnostikverfahren
(Luminex®) wurden mit Primer3Plus und Clone Manager Professional 9 konstruiert (Kapitel
III 1.10). Mit Hilfe von Nucleotide BLAST (BLASTn) wurden verschiedene, reprisentative
Gensequenzen der relevanten Erreger aus der NCBI-Gendatenbank herausgesucht. Dabei
wurde darauf geachtet, dass darin diejenigen Genfragmente enthalten waren, welche von den
Primern aus Tabelle III-1 amplifiziert werden. Mit diesen Genfragmenten wurden in Clone
Manager Professional 9 fiir jeden Erreger und jede Erregergruppe Alignments erstellt. Diese
wurden nach moglichen Sondensequenzen abgesucht unter Beriicksichtigung der Vorschldge
des Programms Primer3Plus. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Lange jeder Sonde 20 +3
Basen nicht unter- und iiberschreitet. Aulerdem wurden mit dem BioMath Calculator (Kapitel
1 1.10) die Schmelztemperaturen (Tm) der Sequenzen iiberpriift. Es wurde sichergestellt, dass
diese nicht mehr als =1 °C von 42 °C abweichen. Dies ist die Hybridisierungstemperatur der
bereits etablierten Sonden aus den unter Tabelle III-2 genannten Publikationen. Mit dem
Programm BLASTn der NCBI-Gendatenbank wurden die Sonden schlielich hinsichtlich ihrer

Sequenzidentitit iiberpriift, um ,,Mismatches* moglichst auszuschlieBBen.

Alle Sonden sind am 5'-Ende mit einer Aminogruppe und einem C-6-Spacer, einem
Verbindungsstiick aus sechs C-Atomen, versehen und wurden bei Eurofins, Hamburg

synthetisiert.
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Tabelle II1-2 Oligonukleotidsonden fiir das Bead-basierte Multiplex-Diagnostikverfahren

(Luminex®)
Erreger Sonden Sequenz Gen
Anaplasmataceae A/E- catch all*  5'-CATGAAGTCGGAATCGCT 16S rRNA
A. phagocytophilum  A.p.* 5'-GAGCTAATCCGTAAAAGTCA 16S rRNA
B. canis B. c. alt! 5-TGCGTTGACGGTTTGAC 18S rRNA
B. canis B. c. neu? 5'-GGTTGGTTATTTCGTTTTCGC 18S rRNA
B. gibsoni B.g? 5'-TACTTGCCTTGTCTGGTTT 18S rRNA
B. vogeli B.v.? 5'-AGCGTGTTCGAGTTTGCC 18S rRNA
Babesia spp. B.-catch all 5'-TAATGGTTAATAGGA(AG)C(AG)GTT 18SrRNA
Cand. Neoehrlichia
N. m.* 5'-GATCGCAAGATTGAGCTA 16S rRNA
mikurensis
ITS-2
D. immitis D.i.* 5'-GCTATAATTATTATCCTGCTTG
rRNA
E. canis E.c.* 5'-ACCGCAAGGTTTAGCTAAT 16S rRNA
Filaria-catch ITS-2
Onchocercidae. S'-TTGAGCACAAAGATTTCGAA
all* rRNA

Quellen: ! Matjila et al. (2005)
2 Nijhof, A. M., Ph.D.
3 Matjila et al. (2008)

* konstruiert mit BioMath Calculator und Primer3Plus,
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Tabelle II1-3 Oligonukleotidsonden fiir den Reverse Line Blot (RLB)

Erreger Sonden Sequenz Gen
Theileria /

Babesia spp./ _
Babesia catch- 5'-CTGTCAGAGGTGAAATTCT 18S rRNA

Theileria spp.
all!
Babesia catch-

Babesia. spp. 112 5-ACTAGAGTGTTTCAAACAGGC 18S rRNA
a
Babesia catch-

Babesia. spp 122 5-ACTAGAGTGTTTCAAACAGGC 18S rRNA
a
Babesia )

B. bigema o unverdffentlicht 18S rRNA
bigemina®

B. bovis Babesia bovis® unveroffentlicht 18S rRNA

B. caballi Babesia caballi*  unverdffentlicht 18S rRNA

B. canis Babesia canis’ 5'-GGTTGGTTATTTCGTTTTCGC 18S rRNA
Babesia

B. divergens ) unverdffentlicht 18S rRNA
divergens®
Babesia gibsoni

B. gibsoni 5 TACTTGCCTTGTCTGGTTT 18S rRNA
Japan?

B. microti Babesia microti* 5'-GCTT(CT)CGAGCGTT(TA)TTTTATTG 18S rRNA
Babesia

B. venatorum. 5'-CGATTTCGCTTTTGGGATT 18S rRNA
venatorum®

B. vogeli Babesia vogeli?  5-AGCGTGTTCGAGTTTGCC 18S rRNA

Quellen: 'Gubbels et al. (1999)
2 Matjila et al. (2008)
3 Nijhof, A. M., Ph.D.
“Nijhof et al. (2007)
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1.8 Positivkontrollen

Tabelle I1I-4 Positivkontrollen

Erreger Gen Linge der Sequenz
Anaplasma phagocytophilum 16S rRNA 258 bp
Babesia canis 18S rRNA 414 bp
Babesia gibsoni 18S rRNA 412 bp
Babesia rossi 18S rRNA 413 bp
Babesia vogeli 18S rRNA 422 bp
Cand. Neoehrlichia mikurensis 16S r RNA 257 bp
Dirofilaria immitis ITS2 rRNA 540 bp
Dirofilaria repens ITS2 rRNA 492 bp
Ehrlichia canis 16S rRNA 257 bp
Mikrofilarie ,,greek dog* ITS2 rRNA 547 bp
Rickettsia raoultii gltA 677 bp
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1.9 Laborgeriite

ANALYTIK JENA, Jena, Deutschland

Thermomixer TMix 220

BIOMETRA, Géttingen, Deutschland

Mini-Hybridisierungsofen OV1,
Voltmeter Standard Power Pack P25,

Power Pack P25 T,

BIO-RAD, Miinchen, Deutschland

Thermal Cycler C1000™,
Thermal Cycler S1000™,
Voltmeter Power Pac™ Universal Supply,

Gelelektrophoresekammern (Sub Cell GT,
Mini Sub Cell GT, Wide Mini Sub Cell GT)

Bio-Plex ® 200 System

BIOSAN, Riga, Litauen

Environmental Shake Incubator ES20

BIOTEK, Bad Friedrichshall, Deutschland

Synergy™ 4,

ELMA HANS SCHMIDBAUER GmbH &
Co. KG, Singen, Deutschland

Multifrequenz Ultraschall-Reiniger TI-H10
MF2

EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5415 R,

Centrifuge 5430 R (Rotoren: FA-45-30-11,
A-2-MTP, F-35-6-30),

Kolbenhubpipetten Eppendorf Research®
(variable): 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl,
5 ml

IMMUNETICS, Boston, Massachusetts,
USA
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HEIDOLPH, Schwabach, Deutschland Vortexer REAX 2000
HERAEUS SEPATECH, Osterode, Biofuge pico,

Deutschland Biofuge 13

IKA, Staufen, Deutschland Magnetriihrer IKAMAG®RET,

IKA® Vortex GENIUS 3,

MS1 Minishaker

INTAS Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen, Deutschland

Chemolumineszenz Imager CHEMOCAM
HR 16 3200

ChemoStar Bildaufnahme-Software

KNICK, Berlin, Deutschland

pH-Meter 761 Calimatic

LMS-GROUP, Tokyo, Japan

Minizentrifuge MCF-2360

MEMMERT, Schwabach, Deutschland

Wasserbader Modell WNE7,

Modell WNE 45

SCOTSMAN, Mailand, Italien

Flockeneisbereiter Scotsman® AF 100

SHARP, Hamburg, Deutschland

GroBraummikrowelle

SHP STERILTECHNIK AG, Magdeburg,
Deutschland

Autoklav

SONY, Stuttgart, Deutschland

Digital Graphic Printer UP-D897

Black and White A6 Digital USB Printer

SYNGENE, Cambridge, GroBbritannien

Geldokumentation G:Box,

Blue Light Converter

THERMO SCIENTIFIC, Bonn, Deutschland
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Wirmeschiittelschrank MAX Q 6000,

TKA TKA-Gen Pure
WASSERAUFBEREITUNGSYSTEME,
Niederelbert, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland Pipettierhilfe Pipetus®,
Gas-Sicherheitsbrenner,

Gasprofi 1 SCS micro

WELCH-ILMVAC, Ilmenau, Deutschland Olfreie Vakuumpumpe
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1.10 Software

Software Version Hersteller/ Entwickler
BioEdit 7.053 (Leschnik et al. 2008)
BioMath Calculator, T, Calculations 11 BioMath Calculator,
for Oligos o Promega, Madison, USA
Bio-Rad, Miinchen,
Bio-Plex Manger™- Software 6.1
Deutschland
Blast Software, NCBI (Taniuchi et al. 2011)
Intas Science Imaging
ChemoStar Bildaufnahme-Software 2.1 Instruments GmbH,
Gottingen, Deutschland
Scientific & Educational
Clone Manager Professional 9 9.41
Software, Cary, USA
Thomson Reuters, San
End Note X8 8.1
Francisco, USA
Gene Snap 7.09.06 Syngene, Cambridge, UK
Mfold Web Server 33 (Zuker 2003)
Microsoft Office 2010 14.0.7128.5 Microsoft, Redmond, USA
OpenEpi 2.3.1 (Sullivan et al. 2009)
Primer3Plus 2.1.6 (Untergasser et al. 2012)
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2 Methoden

2.1 Probenmaterial

In den Jahren 2011 und 2012 wurden Blutproben von Hunden aus verschiedenen Léndern der
Mittelmeerregion sowie Ungarn gesammelt, um sie spiter im Institut fiir Parasitologie und
Tropenveterinirmedizin der Freien Universitdt Berlin auf die fiir diese Dissertationsarbeit
ausgewihlten caninen vektoriibertragenen Krankheitserreger (Kapitel II) zu untersuchen. Fiir

die Beprobung wurden Léinder bestimmt, in denen diese Erreger endemisch vorkommen

(Tabelle III-5).

2.1.1 Gewinnung der Blutproben

In den ausgewéhlten Liandern verliefen die Probennahmen unter der Aufsicht und Anleitung
von Kollegen an den parasitologischen Instituten der dortigen veterindrmedizinischen
Fakultiten. Von insgesamt 246 Hunden wurde Blut in veterindrmedizinischen
Universitétskliniken oder in verschiedenen Tierarztpraxen entnommen und dem jeweiligen
parasitologischen Institut zugesendet. Davon stammten 234 Proben von Hunden, die unter
Verdacht standen mit einem oder mehreren caninen vektoriibertragenen Erregern infiziert zu
sein. Bei zwolf weiteren Hunden, die aus Israel stammten, lag zum Beprobungszeitpunkt bereits
die Diagnose iiber eine vektoriibertragene Erkrankung vor. Bei den Blutproben handelte es sich
zum einen um Frischblut, zum anderen wurde Blut verwendet, dem entweder Heparin oder
EDTA zugesetzt war, um eine Koagulation zu verhindern. Die Kollegen iiberfiihrten die Proben
vor Ort auf FTA®-Filterkarten (Kapitel III 2.1.2) und schickten diese an das Institut fiir
Parasitologie und Tropenveterindrmedizin der Freien Universitét in Berlin. Tabelle III-5 zeigt

die Anzahl der verwendeten Proben aus den jeweiligen Landern.
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Tabelle I11-5 Blutproben von Hunden aus Siid- und Stidosteuropa

Jahr

Land

Anzahl der
Blutproben

Probennahmen unter

Anleitung von:

2011

Israel

12

Gad Baneth, DVM, Ph.D,

Hebrew University, Jerusalem

Ungarn

100

Dr. Robert Farkas,

Szent Istvan University,

Budapest

2012

Griechenland

48

Socratis Ptochos, DVM
Dr. Sofia Karanikola

Aristotle University of

Thessaloniki

Mazedonien

30

Jovana Stefanovska, DVM,
MSc, Ph.D.,

University "Ss.Cyril &
Methodius", Skopje

Bosnien-

Herzegowina

56

Jasmin Omeragic, DVM, MS,
Ph.D.,

University of Sarajevo
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2.1.2 Transport und Lagerung

Um die Blutproben und die enthaltene Erreger-DNA iiber einen langen Zeitraum zu
konservieren und den Transport sowie die Lagerung zu vereinfachen, wurden fiir die
Archivierung FTA® CLASSIC Karten (Carl ROTH®) gewihlt. Das Blut wurde nach
Anleitung des Herstellers auf die markierten Felder aufgetragen und bei Raumtemperatur zum
Trocknen offen liegen gelassen. Eine Mischung aus Chemikalien, mit der die Karten
beschichtet sind, lysiert Zellmembrane, denaturiert Proteine und bindet die freigesetzten
Nukleinsduren. Gleichzeitig schiitzt diese Beschichtung vor &duBleren Einfliissen wie
mikrobiellem Befall oder UV-Strahlen. Auf diese Weise ist eine platzsparende Lagerung von
Probenmaterial bei Raumtemperatur bis zu 14 Jahre lang moglich. Voraussetzung dafiir ist eine
Aufbewahrung in trockener Umgebung. Dafiir wurden die verschlieBbaren FTA® Taschen
MAXI (Carl ROTH®) verwendet, da sie die Karten vor allem beim Transport vor Feuchtigkeit
schiitzen. Aullerdem ist durch die Deaktivierung der Pathogene der gefahrlose Transport oder
postalische Versand unter Standardbedingungen moglich (Picard-Meyer et al. 2007).

Im Institut fiir Parasitologie und Tropenveterindrmedizin der Freie Universitit Berlin wurden

die Karten in trockener Umgebung bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.1.3 Isolierung der DNA aus den Blutproben

Bevor die Erreger im Hundeblut nachgewiesen werden konnten, musste die DNA aus der
Matrix des FTA®-Papiers herausgelost werden. Alle Schritte der DNA-Isolation wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Das verwendete Protokoll wurde bereits von Becker et al.

(2004) beschrieben und ist eine Modifikation des Protokolls des FTA®-Herstellers Whatman®.

Zuerst wurden zwei kreisrunde Scheiben mit Probenmaterial und einem Durchmesser von je
1,2 mm aus der FTA®-Karte ausgestanzt (FTA® Harris Uni-Core™ Stanze 1,2 mm, Carl
ROTH® und FTA® Harris Schneidematte 6,25 cm x 7,6 cm, Carl ROTH®). Diese wurden in
ein Safe Seal-Reaktionsgefdl gelegt, um sie dann Smin mit 250 ul FTA®
Aufreinigungsreagenz (Carl ROTH®) inkubieren zu lassen. Nach Entfernung der Fliissigkeit
wurde der Schritt weitere zweimal wiederholt. Danach wurden die Scheiben dreimal 5 min lang
mit 250 pl TE-1 Puffer inkubiert. Auch hier musste jedes Mal nach Beendigung der
Inkubationszeit die gesamte Fliissigkeit entfernt werden. Im Anschluss daran wurden die
Scheiben mindestens 1 h lang bei Raumtemperatur oder 30 min bei 50 °C getrocknet. Nun

wurden 30 pl 5%iger Chelex 100® Resin-Losung auf die Scheiben gegeben, um sie 30 min bei
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90 °C inkubieren zu lassen. Zuletzt wurde alles 10 s durchmischt und danach 20 s zentrifugiert

(Becker et al. 2004). Der Uberstand enthielt die DNA und wurde bei - 20 °C gelagert.

2.1.4 Untersuchung der Blutproben

Die aus den Blutproben isolierte DNA wurde mittels Polymerasekettenreaktion untersucht
(Kapitel I1I 2.2). Alle 246 Proben wurde mit einer zu diesem Zweck entwickelten Triplex-PCR
getestet (Kapitel 111 2.2.1.3). AuBBerdem wurden 204 Blutproben aus Griechenland, Ungarn und
Bosnien-Herzegowina mit einer zusdtzlich entwickelten Quadruplex-PCR analysiert (Kapitel
II12.2.1.4). Die durch die PCR-Verfahren erhaltenen Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet
(Kapitel III 2.5). Dabei wurden die 12 israelischen Proben nicht berticksichtigt, da es sich bei
den beprobten Hunden um bereits diagnostizierte Tiere handelte. Diese Blutproben wurden
ausschlieBlich zur Erstellung von Positivkontrollen sowie zur Etablierung der DNA-Extraktion
(Kapitel I1I 2.1.3) und der Multiplex-PCR (Kapitel III 2.2.1) verwendet. Nach Abschluss dieser
Untersuchungen, welche Erregerfamilien und -ordnungen identifizierte, sollte die
Speziesdifferenzierung mit einem Bead-basierten Multiplex-Diagnostikverfahren (Luminex®-

XMAP®-Technologie) erfolgen (Kapitel 111 2.4).

2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR dient dazu DNA-Sequenzen zu vervielfiltigen, indem Kopien dieser Sequenzen
erstellt werden. Dazu bendtigt man DNA-Mutterstringe, die als Vorlage fiir die Synthese
dienen und Template genannt werden. Daran binden spezifische Primer. Das sind
Oligonukleotide, die komplementér zum Mutterstrang sind und den Startpunkt der Replikation
bilden. Sie begrenzen das Fragment, das amplifiziert werden soll. Dabei ist der Vorwirts-
Primer komplementir zum 3'-Ende des anti-,,sense‘“-Strangs, so wie der Riickwarts-Primer zum
3‘-Ende des ,,sense*“-Strangs. Die Primer sind die Ansatzstellen fiir die DNA-Polymerase, das
Enzym, welches die Replikation katalysiert. Seine Aufgabe ist die Verldngerung des Stranges
in 5’ = 3'- Richtung durch die Bindung von freien Nukleotiden an 3'-OH-Enden (McPherson
and Moller 2006a). Meist wird eine sogenannte Taqg-Polymerase verwendet, die aus der in
heiflen Quellen lebenden, hitzestabilen Bakterienspezies Thermus aquaticus stammt (Innis et

al. 1988). Neben dem Template, den Primern, der Polymerase und den vier Desoxynucleosid-
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Triphosphaten (dNTPs) werden auBlerdem ein Puffer und MgClybendtigt, um optimale

Bedingungen fiir die Polymerase zu gewéhrleisten (Sambrook and Russell 2001a).

Die PCR besteht aus Wiederholungen von Temperaturzyklen, die in einem Thermocycler
ablaufen. Dabei wird die DNA exponentiell vermehrt. Wenn mit einer Hot Start Taq-
Polymerase gearbeitet wird, muss diese zundchst bei 94 °C einige Minuten lang hitzeaktiviert
werden (McPherson and Meller 2006b). Dabei erfolgt die Denaturierung der DNA, bei der sich
der Doppelstrang in zwei Einzelstrange teilt. Das geschieht gewdhnlich bei 94 - 95 °C und
dauert etwa 15 s. Die Anlagerung der Primer erfolgt, indem die Temperatur ca. 10 - 60 s auf
etwa 2 - 10 °C unter die Schmelztemperatur der Primer gesenkt wird. Im Elongationsschritt bei
72 —78 °C werden die zur Zielsequenz komplementéren Stringe synthetisiert, wobei die Primer
als Startpunkt dienen. Dabei lagert die Polymerase die dNTPs an die 3'-Enden der Primer an.
Die Liange des gewiinschten Zielfragments bestimmt die Elongationszeit. Am Ende eines
Zyklus sollten wieder Doppelstringe vorliegen und die Anzahl der zu amplifizierenden DNA-
Fragmente sollte sich idealerweise verdoppelt haben. Die Denaturierungs-, Anlagerungs- und
Elongationsschritte werden mehrere Male wiederholt. Die Anzahl der Wiederholungen richtet
sich nach der Menge des Templates zu Beginn der Reaktion und der Spezifitit sowie
Sensitivitdt der Reaktion. AnschlieBend kann im letzten Zyklus ein weiterer Schritt bei 72 —
75 °C durchgefiihrt werden. Hier soll sichergestellt werden, dass an eventuell {ibrig gebliebenen
Einzelstringen noch eine Verldngerung der Primer stattfindet (Sambrook and Russell 2001b).
Neben Singleplex-PCR-Verfahren, in denen ein DNA-Fragment mit Hilfe eines Primerpaares
nachgewiesen wird, sind auch Multiplex-PCR-Verfahren moglich. Dabei werden mehrere
Primerpaare verwendet und verschiedene DNA-Segmente innerhalb einer Reaktion detektiert

(Markoulatos et al. 2002).

2.2.1 Entwicklung und Durchfiihrung der PCR

2.2.1.1 Singleplex-PCR

In den Singleplex-PCR-Verfahren wurde jeweils DNA von Arten der Piroplasmida,
Anaplasmataceae oder Onchocercidae (Primer in Tabelle III-1) amplifiziert. Die Amplifikation

wurde mit Hilfe des Maxima™ Hot Start PCR Master Mix (2x) durchgefiihrt.
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25 ul Ansatz fiir den Maxima™ Hot Start — Mastermix:
- 16,8 ul DEPC-Wasser
- 2,5 ul 10x Hot Start PCR Puffer
- 2,5ul(2,5 mM) Mg**
- 0,5 ul (10 mM) dNTPs
- 0,75 pl (10 uM) Vorwérts-Primer
- 0,75pl (10 uM) Riickwérts-Primer
- 0,2 ul (5 U/ul) Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase

Zum Schluss wurde 1 pl Template einer Positivkontrolle (Tabelle 111-4) pro Master Mix —
Ansatz hinzu pipettiert. Zusitzlich gab es bei jeder Singleplex-PCR eine Negativkontrolle,
deren Reaktionsansatz 1 ul DEPC-Wasser anstatt Template enthielt.

Das Programm fiir den Thermocycler richtete sich nach den Herstellerangaben von Maxima™
Hot Start (Tabelle I11-6). Fiir die Hybridisierungstemperatur im Anlagerungsschritt wurde sich
zundchst an den Schmelztemperaturen der verwendeten Primer orientiert (Tabelle I1I-1). Die

endgiiltige Hybridisierungstemperatur von 58 °C wurde schlielich experimentell ermittelt.

Tabelle I1I-6 Thermocyclerprogramm fiir die Singleplex-PCR

Hitzeaktivierung der Polymerase 95 °C 4 min
Denaturierungsschritt 95 °C 15s
Anlagerungsschritt 58 °C 30s
Elongationsschritt 72 °C 30s
Finale Elongation 72 °C 10 min
Kiihlung 4°C 00

Die Denaturierungs-, Anlagerungs-, und Elongationsschritte wurden 40 Mal wiederholt.
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2.2.1.2 Duplex-PCR

Hierbei wurden die Primer zur Detektion von Piroplasmida und Onchocercidae (Tabelle I1I-1)
kombiniert. Es wurden ebenfalls der Maxima™ Hot Start PCR Master Mix (2%) und die
Hybridisierungstemperatur von 58 °C verwendet. Die Durchfiihrung orientierte sich an der

Singleplex-PCR.
25 ul Ansatz fiir den Maxima™ Hot Start — Mastermix:
- 15,3 ul DEPC-Wasser
- 2,5 ul 10x Hot Start PCR Puffer
- 2,5ul (2,5 mM) Mg?*
- 0,5 ul (10 mM) dNTPs
- 0,5 ul (0,2 uM) pro Vorwérts-Primer
- 0,5 ul (0,2 uM) pro Riickwirts-Primer
- 0,2 ul (5 U/ul) Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase

Zuletzt wurden je Iyl Template der Erregergruppen Piroplasmida und Onchocercidae
hinzugefiigt als Positivkontrolle (Tabelle I1-4). Bei jeder Duplex PCR gab es eine
Negativkontrolle, welche 2ul DEPC-Wasser anstatt Template enthielt.

Das Programm im Thermocycler wurde von der Singleplex-PCR iibernommen (Tabelle II1-6).
Die Denaturierungs,- Anlagerungs,- und Elongationsschritte wurden bei der Duplex-PCR 40

Mal wiederholt.

2.2.1.3 Triplex-PCR

Dieses Nachweisverfahren wurde zur Untersuchung der insgesamt 246 Blutproben von Hunden
aus siid- und siidosteuropéischen Landern genutzt (Kapitel III 2.1). Bei den Primern handelt es
sich um die in Tabelle III-1 aufgefiihrten DNA-Sequenzen zur Detektion von Piroplasmida,
Anaplasmataceae sowie Onchocercidae. Zundchst wurde versucht die Triplex-PCR, so wie
auch schon die Duplex-PCR, mit dem Maxima™ Hot Start PCR Master Mix (2x)
durchzufiihren. Da es mit diesem Ansatz nicht gelang die Banden aller drei Erregergruppen
darzustellen, wurden verschiedene Primerkonzentrationen (0,1 uM, 0,2 uM, 0,3 uM, 0,4 uM,
0,5 pl, 0,6uM) sowie unterschiedliche viele Wiederholungen der Thermocyclerzyklen (35 — 50
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Wiederholungen) getestet. Zusétzlich wurden die Q-Solution und verschiedene
Konzentrationen von Mg?" (1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM, 3 mM) verwendet. Anstatt Maxima™ Hot
Start wurde schlieBlich das QIAGEN® Multiplex PCR Plus Kit verwendet. Die Orientierung
an den Herstellerempfehlungen fiir den Mastermix-Ansatz fiihrte zu den gewiinschten

Ergebnissen (Kapitel V1.1).

25 pul Ansatz fiir den QIAGEN® Multiplex PCR Plus -Mastermix:

4 ul DEPC-Wasser

12,5 ul 2x Multiplex PCR Master Mix

0,5 1 (0,2 uM) pro Primer

2,5 ul 5% Q-Solution

Es wurden 3 pl Template pro Reaktionsansatz hinzugefiigt, das bedeutet je ein 1 pul Template
der Erregegruppen Piroplasmida, Anaplasmataceae sowie Onchocercidae als Positivkontrolle
(Tabelle III-4). Fiir die Untersuchung der Blutproben wurden 3 pl des DNA-Eluats der
Extraktion aus den FTA-Karten verwendet (Kapitel III 2.1.3). Bei jeder Triplex-PCR gab es
eine Negativkontrolle, die 3 ul DEPC-Wasser anstatt DNA-Eluat oder Positivkontrolle enthielt.

Fir das Thermocyclerprogramm wurde sich an den Herstellerangaben des QIAGEN®
Multiplex PCR Plus Kits sowie an den Hybridisierungstemperaturen der Primer in den
Singleplex-PCR-Verfahren orientiert. Zusitzlich wurden Temperaturgradienten (57 °C - 65 °C)

durchgefiihrt, um zu bestitigen, dass die gewéhlte Temperatur optimal ist.
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Tabelle I1I-7 Thermocyclerprogramm fiir die Triplex-PCR

Hitzeaktivierung der Polymerase 95°C 5 min
Denaturierungsschritt 95 °C 30s
Anlagerungsschritt 58 °C 90 s
Elongationsschritt 72 °C 30s
Finale Elongation 68 °C 10 min
Kiihlung 4°C 0

Die Denaturierungs-, Anlagerungs-, und Elongationsschritte wurden bei dieser PCR 40 Mal

wiederholt.

2.2.1.4 Quadruplex-PCR

Die Blutproben von Hunden aus Ungarn und Griechenland wurden zusitzlich zur Triplex-PCR
auch mit diesem Nachweisverfahren untersucht. Fiir diese PCR wurden alle vier Primerpaare
zur Detektion von Piroplasmida, Rickettsia spp., Anaplasmataceae sowie Onchocercidae

(Tabelle I1I-1) kombiniert und das QIAGEN® Multiplex PCR Plus Kit verwendet.

25 ul Ansatz fiir den QIAGEN® Multiplex PCR Plus —Mastermix:

2 pl DEPC-Wasser

- 12,5 pl 2x Multiplex PCR Master Mix
- 0,5ul (10 uM) pro Vorwérts-Primer

- 0,5 ul (10 uM) pro Riickwirts-Primer

- 2,5 ul 5% Q-Solution

In jeden Reaktionsansatz wurden je 1 ul Template pro Erregergruppe Piroplasmida,
Rickettsia spp., Anaplasmataceae sowie Onchocercidae als Positivkontrolle (Tabelle I11-4)

verwendet. Also wurden insgesamt 4 pl Template pro Reaktionsansatz hinzugefiigt. Es wurde
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die gleiche Menge an DNA-Eluat pro Reaktionsansatz aus der Extraktion der FTA-Karten
(Kapitel I 2.1.3) verwendet. Zusitzlich gab es bei jeder Quadruplex-PCR eine
Negativkontrolle, die 4 ul DEPC-Wasser anstatt der Positivkontrollen oder des DNA-Eluats
enthielt.

Das Programm fiir den Thermocycler wurde nach Durchfiihrung einiger Temperaturgradienten
vom Triplex-PCR-Verfahren {ibernommen (Tabelle III-7) und orientierte sich wieder an den
Herstellerangaben des QIAGEN® Multiplex PCR Plus Kits sowie an den
Hybridisierungstemperaturen der Primer in den Singleplex-PCRs. Der zweite, dritte und vierte
Schritt des Thermocyclerprogramms wurde, wie bei der Triplex-PCR, auch bei der Quadruplex-

PCR 40 Mal wiederholt.

2.2.1.5 Ermittlung der Nachweisgrenzen der Singleplex-, Duplex-, Triplex- und Quadruplex-

PCRs

Um die Sensitivitit der Singleplex- und Duplex-PCRs zu testen, wurden Verdiinnungsreihen
mit den Plasmidpositivkontrollen angefertigt. Daflir wurde zundchst der DNA-Gehalt der
einzelnen Positivkontrollen mit in einer TAKE3 Platte im Photometer Synergy 4 (BIOTEK)
gemessen (Kapitel I1I 2.3.5). Anhand der Ergebnisse wurde die Anzahl der DNA-Molekiile/ul
errechnet (Kapitel III 2.3.8) und mit der entsprechenden Menge DEPC-Wasser so verdiinnt,
dass die Verdiinnungsstufen 10°, 4x10%, 4x10%, 4x10!, 2x10', 10! und 5 DNA-Molekiile/pl
entstanden. Diese wurden dann als Template in den Singleplex- und Duplex-PCRs verwendet.
Auf die gleiche Weise wurden Sensitivititstests bei den Triplex- und Quadruplex-PCRs
durchgefiihrt. Dabei wurden Verdiinnungsreihen der Plasmidpositivkontrollen mit den
Verdiinnungsstufen 108, 10°, 4x10%, 4x10%, 4x10', 2x10! und 10" DNA-Molekiile/ul fiir die
Triplex-PCR sowie 10°, 4x10°, 4x10' und 10" DNA-Molekiile/ul fiir die Quadruplex-PCR
getestet.

2.2.2 Gelelektrophorese

Um PCR Produkte sichtbar zu machen, verwendet man die Gelelektrophorese. Dabei lauft DNA

in einem Agarosegel durch ein elektrisches Feld und wird mit einem Farbstoff markiert, der

unter UV-Licht bzw. Blaulicht fluoresziert. Die DNA bewegt sich durch ihre negative Ladung

weg von der Katode in Richtung der Anode, wird aber dabei durch die gitterartige Struktur des
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Agarosegels behindert. Kleine Fragmente wandern daher schneller durch das Agarosegel als
groBBe. Somit wird eine Auftrennung der DNA nach Anzahl der Basenpaare im Gel erzielt

(Weiher et al. 2006).

Die Gen-Fragmente wurden mit Hilfe des Farbstoffes GRGreen unter UV-Licht sichtbar
gemacht. Dieser Farbstoff bindet an die DNA, ist jedoch, nach Herstellerangaben, deutlich
weniger zytotoxisch und mutagen als das hiufig verwendete Ethidiumbromid. Unter UV-Licht
fluoreszierten die gefdrbten DNA-Fragmente und wurden als Banden sichtbar. Die Banden
wurden mit einem standardisierten Marker abgeglichen, der neben den PCR-Produkten auf das
Agarosegel aufgetragen wurde. Somit konnte die Anzahl der Basenpaare einer Bande

abgeschétzt werden.

Die Gele wurden hergestellt, indem Agarosepulver in 1x TAE-Puffer gekocht und GRGreen
(10.000x in H20) in der Konzentration 1 pl/10 ml dem Gel hinzugefiigt wurde. Das noch
fliissige Gel wurde in eine Form gegossen. Die Taschen fiir die PCR-Produkte und Marker
wurden durch einen Kamm geformt, der in das fliissige Agarosegel gesteckt wurde. Nach
Aushirtung wurde das Gel mit seiner Form in eine Gelkammer, gefiillt mit 1x TAE-Puffer,
gelegt und mit den Proben und Markern beladen. Jede Probe wurde zuvor mit 6-fach
konzentriertem Ladungspuffer versetzt, so dass sich eine einfache Endkonzentration des Puffers
in der Probe ergab. Dann wurde eine elektrische Spannung von 3 - 4 V/cm in der Gelkammer
angelegt, um die DNA-Fragmente ihrer Grofle nach aufzutrennen. AnschlieBend war das

Ergebnis unter UV-Licht zu sehen und konnte fotografiert werden.

Nach den hier beschriebenen PCR-Verfahren (Kapitel III 2.2.1) wurden die Amplikons stets

auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen.

2.3 Erstellung der Plasmidpositivkontrollen

Um falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse der PCR-Reaktion auszuschlieen und eine
Aussage tiiber die Sensitivitit der Methode treffen zu konnen, werden, neben einer
Negativkontrolle, entsprechende Positivkontrollen bendtigt. Die in dieser Studie verwendeten
Positivkontrollen ~ waren = DNA-Proben von A.  phagocytophilum, E. canis,
Cand. Neoehrlichia mikurensis, R. raoultii (Rickettsiales), B. canis, B. gibsoni, B. rossi,
B. vogeli (Piroplasmidae), D. immitis, D. repens, Mikrofilarie ,,greek dog* (Onchocercidae)
(Tabelle 1II-4). Obwohl R. raoultii im weiteren Verlauf dieser Arbeit nicht fiir die

speziesspezifischen Untersuchungen der caninen Blutproben verwendet wurde, wurde die
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DNA-Probe als Positivkontrolle fiir die Rickettsiales genutzt, da entsprechendes

Probenmaterial im Labor fiir die Verwendung in verschiedenen Projekten vorlag.

Im Folgenden werden die Schritte zur Erstellung der verwendeten Plasmidpositivkontrollen

beschrieben.

2.3.1 Gewinnung der DNA

Die Erreger-DNA wurde entweder durch andere Forschungsprojekte zur Verfligung gestellt
(D. repens, Mikrofilarie ,,greek dog“, A. phagocytophilum, Cand. Neoehrlichia mikurensis,
R. raoultii, B. rossi, B. vogeli) oder musste mit unterschiedlichen Methoden aus Probenmaterial

isoliert werden (D. immitis, B. canis, B. gibsoni, E. canis).

Dirofilaria immitis: Isolierung von DNA mit Nucleo Spin® Tissue

Hier wurde eine Menge von 25 mg Probenmaterial nach Herstellerangaben mit dem
kommerziell erwerblichen Kit Nucleo Spin® Tissue (MACHEREY-NAGEL) verarbeitet. Das
verwendete Probenmaterial entsprach einem Wurm und stammte aus der Doktorarbeit von
Dr. rer. nat. Daniel Kulke am Institut fiir Parasitologie und Tropenveterindrmedizin. Die
gewonnene DNA wurde zum Schluss in 100 pl Elutionspuffer des Herstellers eluiert und bei -

20 °C gelagert.

Babesia canis und Babesia gibsoni: Isolierung von DNA mit Nucleo Spin® Blood

DNA der Erreger B. canis und B. gibsoni wurden aus EDTA-Blutproben mit dem kommerziell
erhéltlichen Kit Nucleo Spin® Blood (MACHEREY-NAGEL) isoliert. Das verwendete EDTA-
Blut stammte aus dem Probenbestand des Instituts fiir Parasitologie und
Tropenveterindrmedizin und war bereits zu einem fritheren Zeitpunkt positiv auf die genannten
Erreger getestet worden. Bei der DNA-Isolierung wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

Die in 100 pul Elutionspuffer geloste DNA wurde anschlieend bei -20 °C aufbewahrt.
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Ehrlichia canis: Isolierung von DNA aus FTA-Karten

Hier wurden Blutproben von Hunden aus Israel mit einer bestitigten E. canis Infektion
verwendet, die auf FTA-Karten archiviert waren (Tabelle III-5). Die Isolierung der DNA aus
Blutproben von FTA-Karten wurde in Kapitel III 2.1.3 beschrieben.

2.3.2 Fillung und Aufreinigung von PCR-Produkten

Das gewiinschte DNA-Fragment aus dem Genom des Erregers wurde zundchst mittels PCR
amplifiziert und nach der Gelelektrophorese unter UV-Licht iiberpriift. Da das UV-Licht bei
den Nukleinbasen Cytosin und Thymin im PCR-Produkt zu Dimeren fiihren kann, musste nach
der Uberpriifung erneut eine Gelelektrophorese durchgefiihrt werden, um die Gensequenz
unbeschadet aus dem Agarosegel herauszulosen. Bei der Dimerisation verkniipfen sich
benachbarte Thymin- oder Cytosin-Reste und verhindern die DNA-Replikation (Diniz et al.
2011). Zunachst wurde das Gel auf den Blue Light Converter (SYNGENE) gelegt, der das UV-
Licht in Blaulicht umwandelt. Dort konnte die Bande mit einer Skalpellklinge
herausgeschnitten werden. Das so gewonnene Gelstiick mit dem PCR-Produkt wurde auf den
Filter einer 1000 pul Filterspitze gelegt, die in einem 1,5 ml-Reaktionsgefd3 stand und deren
Spitze zuvor abgetrennt wurde. Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei ca. 5345 x g wurde die
Filterspitze mit dem Gelrest verworfen. Es wurde nur mit dem Durchfluss, der das PCR-Produkt
enthielt, weiter gearbeitet. Die nun folgende Aufreinigung wurde wihrend dieses
Forschungsprojektes mit zwei unterschiedlichen Methoden durchgefiihrt. Bei der weniger
aufwendigen Variante wurde das High Pure PCR Product Purification Kit von ROCHE nach
Herstelleranweisungen verwendet. Bei einer anderen, ebenfalls angewandten, Methode wurden
zu der Menge des Durchflusses 1 pl Glycogen, 3 M Natriumacetat-Losung im Verhéltnis 1:10
und -20 °C kaltes Isopropanol im Verhéltnis 1:1 in der gegebenen Reihenfolge hinzugefiigt.
Alles wurde vorsichtig vermischt und mindestens 12 h bei -20 °C gelagert. Im Anschluss an
diese Lagerung folgte die Aufreinigung des PCR-Produktes indem die Fliissigkeit 30 min bei
14000 x g und 4 °C zentrifugiert wurde. Danach wurde 1 ml -20 °C kalter 70%iger Ethanol
dazu gegeben, gemischt und 10 min bei 14000 x g sowie 4 °C zentrifugiert. Es bildete sich ein
Pellet am Boden des ReaktionsgefiBes, das die DNA enthielt. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 20 bis 30 pl autoklaviertem Aqua bidest. gelost. Die DNA konnte nun bei -
20 °C gelagert werden.
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2.3.3 Klonierung

Zur Vervielfiltigung der PCR-Molekiile wurde die Methode der Klonierung verwendet. Der
Vorgang wurde mit Hilfe eines Plasmid-Vektors in kompetenten E.-coli-Zellen durchgefiihrt.
Das hier verwendete Plasmid pCR®4-TOPO® TA mit 3957 bp wurde speziell fiir die
Klonierung von PCR-Fragmenten entwickelt, die mit einer Taq Polymerase amplifiziert worden
sind (Abbildung III-1). Es diente wéihrend dieses Projektes als Vektor. Als Selektionsmarker
besitzt pPCR®4-TOPO® ein Ampicillin- und ein Kanamycin-Resistenzgen. Auflerdem besitzt
es das ccdB-Gen, welches inhibierende Wirkung auf die bakterielle Gyrase hat und Bakterien
zum Absterben bringt. Dieses Gen wird ausschlieBlich in den E. coli—Zellen, in denen das PCR-
Fragment nicht eingebaut wurde, exprimiert. Zusétzlich verfligt der Vektor tiber Schnittstellen
fiir das Restriktionsenzym EcoRI, mit deren Hilfe der eingefiigte Genabschnitt wieder

herausgeldst werden kann (LifeTechnologiesCorporation 2012).
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LacZa initiation codon
M13 Reverse priming she| T3 priming site
[ 1

[ [
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCRAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAMGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGETTCGAGT CTTAATTGGE AGTGATTTCC

_|Spel Pst| Pmel| EcoRI EcoR | Mot |
. | | | | |
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAR ACGAATTCGC CCTI\GGGC GAATTCGCGE
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCS GGARNAaddl T TCCCG CTTAAGCGCC
T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

CCGCTARATT D‘U\TTCGICCC TATAGTGAGT CGTA‘\TT!\'CM TTCACTGECC GTCGTTTTAC

GGCGATTTAR GTTAAGCGEEG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGE CAGCAAAATG

3N

Comments for pCR®4-TOPQ®
3956 nucleotides

lac promoter region: bases 2-216
CAP binding site: bases 95-132
RMA polymerase binding site: bases 133-178
Lac repressor binding site: bases 179-199

Start of transcription: base 179

M13 Reverse priming site: bases 205-221

LacZo-cedB gene fusion: bases 217-810
LacZo portion of fusion: bases 217-497
ccaB portion of fusion: bases 508-810

T3 priming site: bases 243-262

TOPQ® Cloning site: bases 294-295

T7 priming site: bases 328-347

M13 Forward (-20) priming site: bases 355-370

Kanamycin promoter: bases 1021-1070

Kanamycin resistance gene: bases 1159-1953

Ampicillin {bla) resistance gene: bases 2203-3063 (c)

Ampicillin (bla) promoter: bases 3064-3160 (c)

pUC origin: bases 3161-3834

(c) = complementary strand

Abbildung III-1: TOPO TA Cloning® Vektor PCR 4 TOPO (Copyright Thermo Fisher
Scientific)
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Fiir die Klonierung wurde das TOPO TA Cloning® for Sequencing Kit benutzt und mit

wenigen Modifikationen nach Herstellerangaben vorgegangen.

Ansatz zur Ligation des DNA-Fragments in den Plasmidvektor:
- 2 ul des PCR-Fragmentes
- 0,5 pl Salt Solution (Puffer) (Invitrogen)

- 0,5 pl pPCR®4-TOPO®- Vektor (Invitrogen)

Alles wurde vorsichtig in einem Reaktionsgefdall vermischt. Darauf folgte eine Inkubationszeit
von 30 min bei Raumtemperatur. Da das PCR-Produkt durch die Amplifizierung mit einer Taq-
Polymerase eine liberhdngende Nukleinbase Adenin am 3°‘-Ende aufweist, kann es wihrend
dieses Schrittes mit dem Thymin-Uberhang am 5°‘-Ende der Vektorschnittstelle ligieren. Die
Topoisomerase I, die an das Plasmid gebunden ist, fungiert hierbei als Ligase
(LifeTechnologiesCorporation 2012). Um die Reaktion zu beenden, wurde der Ansatz auf Eis
gestellt. Fiir die Transformation des Vektors in chemisch kompetente E. coli-Zellen
(One Shot® TOP10) wurden 2 ul des Ansatzes mit den zuvor auf Eis aufgetauten Zellen
vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Wihrend des sich anschlieBenden Hitzeschocks fiir
30 sek bei 42 °C wurde das Plasmid in die E. coli- Zellen aufgenommen. Dann folgte die
Vermischung der Zellen mit etwa 37 °C warmem S.0.C.-Medium sowie die Kultivierung fiir
eine Stunde im Warmeschiittelschrank MAX Q 6000 bei 37 °C und 200 rpm. Im Anschluss
wurden die Zellen auf LB-Agar, dem Kanamycin (0,1 g/ml) zugefiigt wurde, iiber Nacht
selektiert. Das gewaihrleistet, dass nur Kolonien wachsen, die das Plasmid mit seinem
integrierten Selektionsmarker aufgenommen haben. Die anschliefende Kultivierung von
ausgewdhlten Kolonien, die mit Pipettenspitzen von der Platte in Fliissigmedium iiberfiihrt
wurden, fand ebenfalls iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm in LB-Medium mit Kanamycin
(0,1 g/ml) statt.

2.3.4 Isolierung des Plasmids

Die Préparation des Plasmids erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit, welches das Plasmid
aus den E. coli — Zellen herauslost. Dazu wurden ca. 2 ml der Zellsuspension 30 s lang bei
Raumtemperatur und 11 000 x g zentrifugiert. Das aus E. coli - Zellen bestehende Pellet wurde
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dann mit dem Kit nach Herstellerangaben weiter bearbeitet. Im letzten Schritt wurde das

gewonnene Plasmid mit 50 pl autoklaviertem Aqua bidest. geldst.

Wenn ein groBeres Volumen an Plasmid gewiinscht wurde, stand die Plasmidpraparation mit
dem Pure Yield™ Plasmid Midiprep System zur Verfiigung. Dafiir benotigte man 50 ml LB-
Medium mit Kanamycin (0,1 g/ml). Diese Menge wurde in 50 ml Falcon-R6hrchen tiberfiihrt
und 10 min bei 5000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen nach Herstellerangaben bearbeitet. Das isolierte Plasmid wurde zum Schluss mit

500 pl autoklaviertem Aqua bidest. eluiert.

2.3.5 Quantifizierung des DNA-Gehalts

Nach der DNA-Isolierung wurde jedes eluierte Plasmid hinsichtlich der Menge und Qualitit
seines Nukleinsduregehaltes im Plattenphotometer Synergy 4 (BIOTEK) untersucht. Dazu
wurden jeweils 2 ul im Doppelansatz auf die Take3™ Multi-Volume Platte (BIOTEK)
aufgetragen und die gesuchten Parameter durch Messungen der Absorption bei 260, 280 und

320 nm ermittelt.

Im Wellenldangenbereich von 260 nm absorbieren die Basen der Nukleinsduren. Die optische
Dichte reiner doppelstringiger DNA mit einem Gehalt von 50 ng/ml bei dieser Wellenlidnge
und 1 cm optischem Weg wird hier mit dem Wert 1 angegeben. Dadurch ergibt sich folgende
Formel zur Berechnung des DNA-Gehalts:

Konzentration [pg/ml]= ((OD*260—0D320) x Verdiinnungsfaktor x 50 ug/ml)

* OD = optical density (optische Dichte)

Das Absorptionsoptimum fiir verschiedene aromatische Aminosduren liegt bei 280 nm. Das
Verhiltnis OD260/0D280 gibt den Reinheitsgrad der eluierten Plasmide an. Idealerweise liegt
dieser Quotient im Bereich zwischen 1,8 und 2,0. Niedrigere Werte weisen auf eine
Verunreinigung der Proben mit Proteinen hin, hohere Werte lassen eine Verunreinigung mit
Substanzen vermuten, die Carboxylgruppen enthalten, welche ebenfalls bei 260 nm
absorbieren. Die Messung der Absorption bei 320 nm liefert eine weitere Aussage iiber die

Verunreinigung insbesondere mit partikuldren Material und fungiert als MaB fiir unspezifische
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(Wellenldngen-unabhingige) Streuung. Je dichter dieser Messwert an Null liegt, desto weniger

Verunreinigungen sind in der Probe enthalten.

2.3.6 Uberpriifung der Plasmid-DNA

Zur Priifung, ob das gewlinschte DNA-Fragment in den Vektor integriert wurde, wurde es aus
diesem wieder herausgeschnitten. Das geschah mit Hilfe des Restriktionsenzyms EcoRI. Die

Schnittstellen dafiir flankieren die eingefligte Sequenz auf dem Plasmid.

Ansatz fiir den EcoRI Restriktionsenzymverdau:
- 16,5 ul autoklaviertes Aqua bidest.

- 2,5 ul 10xPuffer (Fermentas)

- 0,5 pul EcoRI (10 U/ul) (Fermentas)

- 100 ng DNA

Der Ansatz wurde 2 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend auf ein 0,8 %iges Agarosegel
aufgetragen. Die PCR Produkte aus den Proben wurden dann hinsichtlich ihrer Gro3e (Menge

der Basenpaare) analysiert.

2.3.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung der gewonnenen Genfragmente wurden bei GATC Biotech AG in Konstanz
(Deutschland) durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit Hilfe von Clone Manager

Professional 9 sowie der Blast-Analyse mit der NCBI Datenbank ausgewertet.

2.3.8 Verdiinnung und Lagerung

Die Plasmide, welche die gewiinschte Erreger-DNA enthielten, wurden als Positivkontrollen
fiir diese Forschungsarbeit verwendet. Dazu war es notig Losungen mit einer definierten
Kopienmenge der Plasmid-DNA pro pl zu erstellen. Anhand der photometrisch bestimmten

DNA-Gehalte (ng/ul) (Kapitel III 2.3.5) sowie der Anzahl der Basenpaare des Plasmids
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inklusive der integrierten Erreger-DNA wurde rechnerisch die Anzahl der DNA-Molekiile/pl

ermittelt. Dafiir ging man von folgender Gleichung aus:

1 pg eines 1000 bp Plasmids = 9,1 x 10! Molekiile

Anhand dieser Grundlage wurde mittels Dreisatz die Anzahl der DNA-Molekiile/ug unter
Einbeziehung der Linge des Plasmids (bp) berechnet.
Darauf folgte die Berechnung der DNA-Molekiile/ul anhand der oben genannten Parameter:

DNA-Molekiile/pl = Konzentration der DNA (pg/pl) x DNA-Molekiile/ pg

Im Anschluss an diese Berechnung wurden Verdiinnungen der Plasmid-DNA mit DEPC-

Wasser von 10° und 108 DNA-Molekiilen/ul erstellt und bei —20 °C gelagert.

2.4 Entwicklung eines Bead-basierten Multiplex-Diagnostikverfahrens

(Luminex®-xMAP®-Technologie)

Die in der PCR auf Gattungsebene diagnostizierten Pathogene sollten mit einem neuartigen
Verfahren auf Basis der Luminex®-xMAP®-Technologie speziesspezifisch differenziert
werden. Dieser Erregernachweis beruht auf Farbdetektion sowie Fluoreszenzmessungen von
Mikrosphéren, den sogenannten Beads, und bietet die Mdglichkeit einer qualitativen und
quantitativen Untersuchung von Probenmaterial. Die Beschaffenheit der Mikrosphiren-
Oberfliche mit ihren Carboxyl-Gruppen ermoglicht eine Kopplung von spezifischen
Oligonukleotidsequenzen, welche die Analyte binden und als Sonden bezeichnet werden
(Houser 2012). Die hier nachzuweisenden Analyte waren die in den PCR-Verfahren
amplifizierten Erreger-Sequenzen. Um die PCR-Produkte im Luminex®-Verfahren sichtbar zu
machen, war eine Markierung nétig. Dafiir wurden die Amplikons mit Amin-Biotin versehen
und konnten im Anschluss den Fluoreszenzfarbstoff Streptavidin-Phycoerythrin (Streptavidin-
PE) binden. Nach der Kopplung der Oligonukleotidsonden an die Beads erfolgte die Bindung
des PCR-Produktes an die komplementdre Sonde durch den Vorgang der direkten
Hybridisierung. Die Farbanalyse der Beads identifiziert diese anhand ihrer Farbung und die
Fluoreszenzmessung mit Streptavidin-PE ermdglicht die quantitative Erfassung der PCR-
Produkte (Dunbar 2006). Beides fand wihrend dieses Projektes im Bio-Plex ® 200 System
statt.
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2.4.1 Luminex®-Beads

Bei den Beads handelt es sich um carboxylierte Polystyren-Mikropartikel, die mit einer
spezifischen Mixtur aus Rot und Infrarot gefdrbt sind. Beide Farbstoffe gibt es in
unterschiedlichen Schattierungen. Das ermoglicht insgesamt 100 verschiedene Bead-
Farbungen, welche Regionen genannt werden. Jede Region steht fiir einen moglichen
Einzeltest. Das bedeutet, dass bis zu 100 verschiedene Analyte in einer Reaktion nachgewiesen
werden konnen (Dunbar 2006). In dieser Forschungsarbeit wurde mit den Regionen 12, 13, 14,
15, 18, 19, 20, 21, 22 und 25 gearbeitet. Die hier verwendeten 6,5 pum groflen MagPlex®-
Mikrosphéren von Luminex® enthalten magnetisches Material. Diese Eigenschaft verringerte
den Arbeitsaufwand, da im Vergleich zu nicht-magnetischen Beads keine Vakuumstation und
die Verwendung von Filtermembranen zum Separieren der Mikrosphiren nétig sind (Houser

2012).

2.4.2 Oligonukleotidsonden fiir das Luminex®-Verfahren

Die Oligonukleotidsonden wurden zum Teil fiir dieses Dissertationsprojekt generiert oder
stammten aus anderen Quellen (Tabelle III-2). Die dafiir verwendeten Genabschnitte der
Erreger, welche innerhalb der Primersequenzen lagen, wurden in einem Alignment
gegeniibergestellt und verglichen. Dazu wurden die Programme Primer3Plus und Clone
Manager Professional 9 verwendet. Mit dem Programm Mfold wurden dann die
Sekundérstrukturen der Sonden und der verwendeten PCR-Fragmente mit der gewéhlten
Hybridisierungstemperatur {iberpriift. Die Sonden sind jeweils mit einer Aminogruppe und
einem C-6-Spacer versehen. Die Aminogruppen waren zur Kopplung der Sonden an die
Mikrosphéren notig. Der C-6-Spacer bestand aus einer Kette von sechs Kohlenstoffatomen und

diente als Abstandhalter zwischen der Sonde und dem Amin.

2.4.3 Kopplung der Luminex®-Beads

Erregerspezifische Oligonukleotidsonden (Tabelle I1I-2) wurden mit Hilfe eines modifizierten
Protokolls von Luminex® an die Beads gekoppelt. Die Modifikationen beruhten auf dem
Protokoll der Arbeitsgruppe fiir Tumorimmunologie der Charité, Berlin (Dr. rer. nat. Andreas
Kaufmann). Jeder Sonde wurde einer Bead-Region zugewiesen. Bei den verwendeten Mag Plex

Low Concentration Microspheres™ stellte Luminex® ausschlieBlich die zehn in Tabelle I11-8
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aufgefithrten Regionen zur Verfligung. Die Zuordnung erfolgte so, dass Sonden einer

Erregergruppe moglichst weit voneinander entfernten Regionen zugeordnet waren.

Tabelle I11-8 Zuordnung der Oligonukleotidsonden zu den Luminex®-Bead-Regionen

Sonde Bead-Region
A/E- catch all 25
A.p. 13
B.c. 15
B. g. 19
B.v. 2l
Babesia-catch all 12
D.i. 14
E.c. 18
Filaria-catch all 20
22

N. m.

A/E-catch all: Anaplasma spp./Ehrlichia spp., A.p.: Anaplasma phagocytophilum, B.c.. Babesia canis, B.g.:
Babesia gibsoni, B.v. Babesia vogeli, Babesia-catch all: Babesia spp., D.i.: Dirofilaria immitis, E.c.. Ehrlichia

canis, Filaria-catch all: Filarioidae, N.m.: Cand. Neoehrlichia mikurensis

Zunichst mussten die Beads, die Sonden und das spater benodtigte EDAC ca. 30 min lang bei
Raumtemperatur aufgewdrmt werden. Dabei war es wichtig die Beads stets vor direktem Licht
zu schiitzen und vor jedem Gebrauch griindlich zu mischen, um Verklumpungen zu vermeiden.
Sobald die Beads Raumtemperatur erreicht hatten, wurden sie ca. 30 s auf dem Vortex-Riittler
gemischt und ca.20 s bei 45-55 kHz in einem Ultraschallwasserbad beschallt, um mogliche
Bead-Aggregate zu aufzulésen. Danach wurden 200 pl der Stammsuspension einer Bead-Sorte
(2,5 x 10° Beads/ml) in ein 1,5 ml-ReaktionsgefiB pipettiert und 30-60s in einem
Magnetseperator platziert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen. Nach dem
Entfernen des Reaktionsgefdl vom Magneten und der Zugabe von 25 pl MES-Losung (0,1 M,
pH 4,5), wurde das Gefdl3 ca.20 s auf dem Vortex-Riittler gemischt und anschlieend bei 45-
55 kHz beschallt. Danach wurden 4 pl der Sondenlosung (0,1 nmol/ul) hinzugefiigt und
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vermischt. Ein frisches EDAC-Alliquot (10 mg/ml) wurde hergestellt. Davon wurden 2,5 pl in
das Reaktionsgefd3 pipettiert. Das Bead-Sonden-Gemisch wurde nun 30 min bei 300 rpm in
einem Schiittelinkubator von Licht abgeschirmt inkubiert. Nach 15 min wurde das Gemisch
erneut kurz und vorsichtig gemischt, um Bead-Aggregaten vorzubeugen. Danach wurde ein
neues EDAC-Alliquot (10 mg/ml) vorbereitet und alle Schritte ein zweites Mal, wie
beschrieben, wiederholt. Nun wurde 1 ml einer 0.02 % Tween® 20-Losung hinzupipettiert. Auf
dem Magnetseperatator wurde der Uberstand nach 30-60 s abgenommen. Das Reaktionsgefif3
wurde anschlieBend vom Magnetseperator entfernt. Die oben beschriebene Inkubation auf den
Schiittelinkubator mit anschlieBendem vorsichtigem Mischen wurde danach als Wasch-Schritt
mit 1 ml einer 0,1 % SDS-Losung wiederholt. Nachdem auf dem Magnetseperator so viel
Fliissigkeit wie moglich entfernt wurde, konnten die Beads, an die nun die entsprechenden
Sonden gekoppelt waren, mit 100 ul einer TE-Losung (pH 8,0) resuspendiert werden. Die
Suspension, die eine Konzentration von 5000 Beads/ul haben sollte, wurde wieder 30 s auf dem
Vortex-Riittler gemischt, 20 s bei 45-55kHz beschallt und im Anschluss daran nach
Herstellerangaben bei 2-8 °C gelagert.

2.4.4 Verifizierung der Sonden und Uberpriifung der Kopplungsreaktion

Um die Kopplung der Sonden an die Beads zu iiberpriifen, wurden Oligonukleotide von
EUROFINS, Hamburg verwendet, die in Linge und Sequenz kompatibel zu den Sonden
(Kapitel IIT 1.7) und am 5’-Ende mit Biotin versehen waren. Diese Oligonukleotide wurden mit
den entsprechend gekoppelten Beads hybridisiert (Kapitel III 2.4.7). Damit konnte die reine
Kopplungsreaktion, unter Ausschluss anderer beeinflussender Faktoren wie Erfolg der PCR

und eventuelle Sekundérstrukturen der Amplikons, getestet werden.

2.4.5 Biotinylierung der PCR-Produkte

Damit der Fluoreszenzfarbstoff Streptavidin-PE die gesuchten PCR-Sequenzen markieren
kann, miissen diese zuvor mit einem Epitop versehen werden, welches die Féahigkeit hat den
Farbstoff zu binden. Dafiir wurde Biotin verwendet, da dieses mit Streptavidin eine starke
Bindung eingeht (Bailey et al. 2008). Die Biotinylierung wurde erzielt indem fiir die PCR
Riickwiérts-Primer (Tabelle III-1) verwendet wurden, die am 5’-Ende mit Biotin versehen

waren. Somit war das Biotin an die PCR-Produkte gebunden, die mit den Riickwérts-Primern
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amplifiziert wurden. Die biotinylierten Riickwérts-Primer wurden bei Invitrogen, Darmstadt

synthetisiert.

2.4.6 Reverse Line Blot (RLB) zur Verifikation der Biotinylierung

Um festzustellen, ob die Biotinylierung der PCR-Produkte erfolgreich war, wurde eine bereits
etablierte Methode, der RLB nach Nijhof et al. (2005) angewandt. Einige zuvor biotinylierte
PCR-Produkte von Plasmidpositivkontrollen wurden mit dieser Methode getestet. Dafiir

wurden die in Tabelle III-3 aufgelisteten Oligonukleotidsonden verwendet.

2.4.6.1 Oligonukleotidsonden fiir den Reverse Line Blot (RLB)

Hier handelte es sich um Oligonukleotidsonden, die aus einem Verfahren stammen, welches
zur Speziesdifferenzierung von PCR-amplifizierter Erreger-DNA dient (Matjila et al. 2008). In
diesem Disserationsprojekt wurden die Sonden jedoch zum Nachweis der Biotinylierung der
PCR-Produkte verwendet. Die Sonden besitzen eine Aminogruppe sowie einen C-6-Spacer am

5’-Ende und sind in Tabelle I1I-2 dargestellt.

2.4.6.2 Der Reverse Line Blot (RLB)

Der RLB wurde, wie in Nijhof et al. (2005) beschrieben, durchgefiihrt. Zuerst wurden die RLB-
Sonden vorbereitet, indem jeweils 400 pmol mit 150 ul 0,5 M Natriumhydrogenkarbonat
(pH 8,4) gemischt wurden. Dann folgte die Vorbereitung der Nylonmembran (Pall GmbH).
Dazu wurde sie zur Orientierung an den Ecken markiert und im Anschluss 10 min bei
Raumtemperatur mit frisch zubereiteten 10 ml EDAC (0,16 mg/ 10 ml Aqua bidest.) aktiviert.
Danach wurde die Membran mit Aqua bidest. abgespiilt und in einen Miniblotter auf eine
stabilisierende Schaumstoffmatte gelegt. Noch vorhandenes Wasser in den Vertiefungen wurde
mit einer Vakuumpumpe mit aufgesetzter Pipettenspitze abgesaugt. In die Vertiefungen wurden
150 pl des Natriumhydrogenkarbonats mit den geldsten Sonden gefiillt und mindestens 1 min
inkubiert. Die erste und letzte Vertiefung wurde mit Tinte markiert, die zuvor 1:1000 in
2xSSPE-Puffer gelost wurde. In dieser Zeit verteilten sich die Sonden auf einer senkrechten
Linie unter der Vertiefung, in die sie eingefiillt wurden und banden durch die Aktivierung mit

EDAC mit ihrer Aminogruppe an die Nylonmembran. Danach wurden die iiberschiissigen
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Sonden in den Vertiefungen mittels Vakuumpumpe wieder abgesaugt und die Membran mit
einer Pinzette aus dem Miniblotter entfernt. AnschlieBend erfolgten zwei Waschschritte von
8 min mit 100 ml einer frischen 100 mM Natriumhydroxidlésung und von 5 min mit 100 ml
eines 2xSSPE/0,1 % SDS — Puffers bei 60 °C. Die Temperatur wurde im Biometra Mini
Hybridisierungsofen erzeugt. Diese Schritte dienten der Entfernung nicht gebundener Sonden

und der Inaktivierung der Membran.

Zur Hybridisierung der PCR-Produkte an die auf der Nylonmembran gebundenen Sonden
wurden zunichst 10 pl der biotinylierten Amplikons mit jeweils 150 pl 2xSSPE/0,1 % SDS -
Puffer gemischt. Danach wurden sie 10 min bei 100 °C in einem Thermocycler denaturiert,
sofort im Anschluss auf Eis abgekiihlt und dann mit einer Tischzentrifuge kurz zentrifugiert.
Die Membran wurde 5 min in ca. 10 ml 2xSSPE/0,1 % SDS inkubiert und anschlieend, in
Relation zur Position der aufgetragenen Sonden, um 90° gedreht in den Miniblotter
eingespannt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Tintenlinien direkt unter den
Offnungen des Miniblotters liegen, um ein akkurates Auftragen der Amplikons im 90°-Winkel
zu den Sonden zu gewihrleisten. Uberschiissige Fliissigkeit wurde mit einer Vakuumpumpe
entfernt und die 160 pl der verdiinnten PCR-Produkte wurden jeweils in eine Vertiefung unter
Vermeidung von Luftblasen eingefiillt. Um ein versehentliches horizontales Verteilen der PCR-
Produkte zu vermeiden, wurden die nicht benutzten Vertiefungen mit 2xSSPE/0,1 % SDS —
Puffer gefiillt. Die Hybridisierung fand bei einer Temperatur von 42 °C statt. Dafiir wurde der
Miniblotter mit der Membran 60 min horizontal in den Hybridisierungsofen gestellt. Wahrend
dieser Zeit verteilten sich die PCR-Produkte linear senkrecht auf der Membran unter der
Vertiefung, in welche sie eingefiillt wurden. Dabei kam es zur Hybridisierung zwischen
Amplikon und komplementirer Sonde an den Stellen, an denen sich ihre Verteilungslinien
kreuzten. Uberschiissiges PCR-Produkt in den Vertiefungen wurde anschlieBend mit einer
Vakuumpumpe entfernt und die Membran aus dem Miniblotter entnommen. Sie wurde dann
ca. 10 min lang bei 50 °C in einer Schale mit 10 ml 2xSSPE/0,5 % SDS — Puffer im Wasserbad
unter leichtem Schwenken gewaschen, um nicht gebundene PCR-Produkte zu entfernen. Die
Markierung der hybridisierten Amplikons erfolgte durch das dreifigminiitige Inkubieren der
Membran in 10 ml 2xSSPE/0,5 % SDS — Puffer mit 2,5 ul des Enzyms Streptavidin-Peroxidase
(Streptavidin-POD) bei 42 °C im Hybridisierungsofen. Dabei band das Streptavidin an das
Biotin der Amplikons. AnschlieBend wurde das nicht gebundene Enzym 10 min im Wasserbad
bei 42°C mit vorerhitztem 2XSSPE/0,5 % SDS-Puffer unter leichtem Schwenken

abgewaschen. Die Lumineszenzreaktion wurde mittels Chemolumineszenzsubstrat Roti®-
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Lumin 1 und 2 ausgeldst. Die Chemikalien reagieren laut Angaben des Herstellers Carl Roth
mit der Meerrettichperoxidase (HRP), die an das Streptavidin gekoppelt ist. Dadurch wird Licht
emittiert. Von beiden Chemikalien wurden jeweils 5 ml laut Herstellerangaben gemischt und
auf Raumtemperatur erwirmt. AnschlieBend wurden 10 ml der Arbeitslosung auf die
Nylonmembran, die vorher auf eine Klarsichtfolie gelegt wurde, aufgetragen, mit einer zweiten
Klarsichtfolie ohne Lufteinschliisse abgedeckt und ca. 1 min einwirken lassen. Fiir die
Visualisierung und Bildgebung wurde die ChemoCam von INTAS verwendet. Die
Chemolumineszenz erreicht ihren Hohepunkt nach ca. 20 min. Danach verringert sich die

Signalstédrke schnell und stetig.

2.47 Luminex®-Hybridisierungsreaktion

Das verwendete Protokoll von Luminex® wurde mit einigen Anderungen durchgefiihrt. Hier
beruhten die Modifikationen auf dem Protokoll der Arbeitsgruppe fiir Tumorimmunologie der

Charité, Berlin (Arbeitsgruppenleiter: Dr. rer. nat. Andreas Kaufmann).

Die gekoppelten Mikrosphédren wurden zunédchst ca. 30 min bei Raumtemperatur aufgewirmt,
30 s geschiittelt und 20 s bei 45-55 kHz im Ultraschallwasserbad beschallt, um aggregierte
Mikrosphéren von einander zu 16sen. Dabei mussten sie stets vor direktem Licht geschiitzt
werden. Die Hybridisierung fand in einer 96-Well-Mikrotiterplatte statt. Es konnten also bis zu
96 Reaktionen pro Platte durchgefiihrt werden. Alle Reaktionen und Negativkontrollen wurden
in Doppel- oder Dreifachansdtzen durchgefiihrt. Fiir jede Reaktion wurden vom Hersteller 150
Mikrosphéren/pul von allen verwendeten Regionen empfohlen. Dafiir musste eine Verdiinnung
der gekoppelten Beads mit 1,5facher TMAC-Losung angefertigt werden. Diese Verdiinnung
wurde ebenfalls 30 s gemischt und 20 s bei 45-55 kHz im Ultraschallwasserbad beschallt. Fiir
jede Reaktion mit PCR-Produkten wurden 12 pl TE-Puffer (pH 8,0), 5 ul biotinyliertes PCR-
Produkt und 33 pl der Bead-Verdiinnung benétigt. Bei der Verifizierung der Bead-Kopplung
wurden 2 pul der zu den Sonden komplementdren und biotinylierten Oligonukleotide
(100 pmol/ml) verwendet. Entsprechend wurden 15 pl TE-Puffer (pH 8,0) und 33 pl der Bead-
Verdiinnung eingesetzt. Die Negativkontrollen bestanden aus 12 ul TE-Puffer (pH 8,0), 5 ul
der Negativkontrolle aus der PCR und 33 pl der Bead-Verdiinnung bzw. aus 17 pl TE-Puffer
und 33 pl der Bead-Verdiinnung. Ein Vermischen der Komponenten wurde durch vorsichtiges
Hoch- und Herunterpipettieren oder Mischen mit einem Vortex-Riittler auf niedriger Stufe

erzielt. Die Mikrotiterplatte wurde mit lichtundurchléssiger, selbstklebender Aluminium-

84




111 Material und Methoden

Abdeckfolie bedeckt und anschlieBend erst 5 min bei 95 °C, dann 45 min bei einer festgelegten
Hybridisierungstemperatur und 300 rpm inkubiert. Der erste Schritt diente der Denaturierung
der biotinylierten DNA aus der PCR und wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt. Wahrend
des zweiten Schritts fand die Hybridisierung der DNA an die Oligonukleotidsonden der Beads
statt. Als Hybridisierungstemperatur wurde 42 °C bestimmt. Auch andere Temperaturen und
Inkubationszeiten wurden getestet (Kapitel III 2.4.7.1). Dabei wurde ein Schiittelinkubator
benutzt, um ein Absinken und Verklumpen der Beads zu vermeiden. Danach wurde die
Mikrotiterplatte 30-60 s auf einem Magnetseparator platziert. Beim anschlieenden
Herausschiitten der Fliissigkeit verblieben die Beads durch den Magneten am Boden der Wells.
Nun wurde die Platte wieder vom Magneten entfernt. Die im Folgenden verwendete
Farbelosung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Streptavidin-PE in 1facher TMAC-Losung wurde
stets frisch angesetzt (0,63 pg/ml). Davon wurden 75 pl fiir jede Reaktion und Negativkontrolle
verwendet. Nach Zugabe der Féarbelosung und vorsichtigem Mischen wurde die Platte erneut
mit Aluminium-Abdeckfolie abgedeckt und weitere 30 min bei der festgelegten
Hybridisierungstemperatur und 300 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde die Fliissigkeit wieder
mit Hilfe des Magnetseparators entfernt. Danach folgte ein Waschgang mit einem PBS-Casein-
Puffer. Dabei wurden 75 pul dieses Puffers fiir jede Reaktion und Negativkontrolle verwendet,
auf dem Vortex-Gerét vorsichtig mit den Beads vermischt und mit Hilfe des Magneten wieder
von den Beads entfernt. Dieser Waschschritt wurde im Anschluss noch zweimal wiederholt.
Zur Analyse im Bio-Plex®-System wurden 75 pl des PBS-Casein-Puffers zu jeder Reaktion
und Negativkontrolle hinzugefiigt. Ein griindliches Durchmischen des Mediums und der Beads

ist laut Herstellerangaben direkt vor der Analyse durchzufiihren.
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2.4.7.1 Optimierung der Hybridisierungsreaktion

Zur  Ermittlung der  optimalen  Reaktionsbedingungen = wurden  Temperatur,
Hybridisierungsdauer, = Menge des  eingesetzten = PCR-Produktes  sowie  des
Fluoreszenzfarbstoffes Streptavidin-PE, Art des Waschpuffers sowie Anzahl der Waschschritte
variiert. Beziiglich der Hybridisierungstemperatur wurde sich zundchst an den fiir die Sonden
B. c. alt, B. g., B. v. und B.-catch all (Tabelle I1I-2) erprobten und publizierten 42 °C orientiert
(Matjila et al. 2008; Matjila et al. 2005). Zusétzlich wurden Gradienten mit 38 °C, 39 °C, 40 °C,
41 °C, 42 °Cund 43 °C sowie 40 °C, 42 °C, 44 °C, 46 °C, 48 °C und 50 °C getestet. Die Dauer
des Hybridisierungsvorgangs wurde zunéchst basierend auf dem Protokoll der Arbeitsgruppe
Tumorimmunologie, Charité¢ Berlin auf 45 min festgelegt (Kapitel I1I 2.4.7). Inkubationszeiten
von 30 min sowie 60 min wurden am Besispiel der Sonden A/E-catch all und E.c. (Tabelle III-
2) zusammen mit den entsprechenden PCR-Produkten ebenfalls getestet. Die Menge des
Streptavidin-PE ~ in  einer Ifachen = TMAC-Losung  zur  Herstellung  der
Fluoreszenzfarbstofflosung betrug zuerst, wie im Luminex®-Hybridisierungsprotokoll
vorgeschrieben, 2 pl/ml. Dann wurde sie entsprechend des Hybridisierungsprotokolls der
Arbeitsgruppe Tumorimmunologie der Charit¢ Berlin auf 0,63 ul/ml herabgesetzt. Die
Konzentration von 0,63 pl/ml wurde schlieBlich fiir das hier verwendete Protokoll beibehalten
(Kapitel III 2.4.7). Um eine Inhibierung der Reaktion aufgrund einer zu groflen Menge PCR-
Produkt auszuschlieen, wurden Testreaktionen mit einem Gesamtvolumen der PCR-Produkte
von 2 ul, 5 ul und 10 pl eingesetzt. AuBerdem wurden die Verdiinnungen 1:5, 1:10, 1:15, 1:20
und 1:30 der PCR-Produkte von Plasmidpositivkontrollen erstellt. Alternativ zu den
eingesetzten 75 pl PBS-Casein-Puffer als Waschmedium fiir die hybridisierten Beads wurde
Sheath-Fliissigkeit (Bio-Rad, Miinchen) in gleicher Menge getestet (miindliche
Kommunikation mit dem technischen Kundenservice von Luminex® und mit der
Arbeitsgruppe Tumorimmunologie der Charité Berlin). Aulerdem wurde die Auswirkung von
ein, zwei und drei Waschschritten nach der Farbung mit Streptavidin-PE untersucht. Zusitzlich
wurde am Beispiel der Sonde B.c. (Tabelle III-2) getestet ob hohere Signale erzielt werden
konnen, wenn anstatt des hier verwendeten C-6-Spacers ein C-12-Spacer mit den Sonden
verbunden wird (Kapitel III 2.4.2). Dabei wurde sich an einigen Publikationen orientiert, in
denen die erfolgreiche Durchfiilhrung des Luminex®-Assays mit einem C-12-Spacer
beschrieben wird (Zubach et al. 2012; Taniuchi et al. 2011; Schmitt et al. 2008; Schmitt et al.
2006).
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2.4.8 Bio-Plex®-System (Bio-Rad)

Zur Analyse wurde das Bio-Plex ® 200 -Gerét zundchst auf die Hybridisierungstemperatur
erhitzt. Die Fliissigkeit in den einzelnen Wells mit den enthaltenen Mikrossphdren wurde
angesaugt und zur Messeinheit geleitet. Dabei wurden die Beads durch die sogenannte Sheath-
Fliissigkeit umhiillt, die durch das System flieBt und als Beférderungsmedium dient. Die
Analyse verlduft nach dem Prinzip der Durchflusszytometrie. Die Beads wurden nacheinander
einzeln durch das Detektionssystem geleitet. Ein roter Laser (635 nm) regte die interne Rot-
und Infrarotfirbung der Mikrosphédren dazu an Licht zu emittieren und ermdglichte so ihre
Zuordnung zu einer Region. Ein griiner Laser (532 nm) regte fluoreszierende Farbstoffe wie
Streptavidin-PE im orangen Spektralbereich des Lichtes an, um damit die Feststellung der
Menge an gebundenem PCR-Produkt zu ermdoglichen. Eine Photodiode maRB das emittierte

Licht, welches dann digitalisiert und von der Bio-Plex Manger™- Software verarbeitet wurde

(Dunbar 2006).

Die Anzahl der pro Well ausgelesenen Beads, kann im Protokoll der Software vor jedem
Durchlauf individuell festgelegt werden. In dem vorliegenden Projekt wurden stets100 Beads
pro Region und Well ausgewertet. Die Intensitidt der Fluoreszenz wird in der Einheit MFI
(Median Fluorescence Intensity) angegeben. Jede Bead-Region hat ein unspezifisches
Hintergrundsignal, auch Background genannt. Das Hintergrundsignal einer Bead-Region sollte
sich in jedem Assay &hneln, kann aber im ein- bis zweistelligen Dezimalbereich variieren.
Deshalb wird es durch die Verwendung von Negativkontrollen fiir jede Bead-Region und jeden
Assaydurchlauf erneut bestimmt. Der erhaltene Wert wird vom Signal der Positivkontrollen
und Proben subtrahiert, um deren spezifisches MFI-Wert festzustellen. Nur der so erhaltene
korrigierte MFI-Wert, wird in der Auswertung betrachtet. Ab wann eine Probe als positiv gilt,
muss mittels Festlegung eines sogenannten Cut-Off-Wertes fiir jede Bead-Region separat
ermittelt werden. In den Assays wurde jede Reaktion und Negativkontrolle doppelt oder
dreifach angesetzt und verglichen. Aus den Signalen dieser Mehrfachansétze wurde das

arithmetische Mittel gebildet.

2.5 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung wurde in enger Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Jiirgen Kriicken
(Institut fiir Parasitologie und Tropenveterindrmedizin, FU Berlin) durchgefiihrt. Obwohl von

Beginn an klar war, dass die gesammelten Proben nicht repréasentativ fiir das jeweilige Land
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waren und Untersuchungsergebnisse daher nicht auf die jeweiligen Populationen tibertragbar
sein wiirden, wurde entschieden, eine vorldufige, monovariate Analyse der
Vorkommenshaufigkeiten durchzufiihren, um zumindest auf Unterschiede zwischen den
eingesendeten Proben aus den verschiedenen Landern aufmerksam zu werden. Untersuchungen
zur Haufigkeit der Detektion von Mischinfektionen wurden aulerdem durchgefiihrt, da eine
Hiufung von Mischinfektionen neben biologischen auch technische Griinde, wie
Kreuzreaktivitdt der Assays, haben konnte. Aufgrund der fehlenden Reprisentativitit der
Proben ist im Folgenden ausschlieBlich von Haufigkeit (im Probensatz) und nie von einer

Pravalenz die Rede.

Fiir die Ergebnisse der Triplex- und Quadruplex-PCR-Verfahren wurde der Signifikanzwert (p-
Wert) berechnet, um das Erregervorkommen der beprobten Lander innerhalb des untersuchten
Probenumfangs zu vergleichen (Kapitel IV1.5). Der Vergleich wurde mit dem exakten Mid-P-
Test durchgefiihrt, einer Modifikation des exakten Tests nach Fischer. Damit ist es moglich
auch kleine Datenmengen zu berechnen und die Beziehung zweier Datenkategorien
untereinander zu untersuchen. Zundchst wird von der Nullhypothese Ho ausgegangen, die
besagt, dass es keinen Unterschied zwischen den zu vergleichenden Daten gibt. Der errechnete
p-Wert gibt an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass ein Verwerfen dieser Hypothese
falsch ist und variiert zwischen 0 und 1. Je kleiner p ist, desto signifikanter ist der Unterschied
zwischen den Daten, in diesem Fall das Erregervorkommen in den einzelnen Lidndern. Ab
einem Wert von < 0,05 wird hier von einem signifikanten Unterschied gesprochen. Dies ist ein
verbreiteter Grenzwert fiir Signifikanz. Weitere Definitionen fiir p-Werte wurden fiir diese

statistischen Auswertungen wie folg festgelegt:

<0,001 hochst signifikant
>0,001-0,01 hoch signifikant
>0,01-0,05 signifikant

>0,05 nicht signifikant
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Die Berechnung des p-Wertes erfolgte mit dem Open Source Programm OpenEpi 2.3.1 (Kapitel
II 1.10). Zusitzlich zum p-Wert wurden fiir die Mischinfektionen, die mit den verwendeten
PCR-Verfahren detektiert wurden, Erwartungswerte fiir jedes Land kalkuliert. Der

Erwartungswert wurde hier wie folgt berechnet:

EX)=x1 xx2) xN=p

E(X) = u = Erwartungswert

x| = Prozentualer Anteil positiver Proben
pro Land (Erregergruppe 1)

X2 = Prozentualer Anteil positiver Proben
pro Land (Erregergruppe 2)

N = Anzahl der untersuchten

Blutproben pro Land

Dies soll einen Vergleich zwischen den aufgrund des prozentualen Anteils der
Einzelinfektionen erwarteten Werten und den tatsdchlich detektierten Mischinfektionen pro

Land ermdglichen.

Die Ergebnisse des Luminex®-Verfahrens werden mit der Einheit MFI (Median Flourescence
Intensity) angegeben. Dafiir wird der Medianwert aus allen pro Reaktionsansatz gemessen
Beads vom Bio-Plex®-Gerit automatisch errechnet. Fiir jede Reaktion gab es Mehrfachansitze,
aus deren Signalen jeweils ein arithmetisches Mittel und eine Standardabweichung berechnet

wurden (Kapitel IV 2).
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IV Ergebnisse

1 Ergebnisse der Polymerasekettenreaktionen (PCR)

Die Erstellung der Positivkontrollen wurde in Kapitel III 1.8 beschrieben. Dabei konnten die
relevanten Genabschnitte der verwendeten Erreger in einen Plasmidvektor integriert und in
kompetenten E. coli-Zellen durch Klonierung vervielfdltigt werden. Anschliefend wurden die
Plasmide erfolgreich aus den Zellen isoliert und konnten fiir das PCR-Verfahren als
Positivkontrollen verwendet werden. Damit wurde die Sensitivitit der Primerpaare einzeln in
Singleplex-Ansitzen und zusammen im Triplex- und Quadruplex-Ansatz getestet. Die PCR-
Verfahren wurden in mehreren Schritten etabliert: zuerst als Duplex-, dann als Triplex- und
anschlielend als Quadruplex-PCR. Dabei wurde zunichst der Maxima™ Hot Start PCR Master
Mix (2x) zusammen mit verschiedenen Primer- und Mg?"-Konzentrationen sowie
Temperaturgradienten verwendet. AuBlerdem wurde die Anzahl der Thermocyclerzyklen
variiert und die Zugabe von Q-Solution getestet. Als das nicht die gewiinschten Ergebnisse
zeigte, wurde das QIAGEN® Multiplex PCR Plus Kit verwendet, womit die Triplex- und
Quadruplex-PCR erfolgreich durchgefiihrt werden konnte (Kapitel IIT 2.2.1). Die Multiplex-
PCR-Verfahren wurden dann dazu benutzt, Blutproben von Hunden aus den verschiedenen siid-

und siidosteuropdischen Landern (Kapitel I1I 2.1) zu untersuchen.

1.1 Nachweisgrenzen der Singleplex-PCR-Verfahren

1.1.1 Piroplasmida

Fiir diese Singleplex-PCR wurde das Primerpaar bathF-kurz-R und bathR-kurz verwendet,
welches eine Sequenz der 18S-Genregion amplifiziert (Tabelle III-1). Die Primer fiir die
Detektion von Erregern der Ordnung Piroplasmida wurde mit den Plasmid-Positivkontrollen
von B.canis, B. gibsoni, B. vogeli und B. rossi getestet (Tabelle III-4). Dabei entstanden
Amplikons mit der Linge von 414 bp fiir B. canis, 412 bp fiir B. gibsoni, 422 bp fiir B. vogeli
und 413 bp fiir B. rossi. Die PCR wurde wie in Kapitel III 2.2.1.1 beschrieben mit der
Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase durchgefiihrt. Um die Sensitivitdt der PCR zu
bestimmen, wurden von den Plasmiden der Erreger B. canis und B. rossi Verdiinnungsreihen

mit den folgenden Verdiinnungsstufen angefertigt: 10°, 4x10°, 4x10%, 4x10!, 2x10' und 10'
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DNA-Molekiile/ul. Die Nachweisgrenze unter Verwendung von 1 pl Template pro
Reaktionsansatz lag hier bei 2x10! DNA-Molekiilen/Reaktionsansatz (Abbildung IV-1).

10° 4x10°  4x10°  4x10'  2x10' 100bp  Neg

Abbildung IV-1: Nachweisgrenze der Singleplex-
PCR mit dem Primerpaar bathF-kurz-R und bathR-
kurz am Beispiel von B. canis.

1.1.2 Anaplasmataceae (Anaplasma spp., Ehrlichia spp. und Cand. Neoehrlichia

mikurensis)

Mit dieser PCR wurde eine Sequenz des 16 S-Gens mit dem Primerpaar A/E-FP und A/E-RP
(Tabelle III-1), wie in Kapitel III 2.2.1.1 erldutert, amplifiziert. Unter Verwendung der
Plasmidpositivkontrollen entstanden folgende Amplikons: A. phagocytophilum mit einer Lénge
von 258 bp, E. canis mit 257 bp und Cand. Neoehrlichia mikurensis mit 256 bp (Tabelle I11-4).
Die Sensitivitit wurde in verschiedenen Verdiinnungsreihen mit den Verdiinnungsstufen 106,
4x10%, 4x102, 4x10', 2x10" und 10' DNA-Molekiile/ul getestet. Ein zuverlissiger Nachweis
ab 10' DNA-Molekiile/Reaktionsansatz unter Verwendung von 1 ul Template pro
Reaktionsansatz war moglich (Abbildung 1V-2).
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= —

100bp 10°  4x10° 4x10° 4x10' 2x10' 10' Neg

Abbildung IV-2: Nachweisgrenze der Singleplex-
PCR mit dem Primerpaar A/E- FP und A/E-RP am
Beispiel von A. phagocytophilum.

1.1.3 Onchocercidae

Hier wurde das Primerpaar DIDR-F1 und DIDR-R1 (Tabelle I1I-2) zur Amplifizierung einer
Zielsequenz im ITS-2-Gen verwendet. Wie die oben beschriebenen Singleplex-PCR-Verfahren
wurde auch diese PCR mit der Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase durchgefiihrt
(Kapitel III 2.2.1.1) Dabei entstanden Amplikons der Positivkontrollen von 540 bp fiir
D. immitis, von 492 bp fiir D. repens, und von 547 bp von der Mikrofilarie ,,greek dog®. Die
Nachweisgrenze wurde ebenfalls mit Hilfe einer Verdiinnungsreihen ermittelt. Auch hier wurde
1 pl des Templates pro Reaktionsansatz verwendet. Ab 2x10! Molekiilen/Reaktionsansatz

konnte ein zuverldssiger Erregernachweis erbracht werden (Abbildung IV-3).
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10° 4x10° 4x10° 4x10' 2x10' 100bp Neg

Abbildung IV-3: Nachweisgrenze der Singleplex-
PCR mit dem Primerpaar DIDR-F1 und DIDR-R1
am Beispiel von D. immitis.

1.1.4 Rickettsia spp.

Die Singleplex-PCR wurde mit dem Primerpaar CS409d und Rmasgltal065lo (Tabelle I1I-1)
und dem Maxima™ Hot Start Taq DNA Polymerase durchgefiihrt (Kapitel 111 2.2.1.1). Bei dem
Zielgen handelte es sich um einen Abschnitt im g/tA-Gen. Die Amplikons der Positivkontrolle
R. raoulti hatten eine Grofle von 677 bp. Auch hier wurde die Nachweisgrenze wieder durch
eine Verdiinnungsreihen bestimmt. Davon wurde wieder 1 pl Template pro Reaktionsansatz
verwendet. FEin zuverldssiger Nachweis war ab einer DNA-Menge von 2x10!

Molekiilen/Reaktionsansatz moglich.
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100bp 10°  4x10° 4x10° 4x10' 2x10' Neg

Abbildung IV-4: Nachweisgrenze der Singleplex-
PCR mit dem Primerpaar CS409d und
Rmasgltal0651o am Beispiel von R. raoulti.

1.2 Nachweisgrenze der Duplex-PCR

Bei dem in Kapitel III 2.2.1.2 beschriebenem PCR-Verfahren wurden die Primerpaare bathF-
kurz-R und bathR fiir die Piroplasmida sowie DIDR-F1 und DIDR-R1 fiir die Onchocercidae
kombiniert. Die Duplex-PCR wurde mit der Maxima™ Hot Start Tag DNA Polymerase und
mit Verdiinnungsreihen der Positivkontrollen von B. canis, B. gibsoni oder B. rossi zusammen
mit D. immitis durchgefiihrt. Verschiedene Testliufe mit den Verdiinnungsstufen 106, 4x10°,
4x10%, 4x10', 2x10" und 10' Molekiilen/pl zeigten, dass ein zuverldssiger Nachweis beider
Erregergruppen ab 2x10' DNA Molekiilen/ Reaktionsansatz unter Verwendung von 1 ul

Template pro Erreger und Reaktionsansatz moglich war.
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D. immitis

B. canis

10° 4x10° 4x10° 2x10' 10' Neg 100 bp

Abbildung IV-5: Nachweisgrenze der Duplex-PCR
mit den Primerpaaren bathF-kurz-R und bathR-kurz
sowie DIDR-F1 und DIDR-R1 am Beispiel von B.
canis und D. immitis.

1.3 Nachweisgrenze der Triplex-PCR

Die Primerpaare bathF-kurz-R und bathR-kurz fiir die Piroplasmida, A/E-FP und A/E-RP fiir
die Anaplasmataceae sowie DIDR-F1 und DIDR-R1 fiir die Onchocercidae wurden in einer
Triplex-PCR kombiniert. Die Durchfiihrung mit dem QIAGEN® Kit fiir Multiplex-PCR-
Verfahren ist in Kapitel III 2.2.1.3 beschrieben. Ebenso wie bei der Singleplex- und Duplex-
PCR wurden Verdiinnungsreihen mit den Positivkontrollen B. canis, B. gibsoni oder B. rossi
zusammen mit A. phagocytophilum, E. canis oder Cand. Neoehrlichia mikurensis und
D. immitis zur Feststellung der Sensitivitit angefertigt. Tests mit den Verdiinnungsstufen 108,
10°, 4x10%, 4x10%, 4x10!, 2x10' und 10' DNA-Molekiile/ul, von denen jeweils 1 pl Template
pro Reaktionsansatz und Erreger verwendet wurden, zeigten, dass ein simultaner Nachweis der

Erregergruppen ab 10" Molekiilen/Reaktionsansatz pro Erreger mdglich war (Abbildung IV-6
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D. immitis

N e B. canis
——
- A. phagocytophilum

10°  4x10° 4x10° 4x10' 2x10' 10' Neg 100bp

Abbildung 1V-6: Nachweisgrenze der Triplex-PCR
mit den Primerpaaren A/E- FP und A/E-RP, bathF-
kurz-R und bathR-kurz, DIDR-F1 und DIDR-R1 am
Beispiel von A. phagocytophilum, B. canis und D.
Immitis.

1.4 Nachweisgrenze der Quadruplex-PCR

Hier wurden der etablierten Triplex-PCR das Primerpaar CS409d und Rmasgltal0651o (Tabelle
II1-1)) zum Nachweis von Rickettsia spp. hinzugefiigt. Eine Beschreibung der Durchfithrung
ist in Kapitel III 2.2.1.4 zu finden. Um auch hier Aussagen zur Sensitivitit des Verfahrens
treffen zu konnen, wurden folgende Verdiinnungsstufen mit DNA der Positivkontrollen B.
canis, A. phagocytophilum, D. immitis und R. raoultii erstellt: 10%, 4x10%,4x10" und 10! DNA-
Molekiile/pl. Unter Verwendung von 1 pl Template pro Reaktionsansatz und Erreger war ein
simultaner Nachweis der vier Erregergruppen ab 10! DNA-Molekiilen/Reaktionsansatz und

Erreger moglich.
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R. raoultii
D. immitis
B. canis

A. phagocytophilum

4x10° 4x10°  10'  Neg 100bp

Abbildung IV-7: Nachweisgrenze der Quadruplex-
PCR mit den Primerpaaren A/E-FP und A/E-RP,
bathF-kurz-R und bathR-kurz, DIDR-F1 und DIDR-
R1 sowie CS409d und Rmasgltal0651o mit

A. phagocytophilum, B. canis, D. immitis und

R. raoulltii.

1.5 Untersuchung der Blutproben

Die aus Israel, Ungarn, Griechenland, Mazedonien und Bosnien-Herzegowina stammenden
Blutproben von Hunden mit dem Verdacht auf mindestens eine canine vektoriibertragene
Erkrankung (Tabelle III-5) wurden auf Piroplasmida, Anaplasmataceae sowie Onchocercidae
und zum Teil auf Rickettsia spp. untersucht. Nach der Archivierung auf FTA®-Karten wurde
die DNA aus den 246 Proben isoliert (Kapitel III 2.1.3) und mit Hilfe der beschriebenen
Triplex-PCR getestet (Kapitel III 2.2.1.3). AuBlerdem wurden die Proben aus Griechenland,
Ungarn und Bosnien-Herzegowina mit der Quadruplex-PCR auf Rickettsia spp., Piroplasmida,
Anaplasmataceae sowie Onchocercidae untersucht (Kapitel III 2.2.1.4). Die Proben wurden
grofBitenteils mehrfach untersucht, um die Ergebnisse zu verifizieren. Da es sich bei den
Blutproben nicht um randomisierte Proben handelte, konnen die daraus gewonnenen Daten
nicht als représentativ betrachtet werden. Bei den Proben aus Israel handelt es sich nicht um
Verdachtsfille, sondern um bestiétigte canine vektoriibertragene Erkrankungen. Diese wurden

zur Erstellung der E. canis-Plasmidpositivkontrollen und zur Etablierung des DNA-
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Extraktionsverfahrens sowie der Multiplex-PCR verwendet und werden daher nicht in der

statistischen Auswertung beriicksichtigt.

1.5.1 Ergebnisse der Triplex-PCR

In Tabelle IV-1 sind die positiv getesteten Blutproben von Hunden aus den oben genannten
Lindern aufgefiihrt. Die Anzahl sowie der prozentuale Anteil der infizierten Tiere
(Konfidenzintervall: 95 %) aus dem Probenumfang der verschiedenen Lénder wurden
dargestellt. Dabei wurden Einzel- und Mischinfektionen unterschieden. Fiir die statistischen
Berechnungen wurde das Open Source Programm OpenEpi 2.3.1 verwendet (Kapitel I1I 1.10).
Die Prozentwerte wurden auf die erste Stelle nach dem Komma aufgerundet, bei den

Konfidenzintervallen wurde auf die zweite Stelle nach dem Komma gekiirzt.
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Tabelle IV-1. Anzahl und prozentualer Anteil (KI: 95 %) der positiv getesteten Proben aus
246 caninen Blutproben, untersucht mittels Triplex-PCR.

Bosnien-
Herzegowina Griechenland Mazedonien Ungarn Israel*
n=56 n=48 n=30 n=100 n=12
Einzelinfektionen  Pos. 14 13 22 25 10
gesamt % 25,0 27,1 73,3 25,0 83,3
KI (15,0-34,5) (16,0-40,9) (55,6-86,8) (17,3-34,2)
Piroplasmida Pos. 3 1 17 7 0
% 54 2,1 56,7 7,0 0,0
KI (1,4-13,9) (0,1-9,9) (38,7-73,7) (3,1-13.4)
Anaplasmataceae  Pos. 2 2 1 8 10
% 3,6 4,2 33 8,0 83,3
KI (0,6-11,3) (0,7-13,1) (0,2-15,4) (3,8-14,6)
Onchocercidae Pos. 9 10 4 10 0
% 6,1 20,83 13,3 10,0 0,0
KI (8,1-27,5) (11,1-34,0) (4,4-29,1) (5,2-17,1)
Mischinfektionen  Pos. 2 3 1 2 1
gesamt % 3,6 6,3 33 2,0 8,3
KI (0,6-11,3) (1,6-16,1) (0,2-15,4) (0,3-6,5)
Anaplasmataceac  Pos. 0 0 0 1 1
+ Piroplasmida % 0,0 0,0 0,0 1,0 8,3
KI (0,0-5,2) (0,0-6,1) (0,0-9,5) (0,1-4,8)
Anaplasmataceae  Pos. 0 3 0 1 0
+ Onchocercidae % 0,0 6,3 0,0 1,0 0,0
KI (0,0-5,2) (1,6-16,1) (0,0-9,5) (0,1-4,8)
Piroplasmida + Pos. 2 0 1 0 0
Onchocercidae % 3,6 0,0 33 0,0 0,0
KI (0.6-11,3) (0,0-6,1) (0.2-15,4) (0,0-3,0)
Einzel- und Pos. 16 16 23 27 11
Mischinfektion, % 28,6 33,3 76,7 27,0 91,7
gesamt KI (17,9-41,4) (21,1-47,5) (59,2-89,2) (19,0-36,3)

n: Anzahl untersuchter Proben; Pos.: Anzahl positiv getesteter Proben; %: prozentualer Anteil der positiv

getesteten Proben; KI: Konfidenzintervall, 95%; * nicht bei der statistischen Auswertung beriicksichtigt
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Mit dem exakten Mid-P Test, einer Modifikation des exakten Tests nach Fisher, wurde die
Haufigkeit der Einzel- sowie der Mischinfektionen der Proben aus den verschiedenen Léndern
verglichen (Kapitel III 2.5). Die Ergebnisse dieser statistischen Berechnungen in Form von
Signifikanzwerten (p-Werte) sind in Tabelle 1V-2 (Einzelinfektionen) und Tabelle V-3

(Mischinfektionen) zusammengefasst. Hier wurde auf drei Nachkommastellen gerundet.

Tabelle IV-2. Vergleich der ldnderspezifischen Haufigkeiten beziiglich der Einzelinfektionen
innerhalb der untersuchten Hundeblutroben (Triplex-PCR).

p-Wert*
Piroplasmida Anaplasmataceae Onchocercidae
B.-H./Griechenland 0,449 0,883 0,933
B.-H/Mazedonien < 0,001 0,993 0,762
(0,15/1)**
B.-H./Ungarn 0,721 0,304 0,281
Griechenland/Mazedonien < 0,001 0,899 0,717
(0,04/1)**
Griechenland/Ungarn 0,242 0,419 0,263
Mazedonien/Ungarn <0,001 0,426 0,603
(8,1/1)**

* p-Wert: Signifikanzwert, p < 0,05; ** Haufigkeitsverhéltnis der verglichenen Lénder beziiglich des

Erregervorkommens (angegeben, wenn p < 0,05); B.-H.: Bosnien-Herzegowina
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Tabelle IV-3. Vergleich der linderspezifischen Haufigkeiten beziiglich der Mischinfektionen
innerhalb der untersuchten Hundeblutroben (Triplex-PCR).

p-Wert*

Anaplasmataceae + Anaplasmataceae + Piroplasmida +

Piroplasmida Onchocercidae Onchocercidae
B.-H./Griechenland 1,000 0,094 0,299
B.-H./Mazedonien 1,000 1,000 0,710
B.-H./Ungarn 0,641 0,641 0,127
Griechenland/Mazedonien 1,000 0,227 0,384
Griechenland/Ungarn 0,675 0,110 1,000
Mazedonien/Ungarn 0,769 0,769 0,230

* p-Wert: Signifikanzwert, p < 0,05; B.-H.: Bosnien-Herzegowina

Zusétzlich zu den Signifikanzwerten wurden Erwartungswerte (Kapitel III 2.5) zum Auftreten
der Mischinfektionen innerhalb des Probenumfangs, die auf den detektierten
Einzelinfektionswerten beruhen (Tabelle IV-1), kalkuliert, um diese dann mit der Anzahl der
tatsdchlich nachgewiesenen Mischinfektionen zu vergleichen. Zu jedem Erwartungswert
wurde, sofern moglich, Signifikanzwerte berechnet. Diese wurden auf drei Kommastellen

gekiirzt. Die Erwartungswerte wurden mit zwei Kommastellen angegeben.

101




VI Ergebnisse

Tabelle IV-4. Erwartungswerte der Mischinfektionen in Bezug auf die
Untersuchungsergebnisse der Triplex-PCR.

Erwartungswert p

(p-Wert)

Anaplasmataceae +

Anaplasmataceae +

Piroplasmida +

Piroplasmida Onchocercidae Onchocercidae
Bosnien- 0,11 0,36 0,45
Herzegowina  (1,000) (1,000) (0,248)
Griechenland 0,04 0,33 0,16

(1,000) (0,121) (1,000)
Mazedonien 0,55 0,13 2,36

(1,000) (1,000) (0,619)
Ungarn 0,56 0,8 0,7

(0,500) (0,500) (1,000)

* p-Wert: Signifikanzwert, p < 0,05;

1.5.2 Ergebnisse der Quadruplex-PCR

Wie bei den Ergebnissen der Triplex-PCR wurde auch hier eine Ubersicht der Anzahl und des
prozentualen Anteils (Konfidenzintervall: 95 %) der positiven Hundeblutproben erstellt
(Tabelle IV-2). Hier wurden die 95%-Konfidenzintervalle wieder auf die zweite Stelle nach
dem Komma gerundet und die prozentualen Werte mit einer Kommastelle angegeben. Die
Proben aus den Léndern Israel und Mazedonien wurden jedoch ausschlieSlich mit der Triplex-
PCR, nicht mit der Quadruplex-PCR untersucht und sind deshalb in den folgenden Tabellen
nicht enthalten. Ebenso wurden Rickettsia spp. in den Tabellen nicht aufgefiihrt, da bei keiner

der Proben ein Nachweis dieser Erregerspezies geliefert werden konnte.
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Tabelle IV-5. Anzahl und prozentualer Anteil (95 % Konfidenzintervall: KI) der positiv
getesteten Proben aus 204 caninen Blutproben, untersucht mittels Quadruplex-PCR.

Bosnien-Herzegowina Griechenland Ungarn
n=56 n =48 n=100

Einzelinfektionen, Pos. 15 18 27
gesamt % 26,8 37,5 27,0

KI (16,5-39,5) (24,7-51,8) (19,0-36,2)
Piroplasmida Pos. 4 2 10

% 7,1 4,2 10,0

KI (2,3-16,3) (0,7-13,1) (5,2-17,1)
Anaplasmataceae Pos. 2 3 7

% 3,6 6,3 7,0

KI (0,6-11,3) (1,6-16,1) (3,1-13,5)
Onchocercidae Pos. 9 13 10

% 16,1 27,1 10,0

KI (8,1-27,5) (16,0-40,9) (5,2-17,1)
Mischinfektionen, Pos. 1 3 5
gesamt % 1,8 6,3 5,0

KI (0,1-8,5) (1,6-16,1) (1,9-10,7)
Anaplasmataceae Pos. 0 ! 4
+ Piroplasmida % 0,0 2.1 4,0

KI (0,0-5,2) (0,1-9,9) (1,3-9,4)
Anaplasmataceae Pos. 1 2 1
+ Onchocercidae % 1,8 42 1,0

KI (0,1-8,5) (0,7-13,1) (0,1-4,8)
Piroplasmida + Pos. 0 0 0
Onchocercidae % 0,0 0,0 0,0

KI (0,0-5,2) (0,0-6,1) (0,0-3,0)
Einzel- und Pos. 16 21 32
Mischinfektion % 28,6 438 32,0
gesamt KI (17,9-41,4) (30,3-58,0) (23,4-41,6)

n: Anzahl untersuchter Proben; Pos.: Anzahl positiv getesteter Proben; %: prozentualer Anteil der positiv

getesteten Proben; KI: Konfidenzintervall, 95%
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Die Berechnung der Signifikanzwerte (p-Werte) erfolgte wieder mit dem exakten Mid-P Test
(Kapitel III 2.5), um einen Vergleich der Haufigkeiten innerhalb der gesammelten Proben zu
erhalten. Die p-Werte der Einzelinfektionen sind in Tabelle IV-6 und der Mischinfektionen in
Tabelle IV-7 aufgefiihrt.

Tabelle IV-6 Vergleich der landerspezifischen Haufigkeiten beziiglich der Einzelinfektionen
innerhalb der untersuchten Hundeblutroben (Quadruplex-PCR)

p-Wert*
Piroplasmida Anaplasmataceae Onchocercidae
B.-H./ 0,558 0,564 0,182
Griechenland
B.-H./Ungarn 0,577 0,413 0,282
Griechenland/ 0,241 0,898 0,011
Ungarn

(0,42/1)**

* p-Wert: Signifikanzwert, p < 0,05; ** Haufigkeitsverhédltnis der verglichenen Lander beziiglich des

Erregervorkommens (wenn p < 0,05); B.-H.: Bosnien-Herzegowina

104




VI Ergebnisse

Tabelle IV-7. Vergleich der linderspezifischen Haufigkeiten beziiglich der Mischinfektionen
innerhalb der untersuchten Hundeblutroben (Quadruplex-PCR).

p-Wert*

Anaplasmataceae + Anaplasmataceae + Piroplasmida +

Piroplasmida Onchocercidae. Onchocercidae
B.-H./ 0,462 0,537 1,000
Griechenland
B.-H./Ungarn 0,165 0,718 1,000
Griechenland/ 0,613 0,278 1,000
Ungarn

* p-Wert: Signifikanzwert, p < 0,05; Héufigkeitsverhéltnis der verglichenen Lander beziiglich des

Erregervorkommens nur angegeben, wenn p < 0,05; B.-H.: Bosnien-Herzegowina

Neben der Berechnung der Signifikanzwerte wurden auch hier Erwartungswerte (Kapitel 111
2.5) zum Auftreten der Mischinfektionen innerhalb der Menge der untersuchten

Hundeblutproben anhand des Anteils der Einzelinfektionen erstellt (Tabelle IV-8).
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Tabelle IV-8. Erwartungswerte der Mischinfektionen in Bezug auf die
Untersuchungsergebnisse der Quadruplex-PCR.

Erwartungswert p

(p-Wert)*

Anaplasmataceae + Anaplasmataceae + Piroplasmida +

Piroplasmida Onchocercidae Onchocercidae
Bosnien- 0,14 0,32 0,64
Herzegowina (1,00) (0,50) (1,00)
Griechenland 0,12 0,82 0,55

(0,50) (0,247) (1,00)
Ungarn 0,7 0,7 1,0

(0,06) (0,50) (0,50)

* p-Wert: Signifikanzwert, p < 0,05

2 Ergebnisse des Bead-basierten Multiplex-Diagnostikverfahrens (Luminex®-

xMAP®-Technologie)

2.1 Konstruktion der Oligonukleotidsonden

Die in Tabelle III-2 aufgefiihrten Sonden fiir das Luminex®-Verfahren wurden grofBtenteils
speziell fiir dieses Forschungsprojekt konstruiert. Die Software von Primer3Plus und Clone
Manager Professional 9 wurde verwendet, um Alignments zu erstellen und mogliche Sonden
innerhalb der von den Primern begrenzten Genfragmente zu finden. Abbildung IV-8 zeigt
beispielhaft ein Alignment der hier relevanten Vertreter der Familie Anaplasmataceae. Einige
repriasentative Abschnitte des 16S rRNA-Gens der Erreger A. phagocytophilum, E. canis und
Cand. Neoehrlichia mikurensis sind hier abgebildet. Sie wurden der NCBI Gendatenbank
entnommen und sind mit ihren Zugriffsnummern aufgefiihrt. Die Sequenzen der
Vorwirtsprimer A/E-FP und Riickwértsprimer A/E-RP (Tabelle II1-1) sowie der Sonden A/E-
catch all, A. p, E. c. und N. m. sind farbig gekennzeichnet (Tabelle III-2).

106




VI Ergebnisse

A:p. KC470064.1 1 gecottatggggtgggotacacacgtyg
R.p. JN95010&.1 1 goccttatgggatgggctacacacgtyg
B.p. CPOOGEE1E.1 1 gecettatggggtgggctacacacgty
E.c. AF373613 1 gocottatagggtgggctacacacgty
E.c. EF011111.1 1 goocttatagggtgggetacacacgtyg
E.c. EF195135.1 1 goocttatagggtgggotacacacgtyg
H.m. ABO744¢0.1 1 goccttataaggtgggctacacacgty
M.m, GUT24964.1 1 gocccttataaggtgggectacacacgtyg
M.m. JQ355045.1 1 gocottataaggtgggctacacacgtyg
B.p. EC470084.1 51 ctacaatggtgactacaataggttgoaatgtogtaaggot)

R.p. JH920106.1 51 ctacaatggtgactacasataggttgcaatgtogcaaggcot)

R.p. CPOOEELE.1 51 ctacaatggtgactacaataggttgcaatgtcgcaaggc

E.c. AF373613 51 ctacaatggcsactacastaggrtgega

E.¢. EF011111.1 51 ctacaatggcaactacaataggttgoga

E.c. EF155135.1 51 ctacaatggcaactacaataggttgcga

N.m. ABOT74460.1 51 ctacaatggtaactacaataggttgca

N.m. GUT249%64.1 51 ctacaatggtaactacaataggttgoas

W.m. JQ355045.1 51 ctacaatggtaactacaataggttgcasa

R.p. KC4T70064.1 141 cteagtteggattgtecctetgecaactegaggy

h.p. JH920106.1 101 tctcagttoggattgtoctoctgraactcgagyy

AR.p. CPOOGE1R.1 101 cteagttoggatigtectetgeaactegagg

E.c. AF373613 101 ataaaagttgtctcagttcggattgttctoctgaaactogaga

E.c. EFO11111.1 101 ataaaagttgtctcagttoggattgttctctgaaactegaga

E.c. EF1985135.1 101 ataaaagttgtctcagtitcggattgttctcectgaasactogaga

M.m. ABO74460.1 101 ataasagttatctcagttoggattgttctoctgtaactagaga

N.m. GUTZ4%64.1 101 ataaaagttatctcagttoggattgttototgtaactogaga

N.m. JQ359045.1 101 ataaaagttatctecagtteoggattgttototgtaactegaga

B.p. KEC470064.1 151 agtaatcgtggatcagcatgocacggtgaatacgttete
B.p. JHN350106.1 151 agtaategtggatcageatgocacsgygtgaatacgtete
R.p. CPOOGELE.1 151 gtaatcgtggatcagcatgocacggtgaatacgttcte
E.¢. AF3T3613 151 Agtaategtggatcatcacgocacgygtgaatacgttete
E.c. EF011111.1 151 gtaategtggatcatcacgoccacggtgaatacgttcte
E.¢. EF195135.1 151 gtaategtggatcatcacgocacggtgaatacgttote
M.m. AB0O74460.1 151 agtaatcgtggatcagcatgocacggtgaatacgotete
N.m. GU7245%64.1 151 agtaatagtggatcageatgocacggtgaatacgttete
N.m. JQ359045.1 151 gtaategtggatcageatgocacggtgaatacgttete
R.p. KC470064.1 201 gggtettgtacacactgcccgtcacgocatgggaattggettaactegaa
R:p. JHN950106.1 201 gggtcttgtacacactgocogtcacgecatgggaattggcttaactogas
R.p. CPOOEELE,1 201 gggtcttgtacacactgocoyicacgecatgygaattggcttaactegas
E.c. AF3IT3IE13 201 gggtcttgtacacactgccogtcacgccatgggaatiggcttaactegaa
E.c. EF011111.1 201 gggtcttgtacacactgocogrcacgocatgggaattggctraactogaa
E.c. EF155135.1 201 gggtcttgtacacactgocogtocacgocatgggaattggettaactegas
H.m. ABOT4460.1 201 gggtcttgtacacactgoccgtoatgocctggaaattggtttaactegas
MN.m. GUT24964.1 201 gggtcttgtacacactgoccogtcatgecctggaaattggtttaactogaa
N.m. JQ359045.1 201 gggtcttgtacacactgccogtcatgocctggaaattggtttaactegaa
A.p. KC470064.1 251 gotggtg

R.p. JN990106.1 251 getggtyg

h.p. CPO0OBGL1E.1 251 gectggty

E.c. AF373613 251 getggtyg

E.c. EF011111.1 251 getggiy

E.c. EF1595135.1 251 gergotg

M.m. ABO74460.1 251 getggtyg

N.m. GUT24%64.1 251 getgarg

N.m. JQ359045.1 251 getggtyg

Abbildung IV-8: Beispiel eines Alignments einiger Sequenzen von A. phagocytophilum, E. canis und
Cand. Neoehrlichia mikurensis zur Darstellung der Primer und Sonden.

Primer: ™ A/E-FP, [ A/E-RP, Sonden: M A/E- catch all, M A p., M E.c., M N.m.
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2.2 Die Bead-Kopplung und ihre Verifizierung

Die Kopplungsreaktion, bei der Oligonukleotidsonden Tabelle I1I-2 an die Luminex®-Beads
gebunden wurden, sind in Kapitel III 2.4.3 beschrieben. Der Erfolg der Kopplung von Beads
und Oligonukleotidsonden konnte durch die Hybridisierung mit entsprechend kompatiblen,
biotinylierten Oligonukleotiden (Kapitel III 2.4.4) verifiziert werden. Die Analyse im Bio-
Plex®-Gerit ergab fiir die meisten Oligonukleotide in verschiedenen Testdurchldufen Signale
im vierstelligen Dezimalbereich (Tabelle 1V-9). Angegeben sind die arithmetischen
Mittelwerte der Mehrfachansétze einschlieBlich ihrer Standardabweichung (SD), die in jedem
Assaydurchlauf von allen Reaktionen und Negativkontrollen verwendet wurden. Die zu Beginn
verwendete Sonde fiir B. canis (B.c. alte)erwies sich wéhrend der ersten Tests als fehlerhaft.
Das zeigte sich deutlich bei der Kopplungsverifizierung, bei der niedrige Signale fiir die
Reaktionen mit der genannten Sonde erzielt wurden (Tabelle IV-9). Daher wurden fiir diesen
Erreger eine neue Sonde gewihlt (B.c. neu), gekoppelt und auf die gleiche Weise getestet
(Kapitel IIT 2.4.4). Bei den Negativkontrollen lagen die Fluoreszenzsignale im zweistelligen
Dezimalbereich (Tabelle I1V-9). Durch den Vergleich zwischen den Signalen der
Negativkontrollen und der Oligonukleotide konnte zundchst gezeigt werden, dass eine
Hybridisierung mit dem verwendeten Protokoll (Kapitel I1I 2.4.3) erfolgreich durchfiihrbar ist.
AuBerdem konnten das Gelingen der Kopplungsreaktionen sowie die generelle Tauglichkeit

der Sonden bestétigt werden.
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Tabelle IV-9. Beispiele von Luminex®-Ergebnissen nach der Hybridisierung der Beads mit
kompatiblen biotinylierten Oligonukleotiden zur Verifizierung der Kopplungsreaktion.

Sonde Signal (SD)* HS (SD)** Signal - HS (SD)#***
A/E-catch all' 2973,5 (12,02) 24,8 (0,35) 2948,8 (12,37)
A.p 2332,8 (83.34) 24,8 (2,47) 2308,0 (85,81)
B. c. alt 70,5 (4,94) 47,3 (29,81) 23,2 (34,75)

B. c. neu 1804,3 (302,29) 14,3 (1,26) 1790,0 (303,55)
B.-catch all? 2736,8 (25,10) 36,0 (4,24) 2700,8 (29,34)
B.g. 2929,1 (72,12) 12,3 (1,06) 2916,8 (73,18)
B.v. 2497 (143,54) 18,1 (1,31) 2478,9 (144,85)
D.i. 1033,1 (29,00) 11,3 (1,71) 1021,8 (30,71)
E.c. 2228,6 (28,28) 20,8 (0,35) 2207,8 (28,63)
Filaria-catch all® 2901,1 (6,36) 18,8 (3,18) 2882,3 (9,64)
N. m. 1928,5 (186,90) 22,5 (4,59) 1906,0 (197,49)

* Mittelwert der Signale in der Einheit Median Flourescence Intensitity (MFI) mit Standardabweichung

(SD)

ok Mittelwert der Hintergrundsignale (HS) in der Einheit Median Flourescence Intensitity (MFI) mit

Standardabweichung (SD)

***  Mittelwert der Signale abziiglich der Mittelwerte der Hintergrundsignale (HS) in der Einheit Median

Flourescence Intensitity (MFI) mit Standardabweichung (SD)

In diesem Testdurchlauf wurden die jeweiligen ,,catch all“-Sonden mit den folgenden Oligonukleotiden

hybridisiert:

! A/E-catch all mit 4. phagocytophilum
2 B.-catch all mit B. canis
3 Filaria-catch all mit D. immitis

2.3 Der Reverse Line Blot (RLB)

Im RLB-Verfahren (Kapitel III 2.4.6.2) wurden PCR-Produkte der Positivkontrollen von

B. canis, B. gibsoni und B. vogeli, die mit biotinylierten Riickwérts-Primern amplifiziert

wurden, getestet (Abbildung IV-9). Damit sollte gezeigt werden, dass die Biotin-markierten

PCR Produkte an die Sonden hybridisieren konnen und eine Detektion mittels des Streptavidin-

HRP-Konjugats in einer Chemilumineszenz-Reaktion mdglich ist. Die genannten PCR-

Produkte wurden mit den im Kapitel III 2.4.6.1 und Tabelle 11I-3dargestellten RLB-Sonden
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getestet. Dabei reagierten sie in folgender Weise miteinander: B. canis hybridisierte mit den
RLB-Sonden Theileria/Babesia catch-all, Babesia catch-all 1 und B. canis new. B. gibsoni
zeigte zusammen mit den RLB-Sonden Theileria/Babesia catch-all und Babesia catch-all 1
positive Signale. B. vogeli reagierte positiv mit den RLB-Sonden Theileria/Babesia catch-all,
Babesia catch-all 1 und B. vogeli old. Aullerdem zeigten sich unspezifische Bindungen von B.
canis an die RLB-Sonden B. venatorum und B. caballi sowie von B. vogeli an die RLB-Sonde
B. caballi und B. canis. B. gibsoni hybridiesierte nicht mit der Sonde fiir den asiatischen

Genotyp von B. gibsoni.

Der Test zeigte, dass eine Bindung der PCR-Produkte mit den entsprechenden Sonden stattfand

und der Nachweis mittels Chemilumiszenzdetektion der Biotinylierung mdglich war.

PCR-Sequenzen:

g
)
%

=
80

Q

B. canis
B. vogeli

RLB-Sonden:

Babesia/Theileria
catch all

B. catch all 1

B. catch all 2

B. bigema

B. bovis

B. caballi

B. canis

B. divergens

B. gibsoni Japan
B. mikroti

B. venatorum

B. vogeli

Abbildung IV-9. RLB mit PCR-Produkten von
B. gibsoni, B. canis und B. vogeli (vertikal) und
spezifischen Oligonukleotidsonden (horizontal).
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2.4 Hybridisierung der Beads mit PCR-Produkten

Nach der Verifizierung der Bead-Kopplung und der Biotinylierung, wurden die Beads
zusammen mit PCR-Produkten der Plasmidpositivkontrollen getestet. Die Signale der
hybridisierten Positivkontrollen sollten als Richtwerte fiir spitere Untersuchungen der caninen
Blutproben dienen. Dazu wurde in wiederholten Assays sowie Mehrfachansdtzen eine
Hybridisierungsreaktion zwischen dem jeweiligen Amplikon einer Positivkontrolle und der
passenden Bead-Region durchgefiihrt. Die Negativkontrollen wurden ebenfalls im
Mehrfachansatz analysiert. Die Signale der Mehrfachansitze wurden arithmetisch gemittelt und
mit ihrer Standardabweichung (SD) angegeben. Reprisentative Beispiele von Ergebnissen
dieser Assays sind in Tabelle IV-10 abgebildet. Die Hybridisierung wurde mit den
unverdiinnten PCR-Produkten der Positivkontrollen und nur einer Bead-Region pro
Reaktionsansatz durchgefiihrt. Anders als bei den Reaktionen mit den Sonden-kompatiblen
Oligonukleotiden (Kapitel IV 2.2) wurden hier in den meisten Fillen keine Signale festgestellt,
die eindeutig als positiv zu deuten waren. Das heilit es konnte aufgrund der Signalstirke im
Vergleich zum Hintergrundsignal keine Aussage dariiber getroffen werden, ob eine
ausreichende Bindung zwischen Sonde und PCR-Produkt stattfand. Eine Ausnahme stellt die
Sonde B. c. neu dar, die nach der Hybridisierung mit dem PCR-Produkt von B. canis wiederholt

ein Signal erzeugte, das um ein Mehrfaches hoher war als das Hintergrundsignal.
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Tabelle IV-10 Beispiel eines Testassays: Luminex®-Ergebnisse nach der Hybridisierung der
Beads mit PCR-Produkten der Positivkontrollen

Sonde PCR-Produkt Signal (SD)*  HS (SD)** Signal-HS
(SD)

A. phagocytophilum 64,3 (1,77) 15,5 (0,71) 48,8 (2,48)
A/E-catch all E. canis 47,5 (0,71) 15,5 (0,71) 32,0 (1,42)

Cand. Neoehrlichia mikurensis 26,3 (1,06) 15,5 (0,71) 10,8 (1,77)
A.p. A. phagocytophilum 63,0 (11,67) 47,0 (2,83) 16,0 (14,5)
B. c. neu B. canis 178,3 (35,81) 22,3 (1,06) 156,0 (36,87)

B. canis 220,0 (15,56) 86,7 (26,56)  133,3 (42,12)
B.-catch all

B. gibsoni 214,0 (15,13) 86,7 (26,56) 127,3 (41,69)
B. g. B. gibsoni 57,3 (22,27) 13,3 (0,35) 44,0 (22,63)
D. . D. immitis 78,5 (24,04) 18,3 (3,89) 60,2 (27,93)
E.c. E. canis 15,5 (0,71) 17,5 (0,00) -2,0(0,71)

D. immitis 32,3 (13,79) 17,5 (0,00) 14,8 (13,79)
Filaria-catch all

D. repens 28,0 (1,41) 17,5 (0,00) 10,5 (1,41)
N. m. Cand. Neoehrlichia mikurensis 12,3 (1,13) 7,0 (4,95) 5,3 (6,08)

*  Mittelwert der Signale in der Einheit Median Flourescence Intensitity (MFI) mit Standardabweichung (SD)

** Mittelwert der Hintergrundsignale (HS) der Einheit Median Flourescence Intensitity (MFI) mit
Standardabweichung (SD)
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2.4.1 Optimierungsansitze

Wie in Kapitel III 2.4.7.1 beschrieben wurden verschiedene Modifikationsversuche
unternommen, um die Ergebnisse der Hybridisierungsreaktionen zu optimieren. Die
Hybridisierungstemperaturen 38 °C, 39 °C, 40 °C, 41 °C, 43 °C, 44 °C, 46 °C, 48 °C und 50 °C
wurden zusitzlich zu 42 °C in verschiedenen Gradientenreihen getestet. Bei der Auswertung
zeigten sich jedoch keine temperaturabhingigen Unterschiede zwischen den jeweiligen MFI-
Werten. Deshalb wurden die Hybridisierungstemperatur 42 °C, welche sich an den
Schmelztemperaturen der Sonden orientiert, festgelegt. Auch die Variation der
Hybridisierungszeiten von 30 min, 45 min und 60 min zeigte keine Verbesserung der
Hybridisierungsergebnisse. Bei 60 min wurde lediglich eine geringfiigige, generelle Erh6hung
der MFI-Werte bei den Negativkontrollen und den Testreaktionen im Vergleich zu den anderen
Hybridisierungszeiten festgestellt. Die Menge des Fluoreszenzfarbstoffes Streptavidin-PE in
einer 1fachen TMAC-Losung zur Herstellung der Fluoreszensfarbstofflosung wurde von
2 ul/ml auf 0,63 pl/ml verringert. Letztere Konzentration fiihrte in der Arbeitsgruppe der
Tumorimmunologie der Charité Berlin zu deutlicheren Ergebnissen aufgrund von geringeren
Hintergrundsignalen bei gleichbleibender Signalstdrke der Proben (miindliche Kommunikation
Dr. rer. nat. Andreas Kaufmann). Da die Signalstirke in dieser Forschungsarbeit trotz der
Modifikation unverindert blieb, wurde entschieden die geringere Menge, wie auch im Protokoll
der Tumorimmunologie der Charité¢ Berlin vorgegeben, zu verwenden. Zuséitzlich wurden
unterschiedliche Gesamtvolumen der PCR-Produkte von 2 pl, 5 pul und 10 pl eingesetzt.
AuBerdem wurden Verdiinnungen der Amplikons der Positivkontrollen von 1:5, 1:10, 1:15,
1:20 und 1:30 mit den entsprechenden Sonden getestet, um auszuschlieen, dass eine zu grof3e
Menge der PCR-Produkte die Bindungsreaktion inhibiert. Dabei fielen die MFI-Werte mit
sinkendem Gesamtvolumen und mit steigender Verdiinnung der Amplikons. Ein Austausch des
PBS-Casein-Puffers als Waschmedium fiir die hybridisierten Beads im Bio-Plex ® 200 —Gerit
mit Sheath-Fliissigkeit (Bio-Rad, Miinchen) zeigte keine Unterschiede bei der Analyse. Der
Waschschritt nach der Farbung mit Streptavidin-PE wurde entweder ein-, zwei- oder dreimal
durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich bei einigen Reaktionen eine Erhohung des
Hintergrundsignals, wenn der Waschschritt nur ein- oder zweimal durchgefiihrt wurde. Deshalb
wurden drei Waschdurchginge festgelegt. Jedoch hatte auch das keinen Einfluss auf die
Fluoreszenzsignale der PCR-Produkte. Die Verwendung eines C-12-Spacers anstatt eines C-6-
Spacers zeigt im Versuch mit der Sonde B.c. (Tabelle III-2) ebenfalls keinen Unterschied bei
der Auswertung der MFI-Signale.
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\Y Diskussion

Canine vektoriibertragene Krankheitserreger verursachen Infektionen, die bei Hunden unter
Umstdnden schwere Krankheitsverldufe auslosen und letal verlaufen konnen. Durch
verschiedene klimatisch und o©kologisch bedingte Faktoren erweitern diese Pathogene
zunehmend ihre Verbreitungsgebiete in Europa (Beugnet and Marie 2009). Viele Erreger
werden durch das Reisen mit Haustieren in nicht endemische Regionen eingeschleppt. Dabei
spielt fiir Europa unter anderem der Tourismus in mediterranen Landern eine Rolle. Auch der
Import von Haustieren aus dem Ausland, beispielsweise durch Tierschutzorganisationen, stellt
ein Risiko dar (Beugnet and Marie 2009; Menn et al. 2010; Schifer et. al 2019). Zudem
begiinstigt der Klimawandel die Ansiedlung von Pathogenen und ihren Vektoren in neuen
Regionen. Somit kdnnten sich verschiedene canine vektoriibertragene Erreger auch in nordlich
gelegenen Habitaten ansiedeln, fiir die bis vor einigen Jahren noch nicht die dafiir erforderlichen
klimatischen Voraussetzungen bestanden (Beugnet and Marie 2009). Zu den caninen
vektoriibertragenen Krankheitserregern gehoren unter anderem die Pathogene, auf die sich in
diesem Dissertationsprojekt vorwiegend konzentriert wurde: B. canis, B. vogeli, B. gibsoni,
A. phagocytophilum, E. canis, Cand. Neoehrlichia mikurensis, R. conorii, D. repens und
D. immitis. Die Erreger B. canis, A. phagocytophilum und Cand. Neoehrlichia mikurensis
gelten in Deutschland als endemisch (Beelitz et al. 2012; Richter and Matuschka 2012; Kohn
et al. 2011; Trotz-Williams and Trees 2003). Bislang konnte der Nachweis iiber zwei
autochthone Infektionen mit B. gibsoni (asiatischer Genotyp) bei Hunden in Deutschland
erbracht werden (Hartelt et al. 2007). Obwohl bisher keine autochthonen Erkrankungen mit
D. immitis, E. canis und R. conorii in Deutschland nachgewiesen wurden, sind diese Erreger in
mediterranen Regionen endemisch und unter anderem im Hinblick auf mogliche canine
Reiseerkrankungen ebenfalls von Interesse fiir die Veterindrmedizin in Deutschland (Schéfer
et. al 2019; Genchi et al. 2011; Menn et al. 2010). D. immitis kann schwere Krankheitsverldufe
verursachen, die tddlich enden koénnen (Morchon et al. 2012). Die Erregernachweise in
nordlicheren, nicht endemischen Regionen Europas werden unter anderem mit Tiertransporten
und dem Reisen mit Haustieren in endemische Gebiete in Verbindung gebracht (Genchi et al.
2011). Dariiber hinaus wurde der Erreger bei Vektormiicken in Deutschland nachgewiesen.
Deshalb und aufgrund der klimatischen Voraussetzungen wird eine langfristige Endemisierung

hierzulande als moglich erachtet (Kronefeld et al. 2014; Sassnau et al. 2014). Nachweise
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vereinzelter autochthoner Infektionen bei Hunden in Deutschland mit dem Erreger D. repens
wurden bereits publiziert (Sassnau et al. 2013; Pantchev et al. 2009; Hermosilla et al. 2006).
Da bei diesem Erreger von vermehrten humanen Infektionen berichtet wird, eine Ausbreitung
in ganz Europa zu beobachten ist und eine zukiinftigen Endemisierung in Deutschland als
moglich erachtet wird, sollte D. repens trotz seiner vergleichsweise niedrigen Pathogenitét bei
zukiinftigen epidemiologischen Studien in der Human- und Veterindrmedizin beriicksichtigt
werden (Genchi and Kramer 2020; Kronefeld et al. 2014; Sassnau et al. 2013; Genchi et al.
2011). R. conorii ist ebenfalls in verschiedenen mediterranen Landern endemisch, wenn auch
fiir Hunde generell weniger pathogen als die oben genannten Erreger (Nicholson et al. 2010).
Trotzdem ist dieses Bakterium aufgrund seines zoonotischen Potentials von Bedeutung fiir die
Human- und Tiermedizin (Mahajan 2012; Nicholson et al. 2010). Es wird davon ausgegangen,
dass sich in Zukunft durch vektoriibertragene Pathogene ausgeldste Krankheitsfille in Zentral-
und Nordeuropa, einschlieBlich Deutschland, hiufen konnten. Tierdrzte sollten folglich
sensibilisiert werden, um eine entsprechende Beratung der Tierbesitzer und
Prophylaxemafinahmen anbieten zu konnen. Aber auch die Nachweisverfahren sollten den
Bediirfnissen angepasst und weiterentwickelt werden, um eine sichere Diagnose der erkrankten
Tiere und damit eine angemessene Therapie zu ermdglichen (Kronefeld et al. 2014; Otranto et

al. 2013; Trotz-Williams and Trees 2003).

1 Die Multiplex-Polymerasekettenreaktion

1.1 Entwicklung und Anwendung der Multiplex-PCR

Fiir die in dieser Arbeit thematisierten caninen vektoriibertragenen Krankheitserreger sind
bereits verschiedene Singleplex- sowie einige Multiplex-PCR-Verfahren etabliert (Albonico et
al. 2014; Kriicken et al. 2013; Angelakis et al. 2012; Costa et al. 2012; Jahfari et al. 2012;
Latrofa et al. 2012b; Kledmanee et al. 2009; Eremeeva et al. 2003; Stich et al. 2002). In diesem
Projekt wurden jedoch erstmals Primer zum Nachweis von Piroplasmida, Anaplasmataceae und
Onchocercidae in einer Triplex-PCR kombiniert. Mit dieser Multiplex-PCR konnen innerhalb
eines Reaktionsansatzes ,kleine* und ,groBe* Babesien einschlieBlich Theileria spp.,
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Cand. Neoehrlichia mikurensis sowie verschiedene
Filariengattungen einschlieBlich Dirofilaria spp. diagnostiziert werden. Hierfiir wurden fiir
dieses Projekt passend erscheinende Primer aus der Literatur gewihlt. Das Primerpaar zum

Nachweis von Piroplasmida wurden modifiziert (Kapitel III 1.6). Die Eignung der Primer zur
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Entwicklung einer Multiplex-PCR wurde im Singleplex-Ansatz getestet, indem ihre Féhigkeit
die gewiinschte Erreger-DNA zu amplifizieren bestéitigt wurde (Kapitel I 2.2.1.1).
AnschlieBend wurden Plasmidverdiinnungsreihen verwendet, um ihre Sensitivitit zu
bestimmen. Die Quadruplex-PCR enthilt ein zusitzliches Primerpaar zum Nachweis von
Rickettsia spp. (Kapitel I1I 1.6), welches ebenfalls im Singleplex-Ansatz auf seine Eignung zur
weiteren Verwendung getestet wurde (Kapitel I11 2.2.1.1). Als Positivkontrolle wurde die DNA
des bislang als nicht hundepathogen geltenden Erregers R. raoultii eingesetzt, welche durch die
Verwendung in anderen institutseigenen Projekten zur Verfiigung stand. Im weiteren Verlauf
sollte sich jedoch vorrangig auf den Nachweis des im Mittelmeerraum verbreiteten Pathogens

R. conorii konzentriert werden (Kapitel 11 2.5).

Zunéchst wurde versucht die Triplex-PCR mit dem bei der Singleplex- und bei der Duplex-
PCR verwendeten Maxima™ Hot Start PCR Master Mix (2%) zu etablieren. Da dies nicht
gelang, wurden verschiedene Primerkonzentrationen (0,1 uM, 0,2 uM, 0,3 uM, 0,4 uM,
0,5 uM, 0,6 uM), Q-Solution und verschiedene Konzentrationen von Mg>" (1,5 mM, 2 mM,
2,5 mM, 3 mM) sowie unterschiedlich viele PCR-Zyklen (35 — 50 Wiederholungen) getestet.
SchlieBlich fiihrte die Umstellung auf das QIAGEN® Multiplex PCR Plus Kit zu den
gewlinschten Ergebnissen in den Multiplex-Ansétzen (Kapitel 111 2.2.1.3).

Die Versuche mit Verdiinnungsreihen der Positivkontrollen von B. canis, B. vogeli, B. gibsoni,
A. phagocytophilum, E. canis, Cand. Neoehrlichia mikurensis, R. raoultii, D. immitis und
D. repens zeigten, dass ein Nachweis mit der Triplex- und Quadruplex-PCR ab 10' DNA-
Molekiilen/Reaktionsansatz moglich war (Kapitel 111 2.2.1).

Die 246 aus Siid- und Siidosteuropa stammenden Hundeblutproben sollten mit Hilfe der
Multiplex-PCR-Methoden untersucht werden (Kapitel III 1.5). Dabei wurde deutlich, dass es
eine Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Triplex-PCR (Tabelle IV-4) und denen der
Quadruplex-PCR gab (Tabelle IV-5). Bei der Gegeniiberstellung der genannten Tabellen wird
erkennbar, dass mit der Quadruplex-PCR zunichst insgesamt mehr positive Proben zu finden
waren als mit der Triplex-PCR. Allerdings waren die Ergebnisse beider Methoden im Vergleich
uneinheitlich. Einige der Proben, die mit der Quadruplex-PCR untersucht wurden, wiesen im
Gegensatz zur Triplex-PCR, ein negatives Ergebnis auf. Andere Proben, die in der Quadruplex-
PCR auf eine Erregergruppe positiv getestet wurden, waren in der Triplex-PCR erregerfrei.
Zum Abgleich beider PCR-Verfahren wurden die 100 Proben aus Ungarn zweimal
hintereinander mit der Triplex-PCR und im Anschluss mit der Quadruplex-PCR untersucht.

Dabei bestitigten sich die Reproduzierbarkeit der Triplex-PCR sowie die oben erwéhnten
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uneinheitlichen Ergebnisse beider PCR-Verfahren im Vergleich. Die Quadruplex-PCR schien
anhand der Gesamtanzahl der positiven Proben zunichst sensitiver zu sein (Tabellen IV-1 und
IV-5), konnte allerdings im Gegensatz zur Triplex-PCR nicht zuverldssig reproduzierbare
Ergebnisse liefern. Das lie3 Zweifel an der Sensitivitdt und Spezifitit der Quadruplex-Methode
entstehen. Die Vorgehensweise war jedoch wéhrend beider Verfahren bei der DNA-Extraktion
(Kapitel 11T 2.1.2 und 2.1.3) sowie der PCR-Durchfiihrung (Kapitel 111 2.2.1.3 und 2.2.1.4) stets
gleich. Eine Begriindung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Verfahren konnten
Interaktionen der verwendeten Primer aufgrund des vierten hinzugefiigten Primerpaares fiir
Rickettsia spp. in der Quadruplex-PCR sein (Sint et al. 2012). Die Sensitivitit der Quadruplex-
Methode wurde mit Plasmidpositivkontrollen in mehreren Wiederholungen getestet. Dabei
bestitigte sich die Nachweisgrenze von 10' DNA-Molekiilen/Reaktionsansatz fiir alle vier
Erregergruppen (Kapitel 111 2.2.1.4). Als Positivkontrolle wurde die DNA des bislang als nicht
hundepathogen geltenden Erregers R. raoultii eingesetzt, welche durch die Verwendung in
anderen institutseigenen Projekten zur Verfiigung stand. Mit DNA aus Blutproben konnten die
gewlinschten Ergebnisse im Quadruplex-Verfahren allerdings nicht erzielt werden. In keiner
der untersuchten Proben war ein Nachweis von Rickettsia spp. moglich. Die zur Identifizierung
von Rickettsia spp. eingesetzten Primer konnten im  Singleplex-Ansatz = mit
Plasmidpositivkontrollen von R. raoultii einen sensitiven Nachweis ab 10! DNA-
Molekiile/ Reaktionsansatz liefern. Zudem wurden diese Primer auch in einem anderen
institutseigenem Projekt verwendet (Liesner et al. 2016). Vor diesem Hintergrund wurde
versucht diese Primer bei der Etablierung des Multiplex-Verfahrens im Rahmen dieses
Projektes zu integrieren. Dieser Versuch war nicht erfolgreich und wurde deshalb abgebrochen.
Es ist bekannt, dass die Bakteridmie der Rickettsia spp. aufgrund ihres Zelltropismus von kurzer
Dauer ist und wihrend dieser Phase gewohnlich nur wenige Erreger im Blut zirkulieren.
Deshalb kann der molekularbiologische Nachweis dieser Pathogene im Blut schwierig sein
(Nicholson et al. 2010; Chapman et al. 2006). Zudem kann es bei der Etablierung einer
Multiplex-PCR durch die Kombination von Primerpaaren zu Komplikationen kommen. Einige
Primer binden effektiver an die komplementiren DNA-Sequenzen als andere. Dies kann zu
unterschiedlichen Amplifizierungseffektivititen und Nachweisgrenzen innerhalb einer PCR-
Reaktion fithren. Auch Primer, die verschiedene Spezies detektieren konnen, weisen unter
Umstidnden nicht jede dieser Spezies mit gleicher Sensitivitit nach. Unspezifische Reaktionen
sowie verringerte Sensitivitit im Vergleich zur Singleplex-Reaktion sind damit moglich (Sint
et al. 2012; Sipos et al. 2007; Markoulatos et al. 2002). Deshalb sind die Primerkonzentration

und das Primer-Template-Verhiltnis neben einigen anderen Faktoren im Optimierungsprozess
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einer Multiplex-PCR zu beriicksichtigen (Sint et al. 2012). Komplikationen bei der Etablierung
und Anwendung eines solchen Verfahrens sind aufgrund der Komplexitdt einzukalkulieren

(Wen and Zhang 2012).

Aus den im obigen Absatz genannten Griinden wurden lediglich 204 der 246 Hundeblutproben
mit der Quadruplex-PCR getestet. Im Gegensatz dazu wurde die Triplex-PCR zur
Untersuchung der Gesamtanzahl der Proben verwendet. Trotzdem wurden die Ergebnisse
beider PCR-Verfahren statistisch bearbeitet und die Datensitze tabellarisch aufgefiihrt (Kapitel
IV 1.5.1 und 1.5.2).

1.2 Untersuchung der Blutproben mittels Multiplex-PCR

1.2.1 Probenmaterial

Tierdrzte aus parasitologischen Instituten verschiedener siid- und siidosteuropéischer Lander
haben sich im Jahr 2011 dazu bereit erklart, Blutentnahmen von Hunden zu koordinieren und
die gewonnenen Proben dem Institut fiir Parasitologie und Tropenveterinirmedizin der Freien
Universitdt Berlin im Rahmen dieses Projektes zu iibermitteln. Parasitologen aus Griechenland,
Ungarn, Bosnien-Herzegowina, Mazedonien und Israel akquirierten praktizierende Tierdrzte
vor Ort, welche die Blutentnahmen durchfiihrten. Sie lieBen die Proben in parasitologischen
Laboren oder in den Tierarztpraxen auf FTA®-Karten archivieren (Kapitel III 2.1.1). Eine
grof3e Anzahl an Tierdrzten und Laborpersonal wirkten bei der Probengewinnung mit. Es wurde
darum gebeten, klinisch erkrankte Hunde auszuwihlen, bei denen der Verdacht auf eine
Infektion mit caninen vektoriibertragenen Erkrankungen bestand. Dabei sind die Kriterien der
Auswahl der erkrankten Hunde, beispielsweise Art und Stirke der Symptome, nicht schriftlich
festgelegt worden. Weiterhin handelte es sich bei den Absprachen zur Probenentnahme meist
um Email-Kontakt oder miindliche Kommunikation mit den Koordinatoren der kooperierenden
parasitologischen Institute. Ein direkter Kontakt zu den ausfithrenden Tierdrzten bestand nicht.
Deshalb ist nicht bekannt in wie weit die Anweisungen zur Auswahl der Tiere an die Tierdrzte
vor Ort weitergegeben wurden bzw. ob die Tierdrzte eigene Beprobungskriterien festgelegt
haben. Zudem wurden in jedem Land verschiedene Probenmengen gesammelt und
weitergeleitet. Da die Blutentnahmen einen zusétzlichen Arbeitsaufwand fiir die Tierdrzte
bedeuteten, konnte nicht in jedem Fall die gewiinschte Kooperation und Probenanzahl in dem
hier vorgegebenen Zeitrahmen erzielt werden. Die Instruktionen des Herstellers beziiglich der

Archivierung der Proben auf den FTA®-Karten wurden den Koordinatoren in den jeweiligen
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Lindern separat schriftlich zugesandt, mit der Bitte diese an die Tierdrzte oder das
Laborpersonal weiter zu leiten. Es konnte jedoch nicht {iberpriift werden, ob sich in jedem Fall
an die Ubermittelten Vorgaben beziiglich der Probenarchivierung gehalten wurde. Die
untersuchten Blutproben wurden nicht stichprobenartig von zufillig ausgewéhlten Hunden
entnommen, sondern es erfolgte zunichst eine Vorauswahl anhand von klinischen Symptomen.
Diese Vorgehensweise wurde zu Beginn der Promotionsarbeit festgelegt, um sicherzustellen,
dass verwendbares Probenmaterial zur Etablierung des Luminex®-Diagnostikverfahrens zur
Verfiligung stehen wird. Die Blutentnahme bei randomisierten Tieren fiir Privalenzstudien hétte
bei entsprechendem Voranschreiten des Projektes zu einem spiteren Zeitpunkt erfolgen
konnen. Im Rahmen einer weiteren Dissertation kann dies nachtréglich durchgefiihrt werden.
Die genannten Gegebenheiten fiithren dazu, dass vergleichende Schlussfolgerungen hinsichtlich
der Untersuchungsergebnisse und des Erregervorkommens in den einzelnen Léndern erschwert
sind. Aus diesen Griinden gelten die in Tabelle IV-1 und Tabelle IV-5 gelisteten
Erregerhéufigkeiten nicht als reprisentativ fiir die Lander Ungarn, Griechenland, Mazedonien
und Bosnien-Herzegowina sondern konnen als Anhaltspunkte fiir weitere Untersuchungen
betrachtet werden. Bei den Proben aus Israel handelt es sich nicht um Verdachtsfille, sondern
um bestétigte Félle von caninen vektoriibertragenen Erkrankungen. Deshalb sind in diesem
Projekt keine Schlussfolgerungen beziiglich des Erregervorkommens in Israel zu ziehen
(Kapitel III 2.1.4). Diese Blutproben wurden ausschlieflich zur Erstellung von
Positivkontrollen sowie zur Etablierung des Verfahrens zur DNA-Extraktion aus den FTA®-
Karten und der Triplex-PCR (Kapitel II 2.1, 2.2 wund 2.3) genutzt. Die
Untersuchungsergebnisse fiir Israel sind dennoch aus Griinden der Vollstindigkeit in der

Tabelle IV-1 aufgefiihrt.
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1.2.2 Erregernachweis mittels Triplex-PCR und Quadruplex-PCR

Bislang existieren wenige Studien zu Prévalenzen der hier untersuchten caninen
vektoriibertragenen Krankheitserreger in Ungarn, Griechenland, Mazedonien und Bosnien-
Herzegowina. Fiir Untersuchungen von B. canis bei Hunden in Ungarn wurden randomisierte
Proben genommen und es wurde eine Seroprivalenz von 5,7 % festgestellt (Hornok et al. 2006).
Seropravalenzen der Erreger A. phagocytophilum (7,9 %), E. canis (0,16 %) und D. immitis
(2,4 %) in zufillig ausgewdhlten klinisch unauftfédlligen Hunden in Ungarn wurden ebenfalls
publiziert (Farkas et al. 2014). Zu Erreger- oder Seropridvalenzen von B. canis, E. canis und
A. phagocytophilum bei Hunden in Mazedonien und Bosnien-Herzegowina sind bislang keine
Publikationen bekannt. Angelou et al. (2019) verdffentlichte eine Studie, in der
Seropravalenzen von 6,2 % fiir Anaplasma spp. und 12,5 % fiir Ehrlichia spp. bei klinisch
unauffalligen griechischen Hunden festgestellt wurden. Daten von Erreger- und
Seroprévalenzen von B. canis bei Hunden in Griechenland sind bislang nicht bekannt. Im
Gegensatz dazu wurden zur Erregerpravalenz von D. immitis bei Hunden bereits verschiedene
Studien, meist in den nordlichen Regionen Griechenlands, durchgefiihrt. Dabei wurden
Priavalenzen von 5 % bis 34 % ermittelt (Angelou et al. 2019; Diakou et al. 2016). Angaben fiir
Erregerpravalenzen zu D. repens in Griechenland liegen zwischen 18 % und 33 % (Diakou et
al. 2016). Die Pravalenz fiir beide Dirifilaria spp. ist im Norden Griechenlands hoher, wihrend
die Erreger im Siiden nur sporadisch diagnostiziert wurden (Diakou et al. 2016). Fiir die
Balkanregion wurden verschiedene Studien iiber Infektionen von Hunden mit D. repens
verOffentlicht. Darin wird eine Priavalenz von 21 % fiir Mazedonien und 1,9 % fiir Bosnien-
Herzegowina angegeben (Capelli et al. 2018). Pravalenzen von D. immitis bei Hunden in
Mazedonien und Bosnien Herzegowina wurden bislang nicht verdffentlicht. Erreger- oder
Seroprivalenzen von Cand. Neoehrlichia mikurensis bei Hunden in allen genannten Landern
liegen zu diesem Zeitpunkt ebenfalls nicht vor. In diesen Gebieten besteht weiterhin der Bedarf
fiir Pravalenzuntersuchungen beziiglich vektoriibertragener caniner Krankheitserreger, um
Risikoanalysen im veterindrmedizinischen und, unter dem Aspekt des ,,One Health* Prinzips,
gegebenenfalls auch im humanmedizinischen Bereich zu ermdoglichen (Asokan 2015;
Destoumieux-Garzon et al. 2018). Die in diesem Projekt erlangten Ergebnisse der
Blutuntersuchungen konnten als Anhaltspunkte fiir zukiinftige Pridvalenzuntersuchungen

dienen.

In dieser Dissertationsarbeit wurden 100 Hundeblutproben aus Ungarn untersucht. In der

Triplex-PCR waren davon 7 % positiv filir Piroplasmida, 8 % fiir Anaplasma spp./Ehrlichia
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spp./Cand. Neoehrlichia mikurensis und 10 % fiir Onchocercidae (Tabelle IV-1). In der
Quadruplex-PCR war die Verteilung dhnlich und betrug 10 % fiir Piroplasmida, 7 % fiir
Anaplasmataceae und 10 % fiir Onchocercidae (Tabelle IV-5). Diese nicht reprisentativen
Ergebnisse dhneln den oben genannten Seroprdvalenzen in den Studien von Angelou et al.
(2019), Farkas et al. (2014) und Hornok et al. (2006) obwohl zu beriicksichtigen ist, dass dort
zufillig ausgewdhlte, klinisch unauffillige Hunde beprobt wurden und dass zum Teil auf
Speziesebene untersucht wurde. Dagegen wurde in diesem Projekt eine Untersuchung auf
Gattungsebene von nicht randomisierten Proben durchgefiihrt. Bei 20,83 % der beprobten
griechischen Hunde wurde im Triplex-PCR-Verfahren ein Nachweis von Onchocercidae im
Blut erbracht (Tabelle IV-1). Die oben genannten Publikationen von Capelli et al. (2018) und
Diakou et al. (2016) enthalten Prévalenzdaten verschiedener griechischer Studien, die zu
dhnlichen Ergebnissen kamen. Da in allen beprobten Lidndern dhnlich giinstige klimatische
Bedingungen fiir die relevanten Vektoren herrschen und sich damit auch das Vektorvorkommen
kaum unterscheidet, ist von &hnlichen Prdvalenzen der vektoriibertragenen caninen Erreger
auszugehen (Gray et al. 2013; Medlock et al. 2013; Gray et al. 2009). Das spiegelt sich auch
grofBtenteils in den Ergebnistabellen der Triplex- und Quadruplex-PCR wieder (Tabelle 1V-1
und Tabelle IV-5). Die Vergleiche der Vorkommenshiufigkeiten der Lander untereinander
beziiglich der Einzelinfektionen lieferten dementsprechend in den meisten Féllen keine
statistisch signifikanten Unterschiede. Eine Ausnahme bildet der Vergleich zwischen den
Proben aus Mazedonien und den aus den anderen beprobten Lénder. Eine Ursache dafiir konnte
sein, dass die mazedonischen Tierdrzte im Gegensatz zu den Kollegen der anderen
Beprobungsliander Hunde auswihlten, die sehr deutliche klinische Symptome einer caninen
vektoriibertragenen Erkrankung zeigten. Da nicht {iberpriift werden konnte, welche Kriterien in
Mazedonien fiir die Auswahl der beprobten Hunde angesetzt wurden, erscheint das
Erregervorkommen, verglichen mit den anderen Landern, innerhalb des Probenumfangs erhoht
(Tabelle 1V-2). Das gleiche gilt fiir die Mischinfektionen. Es werden in Abhingigkeit zu den
Einzelinfektionen dhnliche Verteilungen in allen beprobten Landern erwartet (Tabelle IV-3).
Das verdeutlicht Tabelle IV-4, in der die Erwartungswerte fiir das Vorkommen von
Mischinfektionen basierend auf den ermittelten Hiufigkeiten der Einzelinfektionen der
einzelnen Liander miteinander verglichen werden. Die dort dargestellten p-Werte liegen iiber
dem Schwellenwert p <0,05. Somit wurde keine iiber dem erwarteten Wert liegende Haufigkeit
bei Mischinfektionen in den Proben festgestellt. Da ein vermehrtes Auftreten von
Mischinfektionen unter anderem auch durch Kreuzreaktivitdt zwischen den Erregern innerhalb

der PCR verursacht werden kann, lisst eine geringe Haufigkeit von Mischinfektionen den
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Riickschluss zu, dass die verwendeten Primer ausreichend spezifisch sind. Ausnahmen bilden
hier wieder die Erwartungswerte fiir die Vergleiche zwischen Mazedonien und den restlichen

beprobten Landern aus dem oben genannten Grund.

Da die Ergebnisse der Quadruplex-PCR dhnlich austfielen, gab es auch dort kaum signifikante
Unterschiede bei den lénderspezifischen Héaufigkeiten innerhalb des Probenumfangs. Die
einzige Ausnahme bildete hier der Vergleich zwischen Griechenland und Ungarn beziiglich des
Vorkommens von Onchocercidae. Dabei wurde festgestellt, dass in den Blutproben aus Ungarn
eine signifikant hohere Héufigkeit dieser Erregergruppe vorliegt. Dies wurde aber in der
Triplex-PCR nicht bestétigt. Auch hier liegen die Signifikanzwerte fiir die Erwartungswerte
bezogen auf das Vorkommen von Mischinfektionen in den beprobten Landern iiber dem
Schwellenwert von p < 0,05 und zeigen damit, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen

den landerspezifischen Erregervorkommen innerhalb des Probenumfangs gefunden wurden.

2 Das Bead-basierte Multiplex-Diagnostikverfahren (Luminex®-xMAP®-
Technologie)

2.1 Entwicklung des Verfahrens

In der Molekularbiologie, welche zum Verstindnis von Krankheitsbildern sowie zur Diagnose
und Therapiewahl beitrdgt, sind schnelle und kostengiinstige Methoden mit hohem
Probendurchsatz gefragt, die spezifisch und zuverldssig arbeiten. Eine Methode, die diese
Anforderungen erfiillen kann, ist das neuartige Luminex-®-xMAP®-Verfahren. Aufgrund der
in Kapitel II 4.4.2 genannten Vorteile des Verfahrens sollte im Rahmen dieser
Dissertationsarbeit erstmalig ein spezifisches und zuverldssiges Multiplex-Diagnostikverfahren
auf Basis der Luminex®-xMAP®-Technologie zum speziesspezifischen Nachweis von caninen
vektoriibertragenen Pathogenen etabliert werden. Dafiir wurden die in der Triplex-PCR
amplifizierten DNA-Sequenzen der Plasmidpositivkontrollen von B. canis, B. vogeli,
B. gibsoni, A. phagocytophilum, E. canis, Cand. Neoehrlichia mikurensis, D. immitis und

D. repens verwendet (Kapitel III 2.4).

2.1.1 Die Beads

Die ausgewihlten Erregerspezies sollten in diesem Projekt mit der Luminex®-Technologie
erstmals simultan nachgewiesen werden. Diese Methode bietet die Mdglichkeit zwischen
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verschiedenen Beads und Verfahrensprotokollen zu wihlen. Fiir die vorliegende Arbeit wurde
sich fiir die magnetischen Beads entschieden (Kapitel III 2.4.1). Diese Beads ermdglichen eine
einfache und effektive Trennung der Mikrosphdren von Losungsmitteln, Puffern und
Mikropartikeln durch die Verwendung eines Magneten. Im Vergleich mit der Verwendung der
nicht-magnetischen Beads, die mit Vakuumpumpe, Filtermembranen und zusitzlichen
Waschschritten behandelt werden miissen, besteht bei dem hier gewéhlten Protokoll eine

zusitzliche Zeit- und Materialersparnis (Houser 2012).

2.1.2 Die Oligonukleotidsonden

Die verwendeten Oligonukleotidsonden fiir das Luminex®-Verfahren (Tabelle I11-2) wurden
bis auf die Sonden B.c. B.g. und B.v. eigens fiir dieses Dissertationsprojekt erstellt. Dabei
wurde mit Hilfe von Alignments darauf geachtet, dass die Sondensequenzen innerhalb der
DNA-Fragmente liegen, die mit der Triplex-PCR amplifiziert wurden (Kapitel IV 2.1). Durch
das Alignment der Sequenzen konnten die Kompatibilitdt der Sonden iiberpriift und eventuelle
Kreuzreaktionen ausgeschlossen werden. Mit dem Open Source Programm Primer3Plus
(Kapitel IIT 1.10) wurden die Schmelztemperaturen aller Sonden aufeinander abgestimmt, um
eine einheitliche Hybridisierungstemperatur im Luminex®-Assay zu ermoglichen. Beim
Entwurf der Sonden wurde sich beziiglich der Schmelztemperaturen an den publizierten Sonden
B.c. alt, B.g.,, B.v. und B.-catch all (Tabelle III-2) orientiert, da diese mit ihrer
Hybridisierungstemperatur von 42 °C bereits in einem publizierten RLB erfolgreich verwendet
wurden (Matjila et al. 2008; Matjila et al. 2005). Zusidtzlich wurden die Sonden und
verwendeten PCR-Sequenzen mit dem Programm Mfold (Kapitel III 1.10) auf
Sekundirstrukturen getestet, die bei der gewéhlten Hybridisierungstemperatur von 42 °C
entstehen. Es wurden einige mogliche Sekundirstrukturen innerhalb der amplifizierten DNA-

Sequenzen angezeigt. Diese wurde allerdings zunéchst als vernachldssigbar bewertet.

2.1.3 Die Bead-Kopplung

Die Oligonukleotidsonden wurden an die Beads unter Verwendung des Luminex®
Kopplungsprotokolls fiir magnetische Beads gebunden. Dabei wurde jeder Sonde eine
spezifische Bead-Region zugeordnet (Kapitel III 2.4.3). Dieses Protokoll wurde mit
Modifikationen der Arbeitsgruppe fiir Tumorimmunologie der Charité, Berlin durchgefiihrt, da
dort auf diese Weise stabilere Kopplungserfolge erzielt wurden (miindliche Kommunikation
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Dr. rer. nat. Andreas Kaufmann). Luminex® bietet die Alternative Beads zu bestellen, die
bereits vom Hersteller, also von Luminex® selbst, gekoppelt wurden. Dabei kann man
zwischen fertigen Sets fiir die Diagnostik einiger Humanpathogene oder speziell fiir die
jeweiligen Projektanforderungen gekoppelten Bead-Sonden-Sets widhlen. Das dafiir
verwendete Verfahren wird XTAG® genannt (Luminex®, Niederlande). In einigen Studien
werden die vom Hersteller gekoppelten Beads verwendet, da dies einige Vorteile bietet (Valera-
Lopezetal. 2017; Borrelli et al. 2015; Deleré et al. 2014). Zum einen erhilt man unter optimalen
Bedingungen gekoppelte Beads und somit den bestmoglichen Kopplungserfolg unter
Einsparung von Arbeitszeit. Zum anderen eliminiert dieses Verfahren mogliche Fehlerquellen
wihrend der Kopplung, die im Umgang mit den Beads, den Sonden und den Reagenzien
entstehen konnen. Dazu gehoren eine zu geringe oder zu grofle Menge der Sonden, die in der
Kopplungsreaktion verwendet wird (Kapitel V 2.1.6). Zusitzlich kann es zu Fehlern bei der
Herstellung oder Aufbewahrung der Puffer sowie zu wiederholter Lichtexposition der Beads
oder Kontaminationen wihrend der Arbeitsvorginge kommen. Zudem entfallen beim xTAG®-
Verfahren die Markierung der Primer mit Biotin sowie die Anpassung der
Hybridisierungstemperatur, da bei dieser Methode die Amplikons nicht direkt an die Sonden
binden sondern an sogenannte universelle TAG-Sequenzen. Durch einen Zwischenschritt im
Verfahren werden die gesuchten PCR-Produkte am 5'-Ende mit einer weiteren Sequenz
versehen. Diese Sequenz ist kompatibel zu den TAG-Einheiten und ermdglicht die
Hybridisierung an die Beads (Dundas et al. 2011). Allerdings verringert die Benutzung der vom
Hersteller gekoppelten Beads die zeitliche Flexibilitit beim Arbeiten mit dem Luminex®-
System, da die Kopplungsassays bei Bedarf nicht spontan wiederholt werden koénnen.
AuBerdem stellt das xTAG®-Verfahren einen hoheren Kostenfaktor als das xMAP®-Verfahren
dar. Aus diesen zuletzt genannten Griinden wurde die Option der Kopplung durch den
Hersteller in diesem Projekt nicht genutzt. Dadurch kann ein Einfluss der selbst durchgefiihrten
Kopplung auf die Probleme im Hybridisierungsassay nicht ausgeschlossen werden, obwohl die
Verifizierung der Kopplungsreaktionen nach Erneuerung der Sonde B.c. (Tabelle I11-2) in allen

Féllen erfolgreich verlief (Kapitel IV 2.4).

2.1.4 Verifizierung der Bead-Kopplung

Fir die Kopplungsverifizierung wurden biotinylierte  Oligonukleotidsonden im

Hybridisierungsassay verwendet. Diese sind komplementdr zu den Sonden, welche an die

Beads gekoppelte wurden (Kapitel IV 2.2). Es ergaben sich deutliche Fluoreszenzsignale,
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angegeben in der Einheit MFI (Median Fluorescence Intensity). Sie lagen bei den
Kopplungsverifikationsreaktionen im  vierstelligen Dezimalbereich und bei den
Negativkontrollen im zweistelligen Dezimalbereich (Tabelle 1V-9). Bei den Signalen der
Hybridisierungsreaktionen werden stets nur die korrigierten Werte (MFI abziiglich der
Hintergrundsignale) betrachtet. Sowohl die Reaktionen mit den sondenkomplementiren
Oligonukleotiden als auch die Negativkontrollen wurden in jedem Assaydurchlauf und fiir jede
Bead-Region mehrfach angesetzt, damit eventuelle Kontaminationen, Fehler im Lesevorgang
des Analysegerites und ausreilende Werte sichtbar werden konnten. Aus den
Mehrfachansidtzen pro Reaktion mit einer Bead-Region wurde dann ein reprédsentativer

Mittelwert gebildet, der den Ergebniswert darstellte.

Beziiglich der Hohe der MFI-Werte und der angestrebten Cut-Off-Werte wurde sich an der
Arbeitsgruppe fiir Tumorimmunologie der Charité Berlin (miindliche Kommunikation Dr. rer.
nat. A. Kaufmann) und an verschiedenen Publikationen iiber Luminex®-Assays zur DNA-
Detektion orientiert. Dort sind flir die untersuchten Proben MFI-Werte im mittleren
dreistelligen bis vierstelligen Dezimalbereich erzielt worden, wohingegen die
Negativkontrollen im einstelligen oder niedrigen zweistelligen Dezimalbereich lagen (Liu et al.
2012; Zubach et al. 2012; Schmitt et al. 2008; Schmitt et al. 2006). Der Cut-Off fiir dieses
Luminex®-Assay im Entwicklungszeitraum wurde zunéchst in Anlehnung an Delere et al.
(2011) sowie in Absprache mit dem technischen Kundenservice von Luminex® und Dr. rer.
nat. A. Kaufmann fiir jede Bead-Region auf das Dreifache des jeweiligen Hintergrundsignals
festgelegt. Dieser Schwellenwert wurde bei der Verifizierung der Kopplungsreaktionen bei
jeder getesteten Bead-Region iiberschritten. Dabei lagen die MFI-Werte der Bead-Regionen
nach jeder erfolgreichen Kopplung im vierstelligen Dezimalbereich (Tabelle IV-9). Damit
wurden diese Ergebnisse aufgrund der deutlichen Uberschreitung der Cut-Off-Werte als
eindeutig positiv im Hinblick auf die gelungenen Kopplungsreaktionen bewertet (Kapitel IV
2.2).

2.1.5 Hybridisierung der Beads mit PCR-Produkten

Die Hybridisierung der biotinylierten PCR-Fragmente der Plasmidpositivkontrollen an die
gekoppelten Beads wurde durchgefiihrt, um sondenspezifische Ergebnisse zu erhalten und
damit Cut-Off- Werte zu generieren (Kapitel IV 2.4). Zusétzlich sollten damit Mischungen der

Bead-Regionen getestet werden, um eine Multiplex-Reaktion zu testen. Dafiir sollte im
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Vergleich mit den Ergebnissen der Singleplex-Reaktionen mit den Plasmidpositivkontrollen
iiberpriift werden, ob im Multiplex-Ansatz unvorhergesehene Kreuzreaktionen oder
inhibierende Einfliisse auftreten. Allerdings wurden in keinem der Singleplex-Ansitze
eindeutig positive Ergebnisse erzielt. Die Differenzen zwischen Signalen der Proben und der
Negativkontrollen lieBen groBtenteils keine positive Bewertung zu. Der hier festgelegte Cut-
Off-Wert konnte ausschlieBlich bei der Sonde B.c. neu knapp erreicht werden. Bei den Sonden
B.g. und D.i. sowie A/E-catch all in Verbindung mit dem Amplikon von A. phagocytophilum
war dies nur in jeweils einem Testassay moglich und nicht reproduzierbar. Bei den restlichen
Sonden konnte der Cut-Off in keinem der durchgefiihrten Assays erreicht werden (Tabelle IV-
10). Mogliche Griinde hierfiir werden in den nachfolgenden Ausfiihrungen erortert.

2.1.6 Ansitze zur Uberpriifung und Optimierung des Verfahrens

Zunichst sollte ausgeschlossen werden, dass die Biotinkopplung der PCR-Produkte fehlerhaft
verlief und deshalb im Luminex®-Verfahren geringe MFI-Werte erzeugt wurden. Das konnte
bei der Amplifizierung mit biotinylierten Riickwérts-Primern aufgrund mangelhafter
Primerqualitit oder Fehlern in der Durchfiihrung geschehen. Deshalb wurde ein zusitzliches
Verfahren, der RLB, zu Hilfe genommen (Kapitel III 2.4.6). Das bereits fiir Babesien-,
Anaplasmen- und Theilerienspezies etablierte RLB-Verfahren wurde hier mit spezifischen
Sonden fiir die Detektion von Babesien und Theilerien angewandt (Matjila et al. 2008). Es
wurden speziesspezifische sowie auch gattungsspezifische Piroplasma-Sonden zum Nachweis
von einigen zuféllig ausgewihlten, biotinylierten PCR-Produkten der Plasmidpositivkontrollen
verwendet. Dabei handelte es sich um biotinylierte Amplikons von B. canis, B. gibsoni und
B. vogeli (Abbildung IV-9). Ergeben haben sich dabei wenige unspezifische Kreuzreaktionen
von B. canis mit den RLB-Sonden B. venatorum und B. caballi sowie von B. vogeli mit den
Sonden B. canis und B. caballi, bei denen von Kontaminationen wahrend des RLB-Verfahrens
ausgegangen wird, da die Sonden in der Vergangenheit zuverldssig und spezifisch
funktionierten (Matjila et al. 2008; Matjila et al. 2005; Matjila et al. 2004). Im durchgefiihrten
RLB konnte auBerdem das Amplikon von B. gibsoni nicht hybridisieren, da die verwendete
Sonde fiir den asiatischen Genotyp von B. gibsoni konstruiert wurde und hochst spezifisch an
diesen bindet. Eine Hybridisierung an die gattungsspezifischen Sonden Babesia/Theileria
catch-all und Babesia catch-alll fand jedoch bei allen verwendeten Amplikons statt. Generell
konnte eine Hybridisierung der PCR-Fragmente von B. canis, B. gibsoni und B. vogeli mit den
entsprechenden RLB-Sonden nachgewiesen werden. Somit wurde verifiziert, dass die
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Biotinylierung der Amplikons erfolgreich verlief (Kapitel IV 2.3). Deshalb ist darauf zu
schlieBen, dass alle PCR-Produkte, die auf die gleiche Weise mittels biotinylierten Riickwarts-
Primern amplifiziert wurden, erfolgreich mit Biotin versehen werden konnten. AuBerdem
konnte gezeigt werden, dass die Hybridisierung der Amplikons an die jeweiligen Sonden
moglich ist. Da die Sondensequenzen im Fall von B. canis, B. gibsoni und B. vogeli im RLB-
und Luminex®-Assay aus Publikationen stammen und bei beiden Verfahren iibereinstimmen
(Tabelle III-2 und Tabelle I1I-3), ist somit grundsétzlich eine Hybridisierung der Amplikons an

die Sonden auch im Luminex®-Assay moglich.

Da mangelnde Biotinylierung der Primer als Verursacher fiir die Komplikationen im
Etablierungsprozess des Luminex®-Verfahrens ausgeschlossen war, wurden verschiedene
Modifikations- und Optimierungsversuche der Hybridisierungsreaktion durchgefiihrt. Dabei
wurden die Hybridisierungstemperatur und — zeit, die eingesetzte Menge der PCR-Produkte
und die Menge des Fluoreszenzfarbstoffes Streptavidin-PE sowie zwei verschiedene
Waschpuffer und die Anzahl der damit durchgefithrten Waschschritte variiert. Aulerdem
wurde eine Sonde mit einem C-12-Spacer anstatt mit einem C-6-Spacer getestet (Kapitel 111
2.4.7.1). Diese Optimierungsansidtze wurden basierend auf miindlichen Hinweisen des
technischen Kundenservice von Luminex® gewihlt, von denen zwei Mitarbeiter aufgrund der
genannten Schwierigkeiten personlich vor Ort waren, um mogliche Fehler zu korrigieren und
Hilfestellung zu geben. Auflerdem gab es Gesprache mit Dr. rer. nat. A. Kaufmann, dem Leiter
der Tumorimmunologie der Charit¢ Berlin und dem Technischen Kundenservice von
Luminex® beziiglich der Probleme mit dem Luminex®-Assay sowie Dr. T. Kayademir,
Mitarbeiter bei Bio-Rad, beziiglich der Benutzung des Bio-Plex®-Systems (Bio-Rad,
Miinchen) und der Interpretation der vom Gerit ausgegebenen Werte. Allerdings ergaben die
Modifikationen der Hybridisierungsreaktion fiir die Singleplex-Ansitze sowie die Anleitung
und Hilfe von oben genannten erfahrenen Kollegen nicht die gewlinschten Ergebnisse in Form
von Signalen {iber dem minimalen Cut-Off-Wert bei der Hybridisierung mit PCR-Produkten
(Kapitel IV 2.4). Aus diesem Grund konnte die Etablierung eines Multiplex-
Diagnostikverfahrens mittels Luminex®-xMAP®-Technologie in dem fiir dieses
Dissertationsprojekt vorgegebenen Zeitrahmen nicht abgeschlossen werden. Es war bis zu
diesem Zeitpunkt nicht moglich vollstindig zu klaren, weshalb die PCR-Produkte der
Plasmidpositivkontrollen im Gegensatz zu den sondenkompatiblen Oligonukleotiden nur
unzureichend an die Sonden hybridisiert werden konnten. Trotz Modifikationsversuchen und

externer Hilfestellung von Luminex®- und Bio-Rad — Mitarbeitern wurden die Fehlerquellen
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dafiir nicht identifiziert. Da die Hybridisierung einiger PCR-Produkte an Sonden im RLB-
Verfahren moglich war (Kapitel IV 2.3), ist davon auszugehen, dass eine Ursache fiir die
niedrigen Signale bei den Assay-Protokollen zu finden ist. Beispielsweise konnte die Menge
der in der Kopplungsreaktion verwendeten Sonden einen Einfluss auf die Signalstdrke haben,
da eine zu groBle Sondenanzahl auf den Beads eine sterische Hinderung bei der Bindung der
PCR-Produkte erzeugen konnte. Das wiirde zu einer Verringerung der Signalstéirke fiihren. Bei
einer zu geringen Sondenanzahl auf den Beads kann die Signalstirke ebenfalls herabgesetzt
werden (Fei et al. 2008). Zudem sind das Sondendesign, eventuelle Sekundirstrukturen der
amplifizierten PCR-Sequenzen sowie die Qualitdt der verwendeten Puffer als mogliche
Problemfaktoren nicht auszuschlieen. Die Sequenzen und Langen der PCR-Amplikons sind
von entscheidender Bedeutung fiir den Erfolg des Verfahrens. Somit konnten eine Optimierung
und erneute Uberpriifung der PCR sowie der Sonden die Ergebnisse moglicherweise

verbessern.

Eine Option fiir zukiinftige Versuche wére die in der Kopplungsreaktion eingesetzte Menge an
Sonden zu variieren, um festzustellen welchen Einfluss dies auf die Signalstérke hat. In einem
weiteren Schritt konnten die vorhandenen Sondensequenzen vom Hersteller an die Beads
gekoppelt werden, um herauszufinden, ob ein bis heute unerkannter Fehler in der
Kopplungsdurchfiihrung lag. AuBerdem ist es moglich die manuell angesetzten Puffer kduflich
zu erwerben, um auszuschlieen, dass die Qualitdt der verwendeten selbst angesetzten Puffer
Einfluss auf die Kopplungs- oder Hybridisierungsreaktion hat (Kapitel I1I 1.3). Ein zusétzliches
Risiko bei der erfolgreichen Etablierung des Luminex®-Verfahrens stellen die Primer und die
Lénge der Amplikons, welche im Luminex®-Verfahren nachgewiesen werden sollen, dar. In
diesem Projekt lagen die Amplikons der verwendeten Positivkontrollen bei Lingen zwischen
258 bp und 677 bp (Tabelle I11-4). In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Lange der
Amplikons aufgrund ihrer Tendenz zur Bildung von Sekundérstrukturen ausschlaggebend fiir
eine effiziente Bindung sein kann (Santos et al. 2013; Dunbar 2006). Etienne et al. (2009)
erlangten optimale Signale mit Amplikons mit einer Lange von 250 bp, wohingegen dies mit
100 bp und 600 bp groBen PCR-Produkte nicht erreicht wurden. In der Studie von Diaz and
Fell (2004) wurden bessere Signale mit PCR-Produkten mit einer Lénge von iiber 600 bp als
mit denen von unter 600 bp erzielt. Dahingegen werden in einer anderen Publikation
erfolgreiche Durchfiihrungen des Assays mit Amplikons zwischen 100 bp und 400 bp
beschrieben (Fitzgerald et al. 2007). Die unterschiedlichen Angaben in den einzelnen Projekten

lassen erkennen, dass eine individuelle Anpassung der Amplikonléngen in Verbindung mit der
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Beschaffenheit der Sonden unter Beriicksichtigung der Sekundérstrukturen nétig ist. Auch bei
den verwendeten Oligonukleotidsonden mit einer Linge von 18 bp bis 22 bp (Tabelle I1I-2)
wire eine Sekundarstrukturbildung denkbar. Die Sekundirstrukturen wurden in diesem Projekt
mit dem Programm Mfold simuliert (Kapitel III 2.4.2). Allerdings konnte innerhalb der Menge
an moglichen Sekundérstrukturen bei den Amplikons und Sonden nicht jede einzelne
berticksichtigt werden. Der Grund weshalb mogliche Sekunddrstrukturen der Amplikons im
Test mit dem RLB-Verfahren weniger Einfluss hatten und ein deutlich positives Signal erzielt
wurde (Kapitel IV 2.3), kann die bereits in diesem Kapitel erwdhnte Menge an verwendeten
Sonden sein, die bei zu grofler sowie zu geringer Anzahl auf den Beads zu Verringerung der

Signalstéirke fiihren kann (Fei et al. 2008).

2.1.7 Ausblick

Die Triplex-PCR, welche im Zuge dieses Dissertationsprojektes zum Nachweis von
Piroplasmida, Anaplasmataceaec und Onchocercidae etabliert wurde, konnte aufgrund ihrer
sensitiven und reproduzierbaren Ergebnisse (Kapitel IV 1.3 V 1.1) zum Nachweis dieser
Erregergruppen bei Studien zur Pravalenzermittlung oder bei der Diagnostik erkrankter Tiere
gegebenenfalls Verwendung finden. Allerdings ist damit ausschlieBlich der Nachweis auf
Ebene der Erregerordnung beziehungsweise -familie mdglich. Fiir die Speziesdifferenzierung
ist ein weiterer Schritt ndtig. Das kann in Form einer Sequenzierung bei wenigen Proben oder
eines weiteren Diagnostikverfahrens bei einer groflen Probenanzahl geschehen. In diesem
Projekt sollte ein Bead-basiertes Multiplex-Verfahren (Luminex®) fiir einen Erregernachweis
einschlieBlich Speziesdifferenzierung etabliert werden. Die Primerpaare, die fiir die Triplex-
PCR verwendet wurden, amplifizieren DNA-Segmente, welche innerhalb dieses
Dissertationsprjektes im Luminex®-Verfahren nicht ausreichend nachgewiesen werden
konnten. Die Hybridisierung der Amplikons an die Oligonukleotidsonden erfolgte offenbar nur
unzureichend und somit ist eine speziesspezifische Diagnostik mit dieser Methode zu diesem
Zeitpunkt nicht moglich. Fiir eine Fortfiihrung dieses Projektes konnten die Menge der in der
Kopplungsreaktion eingesetzen Sonden variiert werden. Es konnten Beads verwendet werden,
die vom Hersteller Luminex® unter optimalen Bedingungen mit den Sonden gekoppelt wurden,
um mogliche Fehler in der Durchfiihrung der Kopplungsreaktion sowie im Umgang mit dem
Beads oder den verwendeten Reagenzien auszuschlieBen. Als weiterfiihrenden Schritt konnten

die Sonden erneut iiberpriift und gegebenenfalls modifiziert werden.
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Mittels dieser Anpassungen wire die Moglichkeit einer erfolgreichen Etablierung des
Luminex®-Verfahrens gegeben und damit die speziesspezifische Detektion der in diesem
Projekt nachzuweisenden vektoriibertragenen caninen Krankheitserregern. Zudem konnten
nach erfolgreicher Etablierung des Verfahrens weitere Pathogene der Erregergruppen
Piroplasmida, Anaplasmataceae und Onchocercidae hinzugefiigt werden, um das diagnostische

Spektrum zu erweitern und einen moglichen Ausgangspunkt fiir kiinftige Projekte zu schaffen.
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VI  Zusammenfassung

Entwicklung eines Multiplex-Diagnostikverfahrens zur Detektion von caninen

vektoriibertragenen Krankheitserregern

Die Weiterentwicklung von Diagnostikmethoden und die Generierung epidemiologischer
Daten sind im Zusammenhang mit caninen vektoriibertragenen Erkrankungen wichtige
Voraussetzungen, um Infektionsrisiken einzuschétzen, geeignete Prophylaxe- und
Therapiemaflnahmen zu ergreifen und somit die Verbreitung dieser Krankheitserreger
einzuddmmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine Triplex-PCR zur simultanen
Detektion von caninen vektoriibertragenen Erregern der Familie Onchocercidae sowie
Anaplasmataceae und der Ordnung Piroplasmida entwickelt. Darauf aufbauend wurde mit der
Etablierung einer Multiplex-Diagnostikmethode auf Basis der Luminex®-xMAP®-
Technologie begonnen. Diese sollte zur Speziesdifferenzierung der Erreger dienen, die mit der
Multiplex-PCR nachgewiesen wurden. In diesem Projekt lag der Fokus auf der Differenzierung
der caninen Pathogene Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia  gibsoni,
Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Candidatus Neoehrlichia mikurensis,
Rickettsia conorii und Dirofilaria immitis. Der Versuch die Triplex-PCR mit einem
zusdtzlichen Primerpaar zum Nachweis von Rickettsia spp. auf ein Quadruplex-Verfahren zu
erweitern, wurde abgebrochen, da die Methode im Vergleich zur Triplex-PCR weniger
zuverldssige Ergebnisse liefern konnte. Im Rahmen der Entwicklung der genannten
Diagnostikmethoden wurden 246 Blutproben von Hunden aus den Léndern Ungarn,
Griechenland, Mazedonien, Bosnien-Herzegowina und Israel gesammelt und zum
vereinfachten Transport sowie zur Konservierung auf FTA®-Karten archiviert. Zur
Probengewinnung wurden Linder gewihlt, in denen die ausgewdhlten Erreger endemisch sind.
Die Beprobung wurde vor Ort bei Hunden durchgefiihrt, bei denen der Verdacht auf eine
Infektion mit einem der hier relevanten Krankheitserreger bestand. Mittels eines DNA-
Extraktionsverfahrens wurden die Nukleinsduren aus der Matrix des FTA®-Papiers isoliert und
mit der Triplex-PCR sowie teilweise mit der Quadruplex-PCR untersucht. Aufgrund der
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der beiden Verfahren sowie der scheinbar geringeren
Sensitivitdt und Spezifitit der Quadruplex-PCR im Vergleich zur Triplex-PCR wurde die
Quadruplex-PCR ausschlieBlich bei 204 der 246 Proben angewandt. Die Blutproben aus Israel

waren ausschlieBlich zur Verwendung im Etablierungsprozess der Diagnostikverfahren
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vorgesehen, da sie von Hunden stammten, die zum Beprobungszeitpunkt bereits mit

vektoriibertragenen Erkrankungen diagnostiziert waren.

Das speziesspezifische Multiplex-Diagnostikverfahren auf Basis der Luminex®-xMAP®-
Technologie konnte in dem gegebenen Zeitrahmen nicht vollstindig etabliert werden. Nach
Durchfiihrung einiger Modifikationen hinsichtlich der Kopplungs- und
Hybridisierungsverfahren, wire jedoch ein sensitiver und spezifischer Nachweis der hier
ausgewdhlten Pathogene sowie eine Erweiterung des Assays auf weitere Erreger, basierend auf

der beschriebenen Triplex-PCR, moglich.
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VII Summary

Development of a multiplex diagnostic method for detection of canine vector-borne

pathogens

In order to assess infection risks, take prophylactic as well as therapeutic measures and thus
keep infectious agents from spreading, continued efforts concerning the development of
diagnostic methods and generation of epidemiologic data related to canine vector-borne
diseases are required. In this study a triplex PCR for the simultaneous detection of canine
vector-borne pathogens of the taxonomic family Onchocercidae and Anaplasmataceae as well
as the order Piroplasmida was developed for the first time. Additionally the establishment of a
multiplex diagnostic method based on the Luminex®-xMAP®-Technology was described,
aiming at the determination and differentiation of nine canine target species (Babesia canis,
Babesia vogeli, Babesia gibsoni, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Candidatus
Neoehrlichia mikurensis, Rickettsia conorii and Dirofilaria immitis), previously detected using
the multiplex PCR. An effort to extend the triplex PCR into a quadruplex PCR by including an
additional pair of primers designed to specifically detect Rickettsia spp. was made but
discontinued because results obtained with the quadruplex PCR were less reliable compared to
the triplex PCR results. In total 246 blood samples, collected from dogs in Hungary, Greece,
Macedonia, Bosnia Herzegovina and Israel, were conserved on FTA® Cards in order to achieve
easier transport and storage. Countries participating in the sampling procedure were chosen
according to the known occurrence of the above mentioined target species in their canine
populations. Samples were obtained from dogs that were suspected to be infected with either
of the pathogens of interest. Nucleic acids were isolated from the matrix of the FTA® Cards
using a DNA extraction method and subsequently examined with the triplex PCR and partly
with the quadruplex PCR. Due to mismatching results of the quadruplex-PCR and its suspected
lower sensitivity and specifity in comparison to the triplex-PCR only 204 of the 246 samples
were examined with the quadruplex method. The non-representative results of both PCR assays
were statistically analysed and the frequency of occurences of the canine pathogens within the
samples were compared between different countries, indicating similar levels of infection for
all participating regions. This may be explained by similar climatic conditions and similar
vector distributions. Blood samples from Israel were used soley for the establishment of the

diagnostic assays since they were obtained from dogs previously diagnosed with afore
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VII Summary

mentioned canine vector borne pathogens. Therefore, they were not included in the statistical
analysis. All collected samples were obtained using a non-randomised sampling procedure and
subsequently are not representative regarding country specific prevalences. However, they can
be considered as a basis for further epidemiological investigation. The specific multiplex assay
using the Luminex® xMAP® technology was not completely established within the timeframe
set for this study. However, following further modifications regarding the process of coupling
and hybridisation it may be used as a sensitive and specific method for the detection of the
target canine pathogens and be extended towards the detection and quantification of more

pathogens, using the described triplex PCR as a basis.
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