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1. Einleitung 

1.1. Orientia tsutsugamushi 

Orientia (O.) tsutsugamushi, aus dem Japanischen 恙 tsutsuga für Krankheit 

und 虫 mushi für Insekt, ist ein Gram-negatives, obligat intrazelluläres 

Bakterium (Abb. 1), das verantwortlich für die im asiatischen Raum endemische 

Erkrankung namens Tsutsugamushifieber ist (Tamura et al. 1995). Erste 

Hinweise gibt es bereits aus dem 3. Jahrhundert in China (Fan et al. 1987), die 

erste Dokumentation in der medizinischen Fachliteratur stammt aus dem Jahre 

1879 (Nagayo et al. 1917). Früher als Rickettsia orientalis oder Rickettsia 

tsutsugamushi klassifiziert, wird das Bakterium seit 1995 in der neuen Gattung 

namens Orientia mit der Spezies Orientia tsutsugamushi geführt (Tamura et al. 

1995). Grund dafür sind phäno- und genotypische Unterschiede zwischen 

diesem Mikroorganismus und der Gattung Rickettsia. 

O. tsutsugamushi ist ein kurzes Stäbchen mit einem Durchmesser von 0,5-0,8 

µm und einer Länge von 1,2-3,0 µm (Tamura et al. 1995). Es besitzt eine Hülle 

mit weicher Zellwand und Membran, deren äußeres Blatt dicker als das innere 

Blatt ist. Peptidoglykane und Lipopolysaccharide fehlen (Amano et al. 1987). 

Die Anfärbung ist mittels Giemsa-Färbung möglich (Tamura et al. 1995). 

 

Abb. 1: Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahme von O. tsutsugamushi 
L929 Zellen an Tag 7 nach Infektion. Zur Verfügung gestellt von Christel Schmetz/ Christian 
Keller. 



Einleitung 

6 

 

Das Genom von O. tsutsugsmushi ist als einzelnes zirkuläres Chromosom im 

Median sequenziert 2,1 Millionen Basenpaare (bp) groß und hat damit das 

größte Genom der Ordnung Rickettsiales. Mittlerweile liegen für weniger als 

zehn Orientia-Stämme vollständig sequenzierte Genome vor, z.B. von den 

Stämmen Boryong oder Ikeda (Cho et al. 2007; Nakayama et al. 2008). Obwohl 

eine hohe genetische Diversität beschrieben ist, existieren auch konservierte 

Gene, darunter proteinkodierende Gene und ribosomale Sequenzen. Das 16S 

ribosomale Ribonukleinsäure (rRNA) Gen mit mehr als 98,5% Homologie 

zwischen den Stämmen und das 47 Kilodalton (kD) Gen mit ca. 96,4% 

Homologie (Jiang et al. 2013) beispielsweise sind dadurch für molekulare 

Nachweise des Bakteriums geeignet (Enatsu et al. 1999; Ohashi et al. 1995). 

Auch lässt sich O. tsutsugamushi durch seine 16S rRNA Sequenzen von den 

Rickettsiae abgrenzen, da diese in der phylogenetischen Analyse nicht 

miteinander clustern (Tamura et al. 1995). 

Das O. tsutsugamushi Genom besitzt darüber hinaus eine im Vergleich zu 

anderen Bakterien ausgesprochen große Zahl an proteinkodierenden Genen 

(Cho et al. 2007; Nakayama et al. 2008). Dazu gehören u.a. die Gene der 

Membranproteine, sogenannte Typ-spezifische Antigene (TSA): 22kD, 47kD, 

56kD und 110kD Proteine (Tamura et al. 1995). Die Gene dieser Proteine 

können ebenfalls für einen Nachweis von O. tsutsugamushi herangezogen 

werden. Weiterhin besitzt der Organismus eine hohe Zahl (200-fach) an 

repetitiven Sequenzen insbesondere im Vergleich zu anderen 

Bakteriengenomen (Cho et al. 2007; Nakayama et al. 2008). Die 

Durchmischung der repetitiven Elemente innerhalb des O. tsutsugamushi 

Genoms, häufige Punktmutationen in kodierenden Genen sowie die hohe Rate 

an genetischer Rekombination tragen zu einer großen Diversifizierung der 

Bakterienstämme bei (Vincent 2016; Phetsouvanh et al. 2015; Kim et al. 2017; 

Sonthayanon et al. 2010). 

Durch die hohe genetische Diversität der proteinkodierenden Gene kommt die 

große Antigendiversität von O. tsutsugamushi zustande. Diese ist hauptsächlich 

zurückzuführen auf die Variabilität des 56kD TSA-Proteins der äußeren 

Membran (Tamura et al. 1995; Tamura et al. 1985), welches spezifisch für O. 

tsutsugamushi ist (Kelly et al. 2009). Innerhalb des 56kD TSA Gens existieren 

Regionen mit besonders großen Unterschieden (Ähnlichkeit <50% - >75% 
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zwischen den Stämmen) die sogenannten variablen Domänen (VD) I, II, III, IV 

(Tamura et al. 1995; Ohashi et al. 1992b). Diese sind in den hydrophilen 

Regionen des Moleküls lokalisiert und liegen zwischen Aminosäureposition 100 

und 500 des offenen Leserahmens (open reading frame). Die VD I liegt bei den 

Stämmen Karp, Gilliam, Kato, Kawasaki und Kuroki zwischen den 

Aminosäurepositionen 105-133 (entspricht 315-399 bp) und enthält 22-28 

Aminosäuren. Die VD II ist nahezu einzigartig in jedem 56kD TSA Protein, die 

VD III weist große Ähnlichkeiten zwischen den Stämmen auf und die VD IV 

stellt die größte variable Domäne dar (Ohashi et al. 1992b). Mittels 

Gensequenzierung des 56kD TSA Gens können die verschiedenen O. 

tsutsugamushi Stämme unterschieden und klassifiziert werden (Ohashi et al. 

1992b; Kelly et al. 2009). Unabhängig von der Typisierungsmethode ist es 

schwierig einen bestimmten Sequenztyp einem genauen geographischen Ort 

zuzuordnen (Enatsu et al. 1999; Kelly et al. 2009). In manchen Gebieten 

existieren genetische Typen, die eine höhere Prävalenz als andere aufweisen 

(Ogawa und Ono 2008) und ggf. verknüpft mit dem Vorkommen einer 

bestimmten Vektorspezies sind. Karp ist mit einem Anteil von 40-50% der 

häufigste vorkommende Stamm (Kelly et al. 2009). 

Das 56kD Membranprotein ist ein hitzelabiles immundominantes Antigen mit 

alternierenden hydrophoben und hydrophilen Regionen und besitzt eine Größe 

von 516-541 Aminosäuren (Ohashi et al. 1992b; Kelly et al. 2009). Zu Beginn 

der 1960er Jahre wurden drei Serotypen definiert: Karp, Kato und Gilliam 

(Shishido 1964). Mittlerweile sind es mit mindestens 20 deutlich mehr (Ohashi 

et al. 1992b; Ohashi et al. 1996; Kelly et al. 2009). Das 56kD Antigen ist 

immundominant, da im Menschen wie auch in anderen Säugetieren 

hauptsächlich gegen dieses Antikörper gebildet werden. Dabei lässt sich auch 

eine Kreuzreaktivität der Antikörper gegen einen Serotyp mit dem Antigen eines 

anderen Stammes verzeichnen, daher ist es enorm wichtig, dass verschiedene 

Antigene in der serologischen Diagnostik berücksichtigt werden (Vincent 2016; 

Ohashi et al. 1992b). 

Es gibt Hinweise darauf, dass die 56kD TSA Diversität für die unterschiedliche 

Virulenz der einzelnen Stämme verantwortlich ist (Tamura et al. 1995; Bengtson 

1945). Das 56kD TSA Protein spielt nämlich auch bei der Zellinvasion eine 

Rolle. Es vermittelt die Adhäsion und den Eintritt in die Zelle, zum Teil auch 
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über Phagozytose (Tamura et al. 1995; Díaz et al. 2018). Integrine und 

Clathrine sind intrazellulär am Invasionsmechanismus beteiligt (Díaz et al. 

2018; Vincent 2016; Chu et al. 2006). Nach ca. 2 h verlässt O. tsutsugamushi 

pH-bedingt das Phagosom und befindet sich dann frei im Zytoplasma, nach 

entsprechender Migration zum Microtubuli Organizing Center (MTOC) meist 

perinukleär (Kim et al. 2001). Die Replikation findet dort durch binäre Fusion mit 

einer Verdopplungszeit von 9-18 h statt (Tamura et al. 1995; Díaz et al. 2018; 

Vincent 2016). 72 h nach Infektion wird O. tsutsugamushi durch Knospung 

(budding) der Bakterienmembran mit der Zelloberfläche durch die Wirtszelle 

freigesetzt. Dieser Mechanismus des Zellaustritts ähnelt dem behüllter Viren 

(Tamura et al. 1995; Díaz et al. 2018). Auch durch Lyse kann das Bakterium 

aus der Wirtszelle freigesetzt werden und weitere Zellen befallen (Vincent 2016; 

Díaz et al. 2018). 

1.2. Erregerreservoir und Vektor 

Das Bakterium O. tsutsugamushi wird durch Bisse des Larvenstadiums von 

Milben aus der Familie der Trombiculidae, Gattung Leptotrombidium (L.) 

übertragen (Elliott et al. 2019). Die am häufigsten mit O. tsutsugamushi 

infizierten Milbenspezies sind L. pallidum, L. deliense, L. scutellare und L. 

fletcheri (Elliott et al. 2019; Santibáñez et al. 2015). 

In Laboruntersuchungen konnte der Lebenszyklus der Milbe Trombicula 

akamushi untersucht werden (Abb. 2). Die adulten männlichen Milben 

produzieren Spermatophoren und legen diese in der Umwelt ab. Die adulten 

weiblichen Milben nehmen diese auf, um ihre Eier zu befruchten. Die Eiablage 

beginnt 6-21 Tage nach Befruchtung, sie kann bis zu 253 Tage anhalten. Dabei 

werden täglich meist 2-22 Eier, maximal bis zu 41 Eier abgelegt. Ein Weibchen 

kann bis zu 400 Eier legen (Vincent 2016). Nach 7-11 Tagen rupturiert die 

abgelegte Eizelle, und eine unreife unbewegliche Larve wird frei (Deutovum). 

Nach 5-7 Tagen reift eine sechsbeinige Larve heran. Die rötlichen 200 µm 

großen Larven werden in der englischen Literatur als chiggers bezeichnet. Sie 

bewegen sich nur wenige Zentimeter (bis zu 45 cm) vom Schlupfort auf der 

Suche nach einem passenden Wirbeltierwirt. Dafür bilden die chiggers Cluster, 

die als Milbeninseln (mite islands) bekannt sind (Audy 1968). In diesen 

Ansammlungen auf Blättern, im Gras, oder auf Zweigen über der Erdoberfläche 
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können die Larven Monate auf Nahrung warten. Die Larven sind relativ robust, 

anpassungsfähig und überleben Temperatur- und Feuchtigkeitsschwankungen 

(Elliott et al. 2019). Optimale Bedingungen stellen Temperaturen 25-30°C und 

eine Luftfeuchtigkeit von 80% dar (Santibáñez et al. 2015). Die Larven werden 

durch ausgeatmetes CO2 vom Wirt stimuliert, Kontakt mit der Haut zu suchen. 

Sie besitzen ein scharfes Mundwerkzeug namens Chelicerae. Damit formen sie 

in der Epidermis ein charakteristisches, ca. 120 µm tiefes Nahrungsrohr, das 

Stylostom. Durch Speichelenzyme der Larve kann Epithel und Lymphgewebe 

lysiert werden. Von diesen verdauten Gewebeflüssigkeiten ernähren sich die 

Larven und werden um ein Vielfaches größer. Die Nahrungsaufnahme kann 2-

12 Tage und länger dauern. Danach verlassen die Larven den Wirt und kehren 

zu ihrem Habitat auf der Erdoberfläche zurück. Dort entwickeln sie sich in 3 

Tagen in unbewegliche Nymphophanen oder Protonymphen. Nach 7-10 Tagen 

entwickelt sich eine achtbeinige Deutonymphe, die sich, ebenso wie das adulte 

Milbenstadium, von Eiern von Arthropoden (Gliederfüßler) sowie toten oder 

unbeweglichen weichen Insekten ernährt. 2 Wochen später entwickelt sich die 

Nymphe in die Tritonymphe (teleiophane). Nach 2 Wochen entsteht das adulte 

Milbenstadium (Elliott et al. 2019). 

 
Abb. 2: Schematische Abbildung des Lebenszyklus der Trombicula akamushi Milbe 
Modifiziert nach Santibañez et al. 2015. 
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Wirtstiere der Milben sind v.a. Nager, davon 84% Ratten und Mäuse (Elliott et 

al. 2019). In 0,5% der Fälle stellen Vögel ein Wirtstier dar und tragen vermutlich 

durch ihre Flugrouten zu der Verbreitung des Erregers bei. Der Mensch wird als 

zufälliger Wirt betrachtet (Elliott et al. 2019; Kim et al. 2017; Santibáñez et al. 

2015). 

95-100% der Milben sind weiblich. Die Weitergabe von O. tsutsugamushi 

geschieht über transovarielle und transstadiale Transmission. Dabei wird O. 

tsutsugamushi über die Eizelle sowie über die verschiedenen Lebenszyklen an 

die Nachfolgegenerationen weitergegeben. Organe, in denen das Bakterium 

gefunden werden konnte, sind in adulten Milben u.a. die Eierstöcke, in den 

Larven die Speichelorgane. Bislang konnte O. tsutsugamushi nicht in den 

Spermatophoren der Männchen nachgewiesen werden. 

Es besteht die Möglichkeit, dass sich die Larven während der 

Nahrungsaufnahme beim Wirtstier infizieren, auch wurde eine Ansteckung bei 

gleichzeitig saugenden Larven am gleichen Wirt beobachtet. Dieser horizontale 

Transfer von O. tsutsugamushi ist womöglich ein Grund für die hohe 

Stammvielfalt in den Milben. Die Larven stellen somit zugleich Vektor und 

Reservoir für O. tsutsugamushi dar (Elliott et al. 2019; Kim et al. 2017; Vincent 

2016). 

1.2.1.  Habitat 

Der Lebensraum der Milben ist vielfältig. Sie kommen in Graslandschaften, 

Parks, Wäldern, Gebirgen, Halbwüsten und Strandvegetation, auf Feldern und 

an Flussufern vor. Dabei sind nicht nur der ländliche Raum und die 

Landwirtschaft mit dem Vorkommen von O. tsutsugamushi assoziiert, auch 

semi-urbane und urbane Räume stellen einen zunehmend relevanten 

Lebensraum für die Milben dar (Elliott et al. 2019). 

1.2.2.  Infektionsweg und Risikofaktoren 

Der Mensch stellt einen Fehlwirt für O. tsutsugamushi dar. Kommt es 

nichtsdestotrotz zu einem Kontakt mit den Larven, kann eine Übertragung des 

Bakteriums geschehen. Diese benötigt vermutlich eine mehr als sechsstündige 

Anhaftung der Milbe an den Wirt (Santibáñez et al. 2015). Prädilektionsstellen 

der Bisse sind die Axilla, die Brustumschlagsfalte, die Leisten, die Genitalregion 
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und druckassoziierte Stellen am Körper, wie beispielsweise der Hosenbund 

(Kim et al. 2007; Kundavaram et al. 2013). Eine Gefahr der Infektion besteht bei 

naturnahen beruflichen oder freizeitlichen Aktivitäten, besonders betroffen sind 

Landwirt:innen, Plantagenarbeiter:innen, Militärkräfte sowie Menschen bei 

Freizeitaktivitäten im Freien, in Gärten und Parks. Risikofaktoren stellen bei 

Tätigkeiten in der Landwirtschaft eine längere Expositionszeit, das vorgebeugte 

und hockende Arbeiten, das Ruhen auf dem Boden, Fehlen von 

Schutzkleidung, seltenes Waschen von Kleidung und Haut, sowie die 

Nutztierhaltung dar (Elliott et al. 2019). Zu weiteren Risikofaktoren für eine 

Infektion mit O. tsutsugamushi gehören v.a. ein höheres Alter sowie in vielen 

Arbeiten auch das weibliche Geschlecht. Frauen sind bedingt durch die 

geschlechterrollenspezifische Arbeits- und Aufgabenverteilung mit regelmäßiger 

Tätigkeit im Garten besonders gefährdet (Vincent 2016; Bonell et al. 2017). 

1.3. Tsutsugamushifieber 

Tsutsugamushifieber nennt sich die Erkrankung, die durch eine Infektion mit 

dem Bakterium O. tsutsugamushi hervorgerufen wird. Besondere 

Aufmerksamkeit im globalen Norden gewann das Bakterium während des 2. 

Weltkrieges, da viele Militärkräfte – beispielsweise in Vietnam und Indonesien 

eingesetzt – sich mit der Fieberkrankheit infizierten (Philip 1948; Elliott et al. 

2019). Diese wurde bekannt unter dem Namen „Scrub Typhus“ (englisch scrub 

für Unterholz, Gebüsch), da schnell ein Zusammenhang zwischen der Infektion 

und einer Exposition zu Vegetation erkannt wurde und es klinisch dem Typhus 

ähnelt (Vincent 2016). 

Auch Japanisches Fleckfieber oder Milbenfleckfieber genannt, gehört die 

Krankheit zu den neu auftretenden Infektionserkrankungen emerging infections 

des globalen Südens. Die Erkrankung stellt ein ernstzunehmendes 

Gesundheitsrisiko dar. Geschätzt sind 1 Milliarden Menschen gefährdet, sich zu 

infizieren und mehr als 1 Millionen Tsutsugamushifieber-Fälle treten jedes Jahr 

auf (Watt und Parola 2003). 

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) warnt: „Scrub typhus is probably one 

of the most underdiagnosed and underreported febrile illnesses requiring 

hospitalization in the region” (World Health Organization 1999). Die Aussage, 

dass das Tsutsugamushifieber eine vernachlässigte, weit verbreitete, schwere, 
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jedoch therapierbare Erkrankung ist, besitzt weiterhin Gültigkeit (Paris et al. 

2013). Das Wiederaufstreben der Erkrankung, neue Ausbrüche und 

zunehmende Antibiotikaresistenzen machen die Dringlichkeit der Forschung am 

Tsutsugamushifieber deutlich (Vincent 2016). 

1.3.1.  Epidemiologie 

Das Tsutsugamushifieber ist endemisch in Zentral-, Ost- und Südostasien. Das 

sogenannte Tsutsugamushi-Dreieck erstreckt sich von Russland im Norden, 

Iran im Westen, dem pazifischen Raum im Osten und Australien im Süden. 

Eingeschlossen sind u.a. Indonesien, die Philippinen, Taiwan, China, die 

Mongolei, Korea, Japan, Myanmar, Malaysia, Tadschikistan, Thailand, Papua 

Neu Guinea, Pakistan, Usbekistan, Afghanistan, Indien, die Malediven und Sri 

Lanka (Kelly et al. 2009; Elliott et al. 2019; Vincent 2016; Bonell et al. 2017). Es 

existieren zudem vereinzelte Berichte über Scrub Typhus aus Chile (Weitzel et 

al. 2016), Kenia (Maina et al. 2016) und den Vereinten Arabischen Emiraten 

(Izzard et al. 2010). Bei Reisenden aus endemischen Gebieten mit typischen 

Krankheitszeichen sollte das Tsutsugamushifieber als Differenzialdiagnose in 

Betracht gezogen werden, außerdem sollte berücksichtigt werden, dass es 

auch zu Erkrankungen außerhalb des klassischen Verbreitungsgebietes 

kommen kann (Vincent 2016; Bonell et al. 2017; Elliott et al. 2019). 

Die Epidemiologie des Tsutsugamushifiebers ist eng verknüpft mit dem 

Vorkommen des Milbenvektors. Ihr Habitat ist vielfältig und eine Saisonalität 

des Tsutsugamushifiebers, bedingt durch Fluktuation in Temperaturen und 

Niederschlag, lässt sich für viele Gebiete erkennen. Beispielsweise können 

mehr Milbenlarven in der Monsun- und Regenzeit sowie bei höheren 

Temperaturen beobachtet werden (Vincent 2016; Traub und Wisseman 1974). 

Auch werden mehr Fälle von Tsutsugamushifieber in einigen Ländern der 

nördlichen Breitengrade in den Sommerperioden und in südlicheren 

Breitengraden in der Regensaison verzeichnet. Für manche Länder konnte 

bisher keine saisonale Häufung gezeigt werden (Elliott et al. 2019). Ein 

Zusammenhang zwischen Klimaveränderungen in Form von steigenden 

Temperaturen und Naturkatastrophen wie Überflutungen und Erdbeben 

zeichnet sich im Aufstreben der Erkrankung ab (Vincent 2016; Elliott et al. 

2019). Das Tsutsugamushifieber dringt in urbane Räume vor, bedingt durch 
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zunehmende Landnutzung, Urbanisierung und Bevölkerungswachstum. 

Veränderte Landwirtschaft und Lebensweisen, die mehr Aktivitäten im Freien 

umfassen, bilden weitere Einflussfaktoren (Vincent 2016; Elliott et al. 2019). Es 

ist also plausibel, dass eine Kombination aus Klimawandel und menschlicher 

Expansion steigende Inzidenzen des Tsutsugamushifiebers bedingen (Bonell et 

al. 2017). 

Passive nationale Überwachungs- und Meldesysteme in Südkorea, Japan, 

China und Thailand verzeichnen einen Anstieg der Inzidenzen. Der Median der 

Inzidenzen über den Zeitraum von 10 Jahren liegt dabei bei 4,6 Fällen pro 

100.000 Einwohner:innen. In Südkorea stieg beispielsweise die Inzidenz um 

mehr als das 3-fache von 5,7/100.000 in 2001 auf 17,7/100.000 im Jahr 2012. 

In Japan stieg die Inzidenz um das 6-fache und China um das 8-fache (Bonell 

et al. 2017; Elliott et al. 2019). Die Seroprävalenz von Antikörpern (IgG und 

IgM) gegen O. tsutsugamushi bei Fieberpatient:innen in den asiatischen 

Ländern Bangladesch, Indonesien, Laos, Malaysia, Papua Neu Guinea und Sri 

Lanka beträgt 9%-28%. Bei einem Median von 22% bedeutet das, dass mehr 

als jede 5. Person in endemischen Tsutsugamushifieber-Regionen Antikörper 

als Zeichen eines zuvor stattgehabten Kontakts zum Erreger trägt (Bonell et al. 

2017). Bis zu 23% der Krankenhausaufnahmen bei undifferenzierten 

Fiebererkrankungen in Südostasien stellen eine Tsutsugamushifieber-Infektion 

dar (Elliott et al. 2019). Der Inzidenzanstieg kann zudem durch mehr 

Aufmerksamkeit für die Krankheit sowie durch mehr und bessere diagnostische 

Infrastruktur erklärt werden. Jedoch kommt es auch zum Auftreten von 

Tsutsugamushifieber in Regionen, in denen die Erkrankung bisher noch nicht 

beschrieben wurde oder lange keine Fälle verzeichnet wurden (Vincent 2016). 
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1.3.2.  Tsutsugamushifieber in Nepal 

Das Land Nepal befindet sich mitten im Tsutsugamushi-Dreieck, dem 

klassischen Endemiegebiet für das Tsutsugamushifieber (Abb. 3). 

 

Abb. 3: Nepal im Endemiegebiet des Tsutsugamushifiebers in Südostasien 
Nepal ist grün markiert, das Endemiegebiet blau. Natural Earth Datenmaterial, erstellt mit qGIS 
Open Source Software. 

Die ersten serologischen Hinweise auf das Vorkommen von O. tsutsugamushi 

in Nepal stammen aus dem Jahr 1981 (Brown et al. 1981). Erste dokumentierte 

Fälle von Tsutsugamushifieber in Nepal sind aus dem Jahr 2001 (Murdoch et 

al. 2004). Dabei wurden in Kathmandu, der sich auf 1300 m Höhe über dem 

Meeresspiegel befindenden Hauptstadt Nepals mit mehr als 1,5 Millionen 

Einwohnenden, Auslöser für Fiebererkrankungen untersucht. Die Antikörper-

Seroprävalenz für O. tsutsugamushi unter Fieberpatient:innen lag bei 3%. 

Dabei handelte es sich v.a. um Personen mit Tätigkeit in der Landwirtschaft aus 

der südlichen, subtropischen Terai-Region. Ein saisonaler Unterschied konnte 

nicht festgestellt werden (Murdoch et al. 2004). In den Jahren 2002-2004 

fanden weitere serologische Untersuchungen zur Abschätzung des 

Vorkommens von Tsutsugamushifieber in Nepal statt. Es konnte im Vergleich 
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zur vorherigen Studie mit 22% eine deutlich höhere Seroprävalenz für Orientia-

Antikörper bei Fiebererkrankten detektiert werden. Ein Zusammenhang mit 

einem bestimmten Tätigkeitsfeld konnte nicht festgestellt werden (Blacksell et 

al. 2007b). 

Lange Zeit kam der Erkrankung in Nepal wenig Aufmerksamkeit zu, bis zum 

Jahr 2015. Am 25.04.2015 ereignete sich ein Erdbeben, dessen Epizentrum 

sich in Zentral-Nepal befand und das eine Stärke von 7-8 erreichte (Thapa et al. 

2018). Einige Monate danach traten gehäuft Berichte über 

Tsutsugamushifieber-Infektionen auf (Basnyat 2016; Nayak 2016). Ein 

möglicher Grund dafür könnte der enge Kontakt von Menschen und Nagern in 

temporären Unterkünften nach dem Erdbeben sein. Zu dem Zeitpunkt befanden 

sich ca. 3 Millionen Menschen in Notunterkünften mit mangelhafter sanitärer 

Infrastruktur (Basnyat 2016; Nayak 2016). Da das Tsutsugamushifieber bereits 

vor dem Erbeben in Nepal beschrieben wurde und auch das Vorkommen der 

Vektorspezies L. deliense und L. imphalum für O. tsutsugamushi in Nepal 

beschrieben ist (Elliott et al. 2019; Santibáñez et al. 2015; Kim et al. 2017; 

Dhimal et al. 2021), stellt die Differenzierung saisonaler Ausbrüche und 

endemischer Muster zwischen Infektionsereignissen im Rahmen von 

Naturkatastrophen eine Herausforderung dar (Nayak 2016). Eine 

Kartierungsstudie fand über Modellrechnungen heraus, dass geeignete 

Umweltbedingungen für das Vorkommen von Tsutsugamushifieber in Nepal 

existieren und dabei insbesondere das Terai-Flachland und Gebiete mit 

Agrarflächen herausstechen (Acharya et al. 2019). Untersucht wurden u.a. 

klimatische und topographische Verhältnisse sowie die Betroffenheit einer 

Region vom Erbeben und deren Korrelation mit dokumentierten 

Tsutsugamushifieber-Fällen. Trotz der Hinweise auf eine Assoziation des 

Auftretens von Tsutsugamushifieber mit der Nähe zum Erdbeben-Epizentrum 

konnte bei diesen Modellierungen keine signifikante Rolle einer solchen Nähe 

festgestellt werden. Weiterhin stellten die Autor:innen fest, dass 43% der 

Population in Nepal, die in Regionen leben, die besonders für das Auftreten des 

Tsutsugamushifiebers geeignet sind, ein hohes Infektionsrisiko haben (Acharya 

et al. 2019). Da das Tsutsugamushifieber zu den emerging infections in Nepal 

gehört (Rai 2018), existiert mittlerweile ein Meldesystem für 

Tsutsugamushifieber-Fälle in Form der nationalen Datenbank der Epidemiology 
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and Disease Control Division (EDCD) des nepalesischen 

Gesundheitsministeriums. Bei einer Auswertung der Daten von 2015-2017 

stellten Dhimal et al. mehr als 1200 gemeldete Tsutsugamushifieber-Fälle in 52 

von 75 Distrikten in Nepal fest. Der größte Ausbruch wurde mit 67% der 

Tsutsugamushifieber-Fälle des untersuchten Zeitraumes für das Jahr 2016 

beobachtet und 2015 lag die Fallsterblichkeit bei 6%. Eine Saisonalität konnte 

für die Monate August bis September dokumentiert werden. Im Jahr 2016 

wurden nepalweit 82% der Tsutsugamushifieber-Erkrankten aus der Terai-

Region gemeldet (Dhimal et al. 2021). Von 2018-2019 wurden in einer anderen 

Studie Proben von Patient:innen mit Fieber aus verschiedenen Distrikten in 

Nepal serologisch auf spezifische Antikörper (IgM und IgG) gegen O. 

tsutsugamushi untersucht. Dabei kristallisierte sich das Tsutsugamushifieber 

mit einem Anteil von 12% als führender Grund für therapierbares unklares 

Fieber in Nepal heraus (Pokhrel et al. 2021). Auch konnten saisonale 

Häufungen verzeichnet werden, mit einem Inzidenzgipfel in der Regenzeit von 

Juli bis November. Mit 53% waren mehr Frauen durch ihre Haus- und 

Gartenarbeit sowie Menschen mit Reiseanamnese innerhalb Nepals von der 

Erkrankung betroffen (Pokhrel et al. 2021). Im Vergleich dazu wurde 2016 eine 

Prävalenz Orientia-spezifischer Antikörper von sogar 40% bei Patient:innen mit 

unklarem Fieber beschrieben (Upadhyaya et al. 2016). Gautam et al. sprechen 

von einer 23%-igen Seroprävalenz des Tsutsugamushifiebers bei 

Fieberkranken mit einer Häufung im Juli und September. Als Risikofaktoren 

halten die Autor:innen weibliches Geschlecht sowie eine ländliche 

Wohnsituation mit Bezug zu Graslandschaft und Feldarbeiten fest (Gautam et 

al. 2019). Insgesamt schwanken die zuvor in Nepal beobachteten 

Seroprävalenzen von Tsutsugamushifieber bei Patient:innen, die mit Fieber 

vorstellig wurden, bedingt durch die Wahl unterschiedlicher Tests, Zeitpunkte 

und Gegenden der Probensammlung. Sie ähneln aber insgesamt dem Orientia-

Antikörpervorkommen anderer Länder Südostasiens (Elliott et al. 2019; Bonell 

et al. 2017). 

Als mögliche Gründe für den Anstieg von verzeichneten Tsutsugamushifieber-

Fällen in Nepal nennen Pokhrel et al. eine erhöhte Aufmerksamkeit von 

Ärzt:innen für die Erkankung sowie eine verbesserte Diagnostik in Form von 

Schnelltests in Nepal (Pokhrel et al. 2021). Dennoch bleibt die Schwierigkeit der 
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Diagnosestellung anhand der klinischen Untersuchung bei unspezifischer 

Symptomatik. Häufig liegen zudem Koinfektionen u.a. mit Malaria, 

Leptospirose, Typhus und murinem Fleckfieber vor (Pokhrel et al. 2021; 

Basnyat 2016; Blacksell et al. 2007b; Murdoch et al. 2004). 

Nepal verfügt über limitierte diagnostische Ressourcen (Nayak 2016). 

Kommerzielle Schnelltests und molekulare Nachweise mittels Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) sind teuer und oft nicht verfügbar. Auch stellt die 

Labordiagnostik selbst, aus technischen Gründen und Mangel an qualifiziertem 

Personal, eine Herausforderung dar (Basnyat 2016). Murdoch et al. betonen die 

Wichtigkeit akkurater diagnostischer Tests zur Unterscheidung verschiedener 

infektionsbedingter Fiebererkrankungen (Murdoch et al. 2004). Blacksell et al. 

sehen großen Forschungsbedarf zu Hintergrundantikörpern gegen O. 

tsutsugamushi in Nepal und deren Persistenz (Blacksell et al. 2007b) und 

Basnyat fordert eine verbesserte diagnostische Infrastruktur mit einer schnellen 

Bereitstellung von Schnelltests (Basnyat 2016). Das Wissen um besonders 

betroffene Zonen in Nepal kann helfen, effektiv Prioritäten bei Überwachungs- 

und Kontrollstrategien der Krankheit zu setzen (Acharya et al. 2019). 

Festzuhalten bleibt: Das Tsutsugamushifieber ist offenbar bereits seit längerer 

Zeit in Nepal endemisch und stellt eine vernachlässigte unter- und 

fehldiagnostizierte Infektionskrankheit mit aufzuholendem Forschungsbedarf 

dar. Das nepalesische Gesundheitssystem muss für die schnelle 

Ausbruchsdetektion und -kontrolle gestärkt werden (Pokhrel et al. 2021; 

Gautam et al. 2019). 

1.3.3.  Pathophysiologie und Immunpathogenese 

Teile der Pathogenese des Tsutsugamushifiebers sind im Menschen noch nicht 

ausreichend untersucht, daher werden Analogien aus Tiermodellen zum 

besseren Verständnis herangezogen. Es existieren Mausmodelle (Groves und 

Kelly 1989; Jerrells und Osterman 1981), Modelle in Affen (MacMillan et al. 

1985; Robinson et al. 1977, 1981) und humane Modelle in vivo, ex vivo und in 

vitro (Iwasaki et al. 1997; Kramme et al. 2009; Paris et al. 2012b; 

Tantibhedhyangkul et al. 2021). Bei den unterschiedlichen Modellen lassen sich 

relevante bestehende Unterschiede nicht ausschließen. Beispielsweise fehlt in 

der Maus die pathognomonische Hautläsion nach Milbenbiss, die beim 
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Menschen auftritt, der sogenannte Eschar (s.u. 1.3.4. Klinik). Eschare treten 

allerdings wie beim Menschen auch in Affen auf, z.B. in Makaken (Walsh et al. 

2007; Paris et al. 2012b). 

Der Milbenbiss bleibt häufig schmerzlos und daher zunächst unbemerkt. Nach 

Hauteintritt lässt sich das Bakterium in regionalen Lymphknoten und danach 

systemisch nachweisen (Keller et al. 2014; Moron et al. 2001; Tseng et al. 

2008). Im Mausmodell zeigen die inneren Organe eine organspezifische 

Entzündungsantwort mit der höchsten Bakterienlast in der Lunge (Keller et al. 

2014). Bei histologischen ex vivo Untersuchungen humaner Eschars zeigte 

sich, dass O. tsutsugamushi an der Inokulationsstelle dermale dendritische 

Zellen sowie aktivierte Monozyten der Haut befällt (Paris et al. 2012b). Durch 

diese Zellen kann dann die Disseminierung zu den regionalen 

Lymphknotenstationen und die anschließende systemische Streuung u.a in 

Leber- und Milzmakrophagen erfolgen (Díaz et al. 2018; Paris et al. 2012b; 

Moron et al. 2001). Das Bakterium befällt außerdem Endothelzellen (Moron et 

al. 2001), deren Aktivierung mit dem Ausschütten von Entzündungsmediatoren 

und Zelluntergang einhergeht (Tantibhedhyangkul et al. 2021). In vitro konnte 

gezeigt werden, dass die Aktivierung von O. tsutsugamushi infizierten 

Endothelzellen durch inflammatorische Zytokine wie dem Tumornekrosefaktor-α 

(TNF-α) von bereits mit O. tsutsugamushi infizierten Monozyten vermittelt wird 

(Tantibhedhyangkul et al. 2021). Die induzierte fokale sowie die disseminierte 

Vaskulitis führen zu Organschäden. Der Gefäß-Tropismus trägt zur Vielfalt der 

klinischen Symptomatik bei (Vincent 2016; Díaz et al. 2018). Weitere Studien in 

vivo zeigen, dass die Gerinnungsaktivierung bei Patient:innen mit 

Tsutsugamushifieber prominent und stark mit der pro-inflammatorischen 

Immunantwort verbunden ist (Paris et al. 2012a). Das Tsutsugamushifieber ist 

charakterisiert durch eine Monozyten- und Makrophagen-Aktivierung sowie die 

Zirkulation endothelialer Entzündungsparameter, insbesondere von YKL-40 

(Chitinase-3-like Protein 1), das in Zusammenhang mit einer erhöhten 

Gerinnungsaktivierung steht (Otterdal et al. 2014). 

Bei der immunologischen Interaktion zwischen O. tsutsugamushi und dem 

Wirtsorganismus sind die Wechselbeziehungen zum angeborenen und zum 

erworbenen Immunsystem zu unterscheiden. 
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Als Teil des angeborenen Immunsystems werden zu Beginn einer Infektion 

zunächst dendritische Zellen aktiviert. Es kommt in vitro 24h nach der Infektion 

u.a. zur Hochregulation von Major Histocompatibility Complex Class II (MHCII)-

Molekülen und einer vermehrten Ausschüttung von Zytokinen. Dazu gehören 

z.B. TNF-α sowie die pro-inflammatorischen akute-Phase-Proteine 

induzierenden Zytokine Interleukin (IL)-6, IL-8 und IL-12p70 (Choi et al. 2013; 

Chu et al. 2013). 

Infizierte dendritische Zellen wandern in Lymphknoten ein, um dort naive, 

antigenspezifische T-Zellen zu primen (Martín-Fontecha et al. 2009). Dies geht 

einher mit einer Sekretion von Interferon-γ (IFN-γ, einem Mediator der 

Entzündungsantwort. Durch T-Zellen induziert, stimuliert IFN-γ Makrophagen 

und Monozyten und verbessert die Antigenpräsentation. O. tsutsugamushi 

induziert andererseits die Produktion von IL-10, welches wiederum TNF-α, IL-1b 

und IL-6 inhibiert (Kim et al. 2006b). Dadurch überleben mehr Bakterien in den 

Phagozyten. Bei genesenen zuvor schwer erkrankten Patient:innen mit 

Zytokinsturm als auch in vitro bei mit hohen Orientia-Dosen infizierten 

Makrophagen lassen sich allerdings eher verminderte IL-10 Konzentrationen 

und erhöhte Konzentrationen von pro-inflammatorischem TNF-α, IL-1b und IL-6 

finden (Díaz et al. 2018; Tsai et al. 2016). Im Mausmodell zeigten Soong et al. 

insgesamt erhöhte IL-6, IL-10, IFN-γ und TNF-α Serumkonzentrationen nach 

einer Orientia-Infektion (Soong et al. 2016). 

Es besteht ein Anhalt für einen Zusammenhang zwischen der im Blut 

gemessenen Bakterienlast und der Konzentration bestimmter Zytokine 

(Kramme et al. 2009). In den ersten 10 Tagen der Infektion (akute Phase) 

wurden signifikant höhere IFN-γ und IL-10 Konzentrationen im Vergleich zum 

Zeitpunkt der Genesung verzeichnet, wobei TNF-α und IL-1b keine signifikanten 

Unterschiede aufwiesen. Höhere IL-10 Konzentrationen gehen außerdem mit 

höheren, mittels real time (rt) 56kD quantitativer (q)PCR gemessenen 

Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Konzentrationen in Vollblut einher. Für die pro-

inflammatorischen Zytokine IFN-γ, TNF-α und IL-1b konnte kein 

Zusammenhang mit einer höheren Bakterienlast hergestellt werden (Kramme et 

al. 2009). Es gibt Anzeichen, dass erhöhte inflammatorische Zytokine wie 

Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM), Vascular Cell Adhesion 

Molecule 1 (VCAM-1), Macrophage Inhibitory Factor (MIF) und auch TNF-α 



Einleitung 

20 

 

Einfluss auf die Schwere der Erkrankung und das klinische Outcome haben 

(Otterdal et al. 2014; Kim et al. 2019a). 

Die erworbene Immunreaktion ist einerseits charakterisiert durch die 

Antikörperbildung gegen immundominante Antigene von O. tsutsugamushi, 

andererseits wird im Rahmen der zellvermittelte Immunität eine T-Zell-Antwort 

generiert, deren Spezifität bislang noch nicht gut untersucht ist. Zu den 

bekannten immundominanten Proteinen gehören u.a. das 47kD und das 56kD 

Protein. Die humorale Immunantwort kennzeichnet sich durch einen Anstieg der 

Antikörpertiter (IgM und IgG) 2 Wochen nach der Infektion. Dieser fällt relativ 

rasch wieder ab und liegt nach 40 Monaten unter der Nachweisgrenze (Kim et 

al. 2010; Saunders et al. 1980). Humanversuche mit Freiwilligen der 1950er 

Jahre ergaben, dass eine sogenannte homologe Immunität gegen Infektionen 

mit demselben Orientia-Stamm über die Bildung stammspezifischer Antikörpern 

entsteht, die einen Schutz für einige Jahre bietet. Die Antikörper erhöhen die 

Phagozytose von O. tsutsugamushi. Dagegen besteht eine sogenannte 

heterologe Immunität gegen andere Orientia-Stämme nur für kurze Zeit 

(Smadel et al. 1950; Smadel et al. 1952a). Oftmals kann eine Infektion durch 

vorhandene Antikörper nicht vollständig – im Sinne einer sterilen Immunität – 

verhindert werden, sie schwächen diese jedoch ab und können das Auftreten 

von Symptomen verhindern. Eine Bakteriämie zeigt sich dennoch. Diese 

Beobachtungen wurden im Affenmodell gemacht (Chattopadhyay und Richards 

2007; Robinson et al. 1981). 

Bei phänotypischen Charakterisierungen von peripheren T-Zellen in 

südkoreanischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen zeigten sich während 

einer akuten Infektion aktivierte zytotoxische CD8+ T-Zellen und eine CD4+ 

Lymphozytopenie. Insgesamt wurden verminderte regulatorische T-Zellen 

während der Erkrankung beobachtet (Cho et al. 2012). Ex vivo Messungen 

zeigen ein Jahr nach einer Orientia-Infektion eine rapide Abnahme der 56kD 

TSA antigenspezifischen, IFN-γ sekretierenden CD4+ und CD8+ T-Zellen (Ha 

et al. 2017). Diese Beobachtungen lassen Rückschlüsse auf einen Verlust der 

zellvermittelten Immunität zu (Cho et al. 2012; Ha et al. 2017). 

Ein großer Teil des Verständnisses stammt auch hier aus Mausmodellen. 

Aktivierte CD8+ T-Zellen wandern in die Milz und in die Lunge (Hauptmann et 

al. 2016; Xu et al. 2017) und verursachen Gewebeschäden in Leber und Lunge 
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durch die Rekrutierung von Makrophagen (Hauptmann et al. 2016). Xu et al. 

zeigten, dass CD8+ T-Zellen aber auch einen Schutz bei einer Orientia-

Infektion bieten können (Xu et al. 2017). Sie reduzieren die Bakterienlast, und 

hemmen deren Wachstum bei einer akuten und einer persistierenden Infektion 

(Hauptmann et al. 2016). Bei Lymphozyten gibt es einen Hinweis auf deren 

Verantwortlichkeit für eine Kreuzimmunität gegenüber verschiedenen Stämmen, 

dies konnte im Mausmodell bei Lymphozyten der Milz und aus 

Peritonealexsudat beobachtet werden (Jerrells und Osterman 1983). CD8+ T-

Zellen scheinen insgesamt vor einem letalen Krankheitsausgang zu schützen. 

Experimentelle Daten legen ein ausbalanciertes Verhältnis zwischen 

Krankheitslast durch die Infektion und einer potentiell schädlichen T-Zell 

vermittelten Immunantwort nahe (Hauptmann et al. 2016). 

1.3.4.  Klinik 

Das Tsutsugamushifieber ist in vielen Fällen eine milde, selbstlimitierende 

Erkrankung, die jedoch v.a. unbehandelt einen schweren Verlauf bis hin zum 

Versterben nehmen kann (Vincent 2016; Taylor et al. 2015). 

Durch kutane Bisse von Milbenlarven wird das Bakterium O. tsutsugamushi 

übertragen. Da schmerzlos, bleibt die Bissstelle häufig unbemerkt. Es kann sich 

eine Papel als Primärläsion bilden, die ulzeriert und sich im weiteren Verlauf zu 

einer nekrotischen Läsion mit dunkler Kruste entwickelt. Diese 

pathognomonische Hauterscheinung, die einer Zigarettenbrandverletzung 

ähnelt, wird Eschar genannt (Abb. 4). Ein Eschar kommt nicht bei allen 

Infizierten vor. Die Zahlen dazu variieren. In einer Studie aus Südindien konnte 

in 55% der untersuchten Fälle ein Eschar festgestellt werden (Varghese et al. 

2013). In einer aktuellen Untersuchung aus Nepal lag in 9% der Fälle ein 

Eschar vor (Pokhrel et al. 2021). 
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Abb. 4: Foto eines Eschars von einem Tsutsugamushifieber-Patienten in Nepal 
Abdomen auf Höhe des Hosenbundes. Unpublizertes Foto: Anil Pokhrel (Central Department of 
Microbiology, Tribhuvan Universität, Kathmandu, Nepal). 

In der Folge kann es zu einer schmerzhaften Schwellung der regionalen 

Lymphknoten kommen. Die Inkubationszeit beträgt meist 7-10 Tage und kann 

zwischen 6 und 21 Tagen variieren. Oft bleibt die Krankheit asymptomatisch, 

die meisten Symptome zeigen nach der systemischen Streuung ein 

grippeähnliches Erscheinungsbild mit Fieber, Schüttelfrost, Kopf-, Glieder- und 

Gelenkschmerzen, Übelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, Konjunktivitis und 

unproduktivem Husten. Auch werden eine generalisierte Lymphadenopathie, 

Hepatosplenomegalie mit Transaminasenerhöhung (Pokhrel et al. 2021) und 

ein stammbetontes, makulopapulöses Exanthem 5-8 Tage nach Fieberbeginn 

beschrieben. Unbehandelt kann das Fieber 9-18 Tage lang andauern, im 

Median dauert es 14 Tage (Taylor et al. 2015). Ohne eine antibiotische 

Therapie mit Tetracyclinen oder Makroliden kann es zu systemischen 

Komplikationen kommen. Dazu gehören Myokarditis, Luftnot mit interstitieller 

Pneumonie bis zum akuten Lungenversagen (ARDS), Enzephalitis, 

Nierenversagen, disseminierte intravasale Gerinnungsstörung (DIC) mit 

Thrombozytopenie und Schock (Vincent 2016; Levine 1946; Varghese et al. 

2013; Pokhrel et al. 2021; Sriwongpan et al. 2013). In einer thailändischen 

Studie handelt es sich beim Auftreten von mindestens einer Organdysfunktion 

bereits um einen schweren Verlauf (Sriwongpan et al. 2013). In 38% der 
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Tsutsugamushifieber-Fälle einer südindischen Studie lag ein 

Multiorganversagen vor (Varghese et al. 2013). 

Bei unbehandelten symptomatischen Patient:innen mit einer 

Tsutsugamushifieber-Labordiagnose schwankt die Mortalität zwischen 0 und 

70%, die Mortalität im Median beträgt 6%, behandelt liegt diese bei 1,5% 

(Taylor et al. 2015; Bonell et al. 2017; Elliott et al. 2019). Ein erhöhtes 

Sterblichkeitsrisiko besteht zudem bei höherem Alter, hoher Bakterienlast und 

einem schweren Verlauf: insbesondere bei einer katecholaminpflichtigen 

Hypotension, Myokarditis, ARDS und DIC (Taylor et al. 2015; Varghese et al. 

2013; Adhikari et al. 2020). 

1.3.5.  Differentialdiagnosen und Schweres Fieber mit 

Thrombozytopenie-Syndrom (SFTS)-Virus-Infektion 

Aufgrund der oftmals ähnlichen klinischen Präsentation von Erkrankungen 

durch andere Infektionserreger, entsteht für behandelnde Ärzt:innen die 

Problematik, zwischen diesen zu differenzieren. Wichtige Differentialdiagnosen 

zum Tsutsugamushifieber sollten daher in der Diagnostik akuter 

undifferenzierter fieberhafter Erkrankungen in Endemiegebieten berücksichtigt 

werden. Auch Koinfektionen mit und bei Tsutsugamushifieber sollten bedacht 

werden. Zu diesen gehören Malaria, Dengue-Fieber, andere Rickettsiosen u.a. 

das durch Rickettsia typhi verursachte murine Fleckfieber, Salmonella typhi-

Infektionen (Typhus abdominalis), Leptospirose, Brucellose, viszerale 

Leishmaniose, Meningokokken- und Mycoplasma pneumoniae-Infektionen, 

sowie das SFTS-Virus (Basnyat 2016; Blacksell et al. 2007b; Murdoch et al. 

2004; Pokhrel et al. 2021; Liu et al. 2014; Kim et al. 2018). Zwar existieren 

spezifische Symptome des Tsutsugamushifiebers, wie z.B. ein Eschar, sie sind 

jedoch nicht immer vorhanden (Pokhrel et al. 2021). Differentialdiagnosen und 

Koinfektionen sollten daher insbesondere dann in Betracht gezogen werden, 

wenn es unter empirischer Antibiose nicht zur Entfieberung kommt (Vincent 

2016). 

Das „Schweres Fieber mit Thrombozytopenie-Syndrom“ wird durch das SFTS-

Virus hervorgerufen. Das Phlebovirus aus der Familie der Bunyaviren ist ein 

durch Zecken der Spezies Haemaphysalis longicornis übertragenes 

zoonotisches Virus, das erstmals 2009 in China bei Fieberpatient:innen 
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beschrieben wurde (Yu et al. 2011). Jährlich werden 100-1000 Fälle 

beschrieben, mittlerweile auch in Südkorea und Japan, die Mortalität liegt 

zwischen 6 und 33% (Sun et al. 2017; Choi et al. 2016). Risikofaktoren für eine 

Infektion stellen Tätigkeiten in der Landwirtschaft, Grasexposition und 

Aktivitäten im Freien dar. Die Krankheit manifestiert sich mit hohem Fieber, 

grippeähnlicher Symptomatik wie Kopf- und Gliederschmerzen und 

Thrombozytopenie (Liu et al. 2014). Da nicht nur die Risikofaktoren Parallelen 

zum Tsutsugamushifieber zeigen, sondern auch die klinische Präsentation 

Überschneidungen mit dem Tsutsugamushifieber aufweist, stellt eine Infektion 

mit STFS-Virus sowohl eine zu berücksichtigende Differentialdiagnose als auch 

eine mögliche Koinfektion dar (Satoh et al. 2017; Thi Hai Yen et al. 2019; Wi et 

al. 2016; Yoo et al. 2018; Kim et al. 2018). 

1.3.6.  Diagnostik 

Die Diagnosestellung des Tsutsugamushifiebers stellt eine Herausforderung 

dar. Schwierigkeiten und Limitationen werden bedingt durch die oft 

unspezifische klinische Manifestation und die begrenzten diagnostischen 

Möglichkeiten in vielen Endemieländern. Die Diagnostik setzt sich zusammen 

aus Anamnese, klinischer Untersuchung, Serologie und dem direkten 

Erregernachweis. 

Auf Basis der WHO-Empfehlungen gibt es eine abgewandelte 

Tsutsugamushifieber-Falldefinition aus Thailand, bei der folgende Kriterien 

erfüllt sein müssen: Stattgehabte chiggers-Exposition, Aufenthalt in einem 

Endemiegebiet innerhalb von 2 Wochen vor Symptombeginn sowie akutes 

Fieber in den 2 Wochen seit Symptombeginn. Zwei Kriterien müssen davon 

zutreffen. Zusätzlich muss entweder Kopfschmerz, Gliederschmerz, Schwitzen, 

Husten, Konjunktivitis, Lymphadenopathie oder ein makulopapulöses Exanthem 

vorliegen. Hinzukommen muss zudem ein Eschar oder ein positiver 

immunchromatographischer Schnelltest (Sriwongpan et al. 2013; World Health 

Organization 1999). 

Angelehnt an die Fallklassifikationen der WHO differenziert die EDCD Nepal 

zwischen 3 Kategorien: 

Ein klinischer Verdachtsfall besteht bei akutem klinisch undifferenziertem Fieber 

von mindestens 5 Tagen, ohne das Vorliegen eines Eschars. Gibt es einen 
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Eschar, sollte der Verdacht auf Tsutsugamushifieber auch bei weniger als 5 

Tage Fieber erhoben werden. 

Ein wahrscheinlicher Fall liegt vor, wenn der klinische Verdacht besteht und 

zusätzlich ein Orientia-spezifischer IgM-Antikörpertiter >1:32 oder ein 4-facher 

Titeranstieg einer gepaarten Serumprobe vorliegt. 

Um einen bestätigten Fall handelt es sich bei einem Orientia-positiven PCR 

Nachweis aus Vollblut oder einer Escharbiopsie oder wenn steigende 

Antikörper Titer in der indirekten Immunfluoreszenz Antikörper Testung (IFAT) 

oder im indirekten Immunperoxidase-Assay (IPA) in zwei Seren, aus dem 

akuten Infektionsstadium und der Rekonvaleszenzphase, vorliegen 

(Epidemiology and Disease Control Division 2015; World Health Organization 

1999). Zusätzliche Hinweise auf eine Infektion mit O. tsutsugamushi können die 

anamnestisch erhobenen Risikofaktoren sowie eine Entfieberung 48h nach 

Antibiotikagabe liefern (Vincent 2016; World Health Organization 1999; Watt et 

al. 1996). 

Zur serologischen Labordiagnostik aus Blutserum gehören u.a. der Weil-Felix-

Test und der IPA. Beim Weil-Felix-Agglutinationstest wird Serum mit 

inaktivierten Bakteriensuspensionen von Proteus mirabilis in einer 

Mikrotiterplatte inkubiert und die Agglutination optisch bewertet. Der Test beruht 

auf einer serologischen Kreuzreaktivität von O. tsutsugamushi IgM-Antikörpern 

mit P. mirabilis-Antigen (Serovar OXK). Beim IPA werden Orientia-Antigene 

genutzt, die potentiell vorhandene Orientia-Antikörper binden, dabei ist der 

Sekundärantikörper mit einer Peroxidase markiert. Die beiden Tests stellen 

trotz niedriger Sensitivität und Spezifität eine erschwingliche einfach verfügbare 

Option zur Diagnosestellung im klinischen Kontext dar (Vincent 2016). 

Als Goldstandard wird die IFAT betrachtet. Dabei werden Objektträger, die mit 

infizierten Zellkulturen beschichtet sind, verwendet. Die hierfür am häufigsten 

genutzten Antigene sind die Serotypen Karp, Kato und Gilliam. Je nach Region 

sollten auch lokal vorkommende Serotypen berücksichtigt werden (Blacksell et 

al. 2007a). In einigen Studien gelten Personen mit einem IgM-Titer ≥1:400 einer 

einzelnen Serumprobe oder der mindestens 4-fache Titeranstieg zwischen zwei 

Proben als mit dem Tsutsugamushifieber erkrankt (Blacksell et al. 2007a; 

Sonthayanon et al. 2006). In anderen Studien werden bereits Titer von >1:50 

als diagnostisches Kriterium genutzt (Bonell et al. 2017). Titergrenzen (Cut-off 
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Titer) führen häufig zu falsch positiven Ergebnissen, insbesondere bei einfacher 

Testung und ihre Vergleichbarkeit zwischen Laboren ist nicht gegeben 

(Blacksell et al. 2007a). Gemäß des Reviews von Blacksell et al., in der 

unterschiedliche Studien zur diagnostischen Genauigkeit von Cut-off Titern 

untersucht wurden, sollte in endemischen Gebieten ein lokaler Grenzwert 

etabliert werden, der auf der Tsutsugamushifieber-Seroprävalenz von Orientia-

spezifischen IgM- und IgG-Antikörpern in der gesunden Bevölkerung basiert 

(Blacksell et al. 2007a). Dadurch lassen sich akute von vorangegangenen 

Infektionen mit noch bestehenden Antikörpern besser unterscheiden (Blacksell 

et al. 2007a). Nichtsdestotrotz bleibt die indirekte Immunfluoreszenz eine 

subjektive Methode, die von erfahrenem Personal durchgeführt werden sollte, 

da eine optische Beurteilung der Fluoreszenz am Mikroskop stattfinden muss. 

Sie ist bezüglich der Titer zwischen verschiedenen Laboratorien nicht oder 

eben nur begrenzt vergleichbar und darüber hinaus mit hohen Kosten 

verbunden, sowie von dem Vorhandensein eines Fluoreszenzmikroskops 

abhängig. Die für die Durchführung erforderlichen personellen, finanziellen und 

materiellen Ressourcen sind in vielen Endemiegebieten rar. 

Eine Alternative zur IFAT bieten Orientia-IgM Enzyme Linked Immunosorbent 

Assays (ELISA), bei welchen es nach Antikörperbindung mit auf 

Mikrotiterplatten aufgetragenem rekombinantem 56kD Antigen zu einer 

enzymatischen Farbreaktion kommt, die dann mit Hilfe eines Photometers 

gemessen wird. Sie bieten eine ähnliche Sensitivität und Spezifität wie die IFAT, 

sind allerdings ebenfalls kostspielig und in Regionen mit limitierter Infrastruktur 

schwer verfügbar (Vincent 2016). 

Da der Zeitfaktor in der Diagnosestellung des Tsutsugamushifiebers 

ausschlaggebend ist, bieten Schnelltests (Rapid Diagnostic Tests (RDT)) die 

Möglichkeit einer frühen, akkuraten Diagnosestellung. Basierend auf dem 

Prinzip der Immunchromatographie weisen derzeit verfügbare Tests 

schwankende Sensitivitäten und hohe Spezifitäten über 90% auf (Blacksell et 

al. 2010; Blacksell et al. 2012). Einen Vorteil bieten sie in der leichten 

Handhabung und den wenigen Ressourcen, die für eine Durchführung von 

Nöten sind. 

Die Anzucht von O. tsutsugamushi in Zellkultur oder Mäusen aus klinischem 

Probenmaterial kann ebenfalls die Diagnose sichern. Hierfür ist allerdings ein 
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BSL3-Labor erforderlich und das langsame Wachstum des Bakteriums ist für 

die rasche Diagnosestellung in der klinischen Versorgung nicht hilfreich. Die 

Anzucht ist dementsprechend für diagnostische Zwecke zu aufwendig und eher 

dem wissenschaftlichen Rahmen vorbehalten. 

Für den direkten Erregernachweis von O. tsutsugamushi lässt sich die 

Polymerasekettenreaktion (PCR) einsetzen, die häufig im Rahmen von Studien 

durchgeführt wird. Insbesondere im frühen Infektionsstadium, wenn noch keine 

Antikörperentwicklung stattgefunden hat, kann die PCR ein wichtiges 

diagnostisches Mittel sein (Kim et al. 2010; Kannan et al. 2020). Als 

Probenmaterial dient Vollblut oder der Leukozytenfilm einer abzentrifugierten 

Blutprobe, Buffy Coat genannt, der viele intrazelluläre O. tsutsugamushi 

Bakterien enthält (Vincent 2016; Walsh et al. 2001). Alternativ kann die Biopsie 

eines Eschars, sofern vorhanden, als Probenmaterial dienen (Lee et al. 2006; 

Kim et al. 2006a). 

Als Zielstrukturen der PCR werden u.a. Sequenzen aus den Genen der 

Orientia-spezifischen 56kD und 47kD Membranproteingene sowie konservierte 

Bereiche der 16S rRNA eingesetzt (Jiang et al. 2004; Sonthayanon et al. 2006). 

Die PCR gilt als sensitiver als die IFAT aus Serum, allerdings variieren die 

Angaben zu Sensitivität und Spezifität je nach Quelle. Größere Studien zeigen 

Sensitivitäten von 45% und 29% (Sonthayanon et al. 2006). Eine konventionelle 

16S rRNA PCR stellte sich beispielsweise sensitiver heraus als PCRs mit 

anderen Zielstrukturen (47kD, 56kD), unabhängig ob konventionell, nested oder 

real time (Kim et al. 2016a). Bei Verwendung des 56kD Gens als sehr 

spezifisches aber variables Target, kann die hohe Sequenzvariabilität innerhalb 

des Gens zu unvollständiger Bindung der Oligonukleotide führen (Sonthayanon 

et al. 2006). 

Die klinisch relevante diagnostische Sensitivität von PCRs zum Nachweis von 

O. tsutsugamushi ist daher abhängig von unterschiedlichen Faktoren, 

beispielsweise der Wahl des Probenmaterials. Das PCR-Verfahren insgesamt 

ist eine teure und aufwendige Labormethode, die ausgebildetes Fachpersonal 

und eine spezielle Laborausstattung (Reagenzien, Geräte) erfordert Es 

existieren noch keine internationalen Standards und die ideale molekulare 

Zielstruktur ist derzeit noch offen (Vincent 2016). 
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1.3.7.  Therapie 

Therapeutisch stehen bei Tsutsugamushifieber heutzutage verschiedene 

Antibiotika zur Verfügung. Dazu gehören v.a. Doxycyclin und Azithromycin, 

aber auch Tetracyclin und Chloramphenicol, die die bakterielle ribosomale 

Biosynthese hemmen (Kock et al. 2018), sowie Rifampicin, das die RNA 

Transkription durch die bakterielle RNA-Polymerase hemmt (Wee et al. 2017; 

Smadel et al. 1948; Sheehy et al. 1973; Saraswati et al. 2021). 

Zur Wirksamkeit von anderen Makroliden und Fluorchinolonen gibt es wenig 

Evidenz (Wee et al. 2017; Rajapakse et al. 2011; Tantibhedhyangkul et al. 

2010). Im Menschen, im Tiermodell und in vitro zeigen sich u.a. Beta-Laktam-

Antibiotika unwirksam, da O. tsutsugamushi keine Peptidoglykane besitzt 

(Wangrangsimakul et al. 2020; Amano et al. 1987). 

Doxycyclin wird in vielen Studien als besonders schnell und am besten wirksam 

angesehen (Fang et al. 2012; Rajapakse et al. 2011; Smadel et al. 1948; 

Saraswati et al. 2021). Nach der Erstgabe findet innerhalb von 24-36 h eine 

Entfieberung statt, die auch als sekundäres diagnostisches Kriterium nach 

Stellung einer klinischen Verdachtsdiagnose genutzt werden kann, 

insbesondere wenn keine Labordiagnostik zur Verfügung steht (Watt et al. 

1996). Die Antibiose führt zu einem deutlichen Rückgang der inflammatorischen 

Zytokine TNF-α, IL-1b und IL-6 (Chung et al. 2007). Die Wirkung der genannten 

Antibiotika, v.a. Doxycyclin, gegenüber O. tsutsugamushi ist allerdings eher 

bakteriostatisch, nicht bakterizid (Im et al. 2014). Durch sie wird die 

Bakterienvermehrung gehemmt während die adaptive Immunantwort 

ausgebildet wird. Aus diesem Grund sollte die Therapie nicht zu früh beendet 

werden, da sonst noch nicht ausreichend Antikörper und spezifische T-Zellen 

gebildet werden konnten (Im et al. 2014). Es gibt inzwischen mehrere Hinweise, 

dass O. tsutsugamushi trotz antibiotischer Therapie nicht vollständig aus dem 

Körper eliminiert wird und latent persistiert (Smadel et al. 1952b; Chung et al. 

2012). 

Doxycyclin weist im Vergleich zur gängigen Alternative Azithromycin mehr 

beobachtete unerwünschte Nebenwirkungen, insbesondere des 

Gastrointestinaltraktes, auf (Fang et al. 2012; Liu und Panpanich 2018). Das die 

Proteinbiosynthese des Bakteriums hemmende Makrolid Azithromycin eignet 

sich insbesondere auch zur Therapie des Tsutsugamushifiebers bei Kindern 
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und Schwangeren (Kim et al. 2006c), ist im Vergleich zu Doxycyclin aber teurer 

(Wee et al. 2017; Rajapakse et al. 2011; Saraswati et al. 2021; 

Wangrangsimakul et al. 2020). 

Therapeutisch kann das ebenfalls das Antibiotikum Rifampicin eingesetzt 

werden, besonders wenn Doxycyclin-Resistenzen (s.u.) bestehen (Rajapakse 

et al. 2011; Wangrangsimakul et al. 2020; Im et al. 2014). Rifampicin sollte 

allerdings nicht als Erstlinienpräparat genutzt werden, da es Resistenzen bei 

undiagnostizierter Tuberkulose hervorrufen kann. Es sollte vor einer 

Zweitlinientherapie mit Rifampicin unbedingt eine aktive Tuberkulose 

ausgeschlossen werden (Liu und Panpanich 2018). 

Liu und Panpanich halten nach Beobachtungen aus randomisiert kontrollierten 

Studien in 3 Ländern zu Antibiotikaregimen bei Tsutsugamushifieber fest, dass 

insgesamt kein großer Unterschied der Wirksamkeit zwischen Doxycyclin, 

Azithromycin, Tetracyclin und Rifampicin besteht und alle Substanzen eine 

Behandlungsoption darstellen (Liu und Panpanich 2018). 

Verschiedene Reviews haben Studien zur Therapie des Tsutsugamushifiebers 

in endemischen Regionen bereits ausgewertet und miteinander verglichen 

(Saraswati et al. 2021; Liu und Panpanich 2018; Rajapakse et al. 2011; Wee et 

al. 2017; Fang et al. 2012). Dabei wurde festgestellt, dass die zur Verfügung 

stehenden Daten eine hohe Heterogenität aufweisen, welche die 

Diagnosestellung und die verabreichte Medikation, insbesondere ihrer 

Dosierung und Dauer, betrifft (Saraswati et al. 2021). Dies macht es schwierig, 

die Daten direkt miteinander zu vergleichen. Zu den häufig untersuchten 

Parametern gehörten Entfieberung innerhalb von 48h, Dauer bis zur 

Entfieberung, klinisches Ansprechen, Komplikationen, unerwünschte 

Arzneimittelwirkungen, Therapieversagen und Mortalität (Saraswati et al. 2021; 

Liu und Panpanich 2018). Saraswati et al. heben in ihrem systematischen 

Review von Studien aus den Jahren 1998 bis 2020 erneut hervor, dass das 

Tsutsugamushifieber eine vernachlässigte Erkrankung ist, für die ein Konsens 

zum Therapieregime bislang fehlt. Sie stellen fest, dass bislang wenige oder 

keine evidenzbasierten Therapieempfehlungen existieren (Saraswati et al. 

2021). 

Für Nepal empfiehlt die EDCD Nepal derzeit für Erwachsene Azithromycin 

500mg oral als Einzeldosis oder Doxycyclin 100mg oral 2x täglich für 5-10 
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Tage. Kindern und Schwangeren wird Azithromycin empfohlen. Die Behörde 

nennt als Ausweichmöglichkeit Chloramphenicol (Epidemiology and Disease 

Control Division 2015). Da die meiste klinische Evidenz zur Wirksamkeit der 

Antibiotika für leichtere Krankheitsverläufe dokumentiert ist, sind weitere 

Arbeiten zu deren Wirksamkeit bei schweren lebensbedrohlichen Verläufen 

nötig (Rajapakse et al. 2011). 

Einen weiteren zu beleuchtenden Aspekt stellen Antibiotikaresistenzen dar. Es 

gibt Hinweise aus Nordthailand und Südindien bezüglich eines reduzierten 

Ansprechens auf Chloramphenicol und Doxycyclin. Dabei wurde eine 

verzögerte Entfieberung von 30h auf 80h beobachtet (Bonell et al. 2017; Watt et 

al. 1996; Rajapakse et al. 2011). In einer aktuellen Studie wird diese allerdings 

in Frage gestellt, da eine mögliche Doxycyclinresistenz bislang nur teilweise in 

vitro nachvollzogen werden konnte (Watt et al. 1996; Wangrangsimakul et al. 

2020). 

Nichtsdestotrotz können neue Stoffe mit antimikrobieller Wirkung auf O. 

tsutsugamushi, wie das Corallopyronin A (CorA), das die bakterielle RNA-

Polymerase an einem anderen Target als die Rifamycine hemmt, neue 

Therapiemöglichkeiten bieten (Kock et al. 2018). 

1.3.8.  Prävention 

Zur Vorbeugung einer Tsutsugamushifieber-Infektion ist die 

Expositionsprophylaxe mit Reduktion des Milbenbissrisikos derzeit am 

effektivsten. Schutz bieten lange, körperbedeckende Kleidung und Schuhwerk, 

Vermeidung von Sitzen und Liegen auf dem Boden, das Wechseln und 

Waschen von Kleidung und Körper nach Aufenthalten im Freien und die 

Anwendung von Insektenrepellents (Sharma et al. 2009; Kim et al. 2012; Elliott 

et al. 2019). Als weitere Intervention gilt die Kontrolle von Nagerpopulationen 

und die Eindämmung von Vegetation (Hengbin et al. 2006). Bei besonderer 

kurzzeitiger Expositionsgefährdung in endemischen Regionen kann auch eine 

Chemoprophylaxe in Betracht gezogen werden (Olson et al. 1980; Twartz et al. 

1982). 

Eine wichtige Rolle in der Prävention von Infektionen spielt die 

Impfstoffentwicklung. Bei bisher in Mensch- und Tiermodellen (Maus und Affe) 

experimentell untersuchten O. tsutsugamushi Tot- und Lebendimpfstoffen sowie 
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attenuierten Impfstoffen mit bestrahlten O. tsutsugamushi Bakterien ließ sich 

zwar eine homologe Immunität beobachten, allerdings stellte sich keine lang 

anhaltende heterologe Immunität ein (Chattopadhyay und Richards 2007). Eine 

wichtige Rolle spielt dabei die hohe genetische und antigenetische Diversität 

des Bakteriums. Potentielle Impfstoffe sollten möglichst breit die vorhandenen 

Stammprävalenzen mit den höchsten Virulenzen abdecken und dabei 

geographische Unterschiede berücksichtigen (Kelly et al. 2009; Chattopadhyay 

und Richards 2007). Vielversprechend sind derzeit sowohl rekombinante 

Protein-Vakzine mit dem 56kD oder 47kD Antigen, als auch DNA-Vakzine, die 

immundominante O. tsutsugamushi proteinkodierende Gene enthalten, welche 

nach Applikation vom Wirt selbst exprimiert werden (Chattopadhyay und 

Richards 2007). 

Solange die Impfstoffkandidaten evaluiert werden, existiert noch kein wirksamer 

verfügbarer Impfstoff für den Menschen. In Nepal empfiehlt die EDCD daher 

aktuell eine medikamentöse Prophylaxe für den Aufenthalt in endemischen 

Regionen mit Chloramphenicol oder Tetracyclin oral als Einzeldosis (100-200 

mg) alle 5 Tage über einen Zeitraum von bis zu 35 Tagen. Zur Prävention nennt 

die Behörde Schutzkleidung, festes geschlossenes Schuhwerk, 

Insektenrepellents auf Benzylbenzoat-Basis für Haut und Kleidung, das 

Vermeiden von Sitzen oder Liegen auf dem Boden oder im Gras, sowie die 

Vegetationskontrolle und die Verwendung von Insektiziden für den Boden 

(Epidemiology and Disease Control Division 2015). 
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1.4. Fragestellung 

Nepal liegt inmitten des asiatischen Endemiegebietes des 

Tsutsugamushifiebers. In der Literatur lassen sich viele Hinweise auf die 

Existenz der Erkrankung im Land finden. Trotz bereits bestehenden 

Untersuchungen zur Tsutsugamushifieber-Epidemiologie in Nepal, existieren 

noch keine Daten zur Immunantwort in der gesunden nepalesischen 

Bevölkerung, insbesondere der Seroprävalenz von Orientia-spezifischen 

Antikörpern. Systematische Informationen zur molekularen Epidemiologie und 

Typisierung von Orientia tsutsugamushi in Nepal (Gautam et al. 2021) sind 

bislang begrenzt. Auch Fragen zur Persistenz von O. tsutsugamushi und 

Koinfektionen von Tsutsugamushifieber mit SFTS-Virus in Nepal sind offen. 

Vor diesem Hintergrund sollen in dieser Arbeit das erste Mal akut erkrankte 

Patient:innen mit Tsutsugamushifieber aus Nepal mit einer gesunden lokalen 

Population hinsichtlich der Orientia-spezifischen Antikörper- und der 

inflammatorischen Immunantwort verglichen werden. Ziel ist es, mittels 

molekularer und serologischer Untersuchungsmethoden, wie PCR und IFAT, im 

direkten Vergleich von Tsutsugamushifieber-Patient:innen mit gesunden 

nepalesischen Blutspender:innen, ein besseres Verständnis von Prävalenz, 

Diagnostik und Pathogenese der Erkrankung in Nepal zu generieren. Ein 

zentraler Aspekt dieser Arbeit soll der diagnostische Direktnachweis von O. 

tsutsugamushi mittels PCR sein. Zusätzlich soll der Ausschluss einer 

Koinfektion mit SFTS-Virus erfolgen. Ein weiteres Ziel dieser Studie ist die 

Analyse der molekularen Epidemiologie und die Typisierung von 

O.tsutsugamushi in nepalesischen Patient:innen mit Tsutsugamushifieber. 

Durch diese Informationen sollen detailliertere Daten über die Seroprävalenz 

Orientia-spezifischer Antikörper und die Entzündungsantwort in der 

nepalesischen Bevölkerung, geeignete diagnostische Targets und das 

Stammvorkommen in Nepal gewonnen werden. Da bislang noch viele 

Wissenslücken in der systematischen Charakterisierung der molekularen 

Epidemiologie von O. tsutsugamushi in Nepal existieren, könnten diese Daten 

zu einem klareren Verständnis der Erkrankung und zur Etablierung geeigneter 

Diagnostik im Land beitragen. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Charakteristik der Studiengruppen 

Im Zeitraum von April 2016 bis Januar 2017 erfolgte in Nepal an zwei Orten die 

Sammlung von Serumproben, die von symptomatischen Tsutsugamushifieber-

Patient:innen stammten. Dies fand in Kooperation mit dem Kathmandu 

Research Institute for Biological Science (KRIBS) in Kathmandu, Nepal unter 

der Leitung von Anurag Adhikari statt. 

Die symptomatischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen wurden bereits in 

Nepal mit einem Schnelltest auf Orientia-spezifische IgM-Antikörper untersucht. 

Der dafür verwendete Schnelltest war der Rapid Diagnostic Test für Orientia-

IgM (InBios International Inc., Seattle WA, USA). Mittels lateraler 

Flussimmunchromatographie wurden 10 µl Serum pro Teststreifen auf IgM-

Antikörper gegen O. tsutsugamushi getestet. Bei dem im Schnelltest genutzten 

Antigen handelt es sich um eine Mischung rekombinanter 56kD Proteine der 

vier Orientia-Stämme Karp, Kato, Gilliam und TA716. 

Es wurden an zwei Orten in unterschiedlichen Regionen Nepals Proben 

akquiriert (Abb. 5). Beim Standort 1 handelt es sich um das Bheri Zonal 

Hospital (Provinz Lumbini) in der Terai-Region in der Nähe der Grenze zu 

Indien. Standort 2 ist das Dhading District Hospital (Provinz Bagmati) im 

bergigen Teil Nepals. Im Bheri Zonal Hospital wurden 74 Seren und im Dhading 

District Hospital 8 Seren von symptomatischen Tsutsugamushifieber-

Patient:innen gesammelt (Tab. 1). 

 

Tab. 1: Orte der Probensammlung in Nepal 

Standort 1 
Bheri Zonal Hospital 

Standort 2 
Dhading District Hospital 

74 Proben Tsutsugamushifieber-
Patient:innen 

8 Proben Tsutsugamushifieber-
Patient:innen 
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Abb. 5: Karte Nepals mit den Orten der Probensammlung 
Standort 1: Bheri Zonal Hospital (Höhe 152 m, Terai-Region). 
Standort 2: Dhading District Hospital (Höhe 609 m, Gebirge). 
Natural Earth Datenmaterial, erstellt mit qGIS Open Source Software. 

Die 50 Seren für die nepalesische Kontrollgruppe stammten von gesunden 

Blutspender:innen aus der zentralen Blutbank in Kathmandu, Nepal (Gupta et 

al. 2016). Als eine weitere Kontrollgruppe fungierten Serumproben von 

anonymen gesunden Blutspender:innen des Blutspendediensts Springe aus 

Deutschland. Diese wurden freundlicherweise von Dr. Markus Eickmann 

(Institut für Virologie, Philipps-Universität Marburg) zur Verfügung gestellt. Eine 

Übersicht über alle Studiengruppen ist in Tab. 2 abgebildet. Alle 

Studienteilnehmenden erklärten sich freiwillig zur Teilnahme bereit, eine 

schriftliche Einwilligung wurde eingeholt. Positive Ethikvoten der zuständigen 

nepalesischen Behörde Nepal Health Research Council (no. 292/2015) sowie 

der deutschen Ethikkommission der Philipps-Universität Marburg liegen vor 

(AZ. Studie 23/21). 

Tab. 2: Studiengruppen 

 

Nepalesische  
Fallgruppe  

 
n=82 

Nepalesische  
Kontrollgruppe  

 
n=50 

Deutsche 
Kontrollgruppe  

 
n=43 

Charakteristik 

Symptomatische 
Tsutsugamushifieber
-Patient:innen, IgM-
Schnelltest positiv 

Gesunde 
Blutspender:innen 

Gesunde 
Blutspender:innen 
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Die Seren waren an den nepalesischen Studienorten bei -20°C gelagert. Der 

Transport nach Marburg fand im Mai 2017 auf Trockeneis statt. Die Proben 

wurden anschließend durchgängig bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen 

wurden die Proben (5 min, 1000xg) zentrifugiert. Danach erfolgte die Aufteilung 

der Proben in Aliquots (Teilproben) mit anschließender Lagerung entsprechend 

der geplanten Verwendung. Dabei stellten sich unterschiedliche tatsächliche 

Probenvolumina heraus. Durchschnittlich lag eine Probenmenge von 400 µl vor. 

Für die geplante Durchführung aller Untersuchungen, war eine Menge von 200 

µl nötig. Die Anzahl der Proben, die für die jeweiligen Untersuchungen 

verwendet wurden, ist im Einzelnen im Ergebnisteil aufgeführt. 

2.1.1.  Erhebung klinischer Daten und Risikofaktoren 

Zur Feststellung der klinischen Symptomatik und zur Erhebung anamnestischer 

Risikofaktoren der nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen fand die 

Ermittlung von klinischen Daten mittels Fragebogen und klinischer 

Untersuchung statt. Dazu gehörten die Abfrage der Parameter Hitze- und 

Kältegefühl; Gliederschmerz; Kopfschmerz; Dyspepsie; Übelkeit; Erbrechen; 

Bauchschmerz; Diarrhoe sowie Tierkontakt in den letzten 30 Tagen und 

Aktivität im Freien. 

Die Befunde Fieber (>38°C, oral); Tachykardie (Herzfrequenz >100/min); 

Untergewicht; Ikterus; Knistern (Lunge); Hepatomegalie; eine generalisierte 

Lymphadenopathie; regionale Lymphadenopathien am Hals; der Axilla; sowie 

der Leiste und der pathognomonische Eschar wurden in der klinischen 

Untersuchung erhoben. 

2.1.2.  Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mittels dem Open Source 

Analyse Programm R (Process and Statistics, R Foundation for Statistical 

Computing, Wien, Österreich) und der Software Prism (GraphPad Software, 

San Diego, USA). 

Der Fishers-Exakt-Test wurde für die Unabhängigkeitstestung von 2 Gruppen 

bei kleinem Stichprobenumfang verwendet. In dieser Arbeit wurde mithilfe 

dieses Tests u.a. die Abhängigkeit des individuellen Antikörperstatus der Fall- 

und Kontrollgruppen vom PCR-Ergebnis untersucht. 
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Der Chi-Quadrat-Test wurde genutzt, um zu prüfen, ob die Verteilung von 

einem Merkmal in 2 Gruppen identisch bzw. unabhängig ist. Eine Yates-

Korrektur fand bei einer Häufigkeit von einem Merkmal <5 statt. In dieser Arbeit 

wurden mithilfe dieses Tests die Häufigkeitsverteilungen der 

Antikörpertiterhöhen in den nepalesischen Studiengruppen verglichen. 

Der Wilcoxon-Rangsummentest für zwei unabhängige Stichproben wurde 

verwendet, um Unterschiede zwischen erhobenen Werten aus zwei 

Populationen zu detektieren. Beispielsweise konnten so gemessene 

Zytokinkonzentrationen in Fall- und Kontrollgruppen miteinander verglichen 

werden, ohne dass von einer Normalverteilung der erhobenen Werte 

ausgegangen werden musste. 

Bei allen Testarten wurden p-Werte <0,05 als statistisch signifikant gewertet. 

Mithilfe einer Vierfelderkontingenztafel wurde die Sensitivität und die Spezifität 

der 16S qPCR berechnet. Dabei beschreibt die Sensitivität, bei welchem 

Prozentsatz erkrankter Patient:innen, diese tatsächlich als krank erkannt 

werden. Sie berechnet sich aus der Anzahl der erkrankten Patient:innen mit 

positivem Testnachweis geteilt durch die Anzahl aller erkrankter Patient:innen. 

Je höher die Sensitivität ist, desto sicherer erfasst die PCR die Erkrankten. Die 

Spezifität sagt aus, mit welchem Prozentsatz die Gesunden wirklich als gesund 

erkannt werden. Die Berechnung erfolgt aus dem Quotient der richtig als 

gesund Erkannten und der Gesamtzahl der tatsächlich Gesunden. 

2.2. Indirekte Immunfluoreszenz 

Es wurden die Seren der zuvor mittels Schnelltest positiv getesteten 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen, sowie die Proben der nepalesischen und 

deutschen Kontrollgruppen auf Objektträgern mittels IFAT auf IgM- und IgG-

Antikörper gegen O. tsutsugamushi untersucht. 

2.2.1.  Objektträger 

Die Objektträger waren mit O. tsutsugamushi vom Karp Stamm infizierten 

murinen L929-Fibroblasten (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland) beschichtet und fixiert. Die 

Objektträger wurden freundlicherweise durch Prof. Dr. Dennis Tappe vom 

Bernhard-Nocht-Institut (BNI) für Tropenmedizin in Hamburg zur Verfügung 
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gestellt. Bei diesen handelte es sich dabei um Objektträger aus der 

Routinediagnostik von 2014. Die Proben der nepalesischen Fallgruppe, bei 

denen sich kein IgM gegen Orientia vom Karp Stamm finden ließ, wurden 

erneut mittels IFAT getestet. Dabei wurden Objektträger der Routinediagnostik 

von 2009 verwendet, die mit Fibroblasten beschichtet waren, die mit O. 

tsutsugamushi vom Kato und Sido Stamm infiziert waren. Diese wurden 

ebenfalls durch Prof. Dr. Dennis Tappe (BNI) zur Verfügung gestellt.  

2.2.2.  Indirekter Immunfluoreszenz Antikörper Test 

Für die Verdünnung der Serumproben wurde ein 3%-iger Milchpulverpuffer 

verwendet: 0,75 g Milchpulver (Saliter, Obergünzburg, Deutschland) in 25 ml 

PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4 in 

Wasser). In seriellen (1:4) Verdünnungsstufen von 1:20 bis 1:320 für die IgM-

Antikörpertestung und 1:80 bis 1:5120 für die IgG-Antikörpertestung  wurden je 

20 µl der Serumverdünnungen auf den Wells der Objektträger (Thermo-

Scientific, Braunschweig, Deutschland) aufgetragen. Als Positivkontrolle diente 

eine humane Serumprobe mit einem zuvor bestimmten Titer von 1:1280 für 

IgG- und 1:80 für IgM-Antikörper, als Negativkontrolle in der Verdünnungsstufe 

1:80 diente ein auf HIV, Hepatitis B und C negativ getestetes Serum der 

virologischen Routinediagnostik des Universitätsklinikums Marburg. Bei den 

IgM-Testungen mit Kato- und Sido-Objektträgern fungierte eine positiv auf IgM 

gegen Karp, Kato und Sido getestete Probe mit einem Titer von 1:20 aus der 

Phase der Etablierung als Positivkontrolle. Dann erfolgte die Inkubation bei 

37°C für 30 min in einer feuchten Kammer, eine kleine Kunststoffbox mit 

Flüssigkeitsfilm, die eine Verdunstung der aufgetragenen Proben verhindert. 

Nach dem Waschen (3x) mit PBS in einer Glasküvette wurden die Proben für 

30 min mit dem Sekundärantikörper (s.u.) 15 µl pro Well beschichtet, bei 37°C 

inkubiert, anschließend 3x alle 5 min gewaschen, getrocknet, mit PBS 

eingedeckelt (Deckgläschen, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und bei 4°C dunkel 

gelagert. Die Auswertung der Immunreaktion sowie die Dokumentation inklusive 

digitaler Kamera erfolgte mittels Immunfluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss, 

Jena, Deutschland) und der VisiView Software (Visitron Systems GmbH, 

Puchheim, Deutschland). Es wurde ein Objektiv in 20-facher Vergrößerung 

verwendet. Eine Probe wurde positiv gewertet, wenn eine Orientia-spezifische 
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grüne Fluoreszenz in mindestens 50% der infizierten Zellen zu erkennen war. 

Als IgM-positiv wurden Proben gewertet bei einem Titer von ≥1:20 und als IgG-

positiv bei einem Titer von ≥1:80. Der Endpunkt wurde bei dem höchsten Titer 

mit noch spezifischer Fluoreszenz durch 2 Untersuchende – doppel-blind im 

Vier-Augen-Prinzip – bestimmt (Kingston et al. 2015). Zwischentiter wurden 

vergeben, wenn sich eine Proben-Fluoreszenz zwischen zwei Titerstufen 

befand. Zusätzlich wurde die Zuordnung der Proben zu den Objektträgern 

randomisiert. 

2.2.3.  Sekundärantikörper 

Die mit Alexa-Fluor 488-Farbstoff konjugierten Sekundärantikörper aus dem 

Wirtstier Ziege zur Detektion humaner IgM- und IgG-Antikörper wurden in 

unterschiedlichen Verdünnungen (Tab. 3) in PBS und Evans Blau Farbstoff 1% 

(1:500) (Sigma-Aldrich), zur Gegenfärbung in rot und Maskierung 

unspezifischer Fluoreszenzen, angesetzt. Die Wahl der Konjugatverdünnungen 

erfolgte anhand der spezifischsten Fluoreszenz von Orientia-Antikörper 

positiven Proben im Vergleich mit Hintergrundfluoreszenzen von HIV, Hepatitis 

B und C negativ getesteten Seren. Dabei war das Ziel – mit einem durch das 

BNI eingeführten Cut-off Antikörpertiter von ≥1:80 – die maximale Sensitivität 

für die Detektion der Antikörper positiven Seren, ohne unspezifische 

Fluoreszenz der negativen Seren, zu erreichen. 

 

Tab. 3: Charakteristika der Sekundärantikörper 

Antikörper Wirt Verdünnung Herstellende Firma 

Anti-Human-IgM, Fc(5µ) 
Alexa 488 konjugiert 

Ziege, 
polyklonal 

1:150 
Dianova, Hamburg, 

Deutschland 

Anti-Human-IgG, Fc() 

Alexa 488 konjugiert 

Ziege, 
polyklonal 

1:200 
Dianova, Hamburg, 

Deutschland 
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2.3. Nachweis von O. tsutsugamushi mittels PCR 

2.3.1.  Isolierung der Gesamt-Nukleinsäure 

Die Gesamt-Nukleinsäure (RNA und DNA) wurde aus allen Proben mittels EZ1 

Virus Mini Kit v2.0 mit der EZ1 Virus Card v2.0 im EZ1 Advanced XL (Qiagen, 

Hilden, Deutschland) entsprechend dem Herstellerprotokoll isoliert. Dabei 

handelte es sich um eine halbautomatisierte Aufreinigung. Die Serumproben 

wurden vor der Aufreinigung mit 350 µl PBS verdünnt, die dabei verwendete 

Probenmenge betrug 50 µl (Verhältnis 1:8). Als Elutionspuffer wurde AVE 

Puffer 60 µl verwendet, die Menge der Carrier RNA betrug 3,6 µl (beides 

Qiagen). Das in die Extraktion eingesetzte Gesamtvolumen betrug 400 µl, die 

Elution erfolgte in 60 µl. Die DNA-Aufreinigungen wurden direkt als dreifache 

Probenreplikate (n=3) in die PCR eingesetzt oder wurden bei 4°C maximal 

einen Monat gelagert. 

2.3.2.  Nachweis von O. tsutsugamushi: 16S qPCR 

Um Orientia-spezifische 16S DNA in den nepalesischen Proben direkt 

nachzuweisen, wurde das 16S real time qPCR Protokoll von Sonthayanon et al. 

als Grundlage verwendet, die 16S-Sequenz hat eine Länge von 151 bp 

(Sonthayanon et al. 2009). Die Amplifizierung der Orientia-spezifischen 16S 

DNA mittels 16S rt qPCR erfolgte im LightCycler™ 480 (Roche, Mannheim, 

Deutschland). Zusätzlich wurde zur Kontrolle einer erfolgreichen DNA-

Extraktion sowie zur Feststellung von möglichen PCR Inhibitoren die 16S rt 

qPCR nach Sonthayanon et al. um das Gen der humanen Ribonuklease P 

(RNaseP) als interne Kontrolle erweitert (Emery et al. 2004). Ein Fragment der 

humanen RNaseP-Sequenz (65bp) (Emery et al. 2004) wurde in den pCRTM2.1-

TOPO®-Vektor (Invitrogen, ThermoFisher) kloniert, das Plasmid wurde bei der 

PCR in einer 10-9 Verdünnung als Positivkontrolle mitgeführt. Die RNaseP-

Sequenz wurde im Multiplex-Verfahren parallel zu 16S amplifiziert und mit einer 

Cy5-markierten Sonde im Cy5-Kanal (618-660) detektiert. Die Auswertung der 

16S rt qPCR fand mittels Kammfilter 465-510 im FAM-Kanal (16S-Sonde) statt. 

Es wurde der Modus absolute Quantifizierung, Maximum der 2. Ableitung und 

hohe Konfidenz verwendet. 
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Für die Multiplex rt qPCR wurde ein Mastermix mit einem Gesamtvolumen von 

15 µl hergestellt, dem 5 µl Probeneluat hinzugefügt wurde. Der Mastermix - 

dessen Konzentrationen zuvor austitriert worden waren - beinhaltete 4 µl 

LightCycler Multiplex DNA Master 5x mit AptaTaq Fast DNA Polymerase 

(Roche), 8,8 µl H2O (Roche), je 0,2 µl forward und reverse RNaseP-Primer und 

Sonde (20 µM, Biomers, Ulm, Deutschland), sowie je 0,6 µl 16S forward und 

reverse Primer (20 µM, Biomers) und 0,4 µl OT-16S-Sonde (10 µM, Biomers) 

(s.u. 5.3.6. Primer und Sonden (Tab. 8)). Der Reaktionsmix mit dem 

Endvolumen von 20 µl wurde in einer 96 Well-Platte (Roche) im LightCycler 480 

für 2 min auf 95°C erhitzt, um die Polymerase zu aktivieren (Tab. 4). Die 

Amplifikation fand in 50 Zyklen statt: Bei 95°C wurden die DNA-Doppelstränge 

für 10 s denaturiert. Bei einer Annealingtemperatur von 56°C hybridisierten für 

45 s die Primer mit ihrer spezifischen Zielstruktur der DNA-Einzelstränge, es 

folgte die Polymerisierung an der DNA-Matrize mit Nukleotiden durch die 

Polymerase mit finaler Elongation. Am Ende wurde das PCR-Produkt auf 4°C 

heruntergekühlt. Als Standard wurde ein 16S-Standard (Plasmid-Standard) in 

einer Verdünnung von 10-6 entsprenchend 53.000 Kopien/ 5 µl zur 

Quantifizierung in jedem Lauf mitgeführt. Eine Negativkontrolle wurde mit 5 µl 

H2O anstelle von Probeneluat für jede PCR durchgeführt. 

 

Tab. 4: Temperaturprofil der 16S qPCR (Sonthayanon et al. 2009) 

 Temperatur Zeit Zyklen 

Aktivierung 95°C 2 min  

Denaturierung 95°C 10 s 50 

Annealing und 
Elongation 

56°C 45 s 50 

Kühlung 4°C   
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Die Etablierung der 16S Standardkurve erfolgte mittels eines die 16S Sequenz 

enthaltenden Plasmids, das im Labor der AG Keller durch Dr. Zacharias 

Orfanos freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurde. Das Plasmid aus dem 

pCRTM2.1-TOPO® TA Cloning Kit (Invitrogen, ThermoFisher) hat eine 

Gesamtlänge von 4088 bp. Die Plasmidkonzentration wurde bei einer 

Wellenlänge von 260 nm photometrisch mittels Nanodrop ND 1000 (Peqlab 

Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Sie lag bei 6 

verschiedenen Messungen bei einem Mittelwert von 47,52 ng/ µl. Bei einer 

Länge von 151 bp des 16S Inserts und einer Avogadrozahl von 1,096*10-21 

entspricht dies der Anzahl von 10606*106 16S Kopien/ µl. Für die Etablierung 

der Standardkurve und zur Testung der Sensitivität mittels Probit Analyse 

wurden Verdünnungsstufen von 10-4 bis 10-11,5 entsprechend 53*105-

0,167 16S Kopien/ 5 µl verwendet. Die Amplifikationskurven der 

Verdünnungsreihen des 16S-Plasmidstandards sind in Abb. 6 dargestellt. 

 

 

Abb. 6: Amplifikationskurven des Orientia 16S Standards und Standardkurve 
Testung des 16S Plasmid-Standards in 3 Replikaten im LightCycler™ 480 (Roche). 
Verdünnungsstufen des Standards 10⁻⁴ bis 10⁻⁹

,
⁵ (Effizienz: 1,948, Steigung: -3,452). 

Es ließ sich zudem keine Inhibition der 16S rt qPCR feststellen. Mit der somit 

neu eingeführten Orientia 16S-spezifischen multiplex real time qPCR konnte 

der direkte O. tsutsugamushi-Nachweis in den nepalesischen Proben 

erfolgreich durchgeführt werden. 
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2.3.3.  Nachweis von O. tsutsugamushi: 47kD qPCR 

Die zuvor Orientia 16S qPCR positiv getesteten Proben der nepalesischen Fall- 

und Kontrollgruppe wurden erneut amplifiziert, mit der Fragestellung, ob sich 

die 16S qPCR Ergebnisse mithilfe einer weiteren unabhängigen molekularen 

Zielsequenz - dem Orientia-spezifischen 47kD Membranproteingen - bestätigen 

lassen. Dafür wurde die 47kD real time qPCR nach Jiang et al. verwendet 

(Jiang et al. 2004). Es wurde ein Mastermix mit einem Gesamtvolumen von 20 

µl (je zu testender Probe) hergestellt, dem 5 µl Probeneluat hinzugefügt 

(Reaktionsvolumen 25 µl) wurden. Der Mastermix beinhaltete 13,15 µl H2O, 2,5 

µl 5 mM MgCl2-Puffer (50 mM, Invitrogen), 2,5 µl 10x-Platinum-Puffer 

(Invitrogen), 0,5 µl dNTP (10 mM, Invitrogen) sowie je 0,5 µl forward und 

reverse Primer (20 µM, Biomers), 0,25 µl OT47kD Probe (10 µM, Biomers) (s.u. 

5.3.6. Primer und Sonden (Tab. 8)) und 0,1 µl PlatinumTaq DNA Polymerase 

(Invitrogen, ThermoFisher). Das Reaktionsgemisch mit dem Endvolumen von 

25 µl je Probe wurde in einer 96 Well-Platte (Roche) im LightCycler 480 nach 

dem in Tab. 5 beschriebenen PCR-Protokoll amplifiziert. Eine Negativkontrolle 

wurde mit 5 µl H2O anstelle von Probeneluat für jede PCR durchgeführt. Als 

qualitative Positivkontrolle wurde genomische Orientia Karp-DNA in einer 

Verdünnung von 10-3 Kopien/ 5 µl verwendet. 

 

Tab. 5: Temperaturprofil der 47kD qPCR (Jiang et al. 2004) 

 Temperatur Zeit Zyklen 

Aktivierung 95°C 2 min  

Denaturierung 95°C 10 s 50 

Annealing und 
Elongation 

60°C 30 s 50 

Kühlung 4°C   
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2.3.4.  Nachweis von O. tsutsugamushi: 56kD PCR 

Die 16S rt qPCR positiv getesteten Proben der nepalesischen Fall- und 

Kontrollgruppe wurden in der 56kD PCR nach Mahajan et al. amplifiziert mit 

dem Ziel der anschließenden Sequenzierung (Mahajan et al. 2006). Die Primer 

nach Mahajan et al. umschließen die VD I. Nach Ohashi et al. wird diese mit der 

Position 105-133 Aminosäuren angegeben. Dies entspricht 315-399 

Basenpaaren (Ohashi et al. 1992a). Das 56kD PCR Produkt hat eine 

Basenpaarlänge von insgesamt 407 bp (Abb. 7). 

 

 

Abb. 7: Primerbindungsstellen der 56kD PCR 
Nach Mahajan et al. umschließen die Primer die variable Domäne (VD) I an der Position 315-
399 des open reading frame. Forward Primer Position 18-37, reverse Primer Position 407-425. 

Die Amplifizierung des 56kD Genfragments mittels PCR erfolgte im GeneAmp 

PCR System 2700 (Applied Biosystems, Waltham, USA). Es wurde ein 

Mastermix mit einem Gesamtvolumen von 20 µl hergestellt, dem 5 µl 

Probeneluat hinzugefügt wurde. Der Mastermix beinhaltete 15,85 µl H2O, 2,5 µl 

10x-HotStarTaq-Puffer (Qiagen), 0,5 µl dNTP (10 mM, Qiagen) sowie je 0,6 µl 

forward und reverse Primer (10 µM, Biomers) (s.u. 5.3.6. Primer und Sonden 

(Tab. 8)) und 0,15 µl HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen). Der HotStarTaq-

Puffer enthält bereits 1,5 mM MgCl2. Zusätzlich wurde pro Ansatz 1 µl 2,5 mM 

MgCl2-Puffer (25 mM Qiagen) hinzugefügt, da - nach Austestung verschiedener 

zusätzlicher MgCl2 Konzentrationen (0 mM-5 mM pro Ansatz) - die PCR damit 

die größte Sensitivität aufwies. Die Probe mit dem Endvolumen von 25 µl wurde 

im GeneAmp PCR System 2700 amplifiziert (Tab. 6). Eine Negativkontrolle 

wurde mit 5 µl H2O anstelle von Probeneluat für jede PCR durchgeführt. Die 

sich anschließende Gelelektrophorese und Sequenzierung wird in den 

folgenden Kapiteln beschrieben. 
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Tab. 6: Temperaturprofil der 56kD PCR (Mahajan et al. 2006) 

 Temperatur Zeit Zyklen 

Aktivierung 95°C 15 min  

Denaturierung 94°C 30 s 45 

Annealing 57°C 60 s 45 

Elongation 72°C 60 s  

 72°C 10 min  

Kühlung 4°C   

 

2.3.5.  Nachweis von SFTS-Virus: RT qPCR 

Das Protokoll der real time Reverse Transkriptase (RT) PCR zum Nachweis 

des SFTS-Virus wurde im Institut für Virologie bereits etabliert und 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 

Die Amplifizierung der SFTS-Virus-RNA (N-Gen (S-Segment), Amplifikatlänge 

457 bp) mittels SFTS-Virus qPCR nach Yoshikawa et al. erfolgte im LightCycler 

480 (Roche, Mannheim, Deutschland) (Yoshikawa et al. 2014). Es wurde ein 

Mastermix mit einem Gesamtvolumen von 20 µl hergestellt, dem 5 µl 

Probeneluat hinzugefügt wurde. Der Mastermix beinhaltete 10,5 µl 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) H2O (OneStep RT-PCR Kit, Qiagen), 5 µl 5x-RT-

Puffer (OneStep RT-PCR Kit, Qiagen), 1 µl dNTP (50mM, OneStep RT-PCR 

Kit, Qiagen) sowie je 1 µl forward und reverse Primer (10µM, TIB Molbiol, 

Berlin, Deutschland), 0,5 µl SFTS-Sonde (10µM, TIB Molbiol) (s.u. 5.3.6. Primer 

und Sonden (Tab. 8)) und 1 µl Quantitect RT-Mix (Qiagen). Die 

Reaktionsgemische mit dem Endvolumen von 25 µl wurden in einer 96 Well-

Platte im LightCycler 480 amplifiziert (Tab. 7). Dabei fand zuerst der reverse 

Transkriptase Schritt zur Herstellung der cDNA aus RNA bei 50°C für 30min 

statt. Als Plasmidstandard wurden Kontrollen in den Konzentrationen 102 bis 

105 Kopien/ µl mitgeführt. Als Negativkontrolle diente H2O. Als 

Auswertungsmodus wurde der Kammfilter 465-510, die absolute 

Quantifizierung, Maximum der 2. Ableitung und eine hohe Konfidenz verwendet. 
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Tab. 7: Temperaturprofil der SFTS qPCR (Yoshikawa et al. 2014) 

 Temperatur Zeit Zyklen 

RT 50°C 30 min  

Aktivierung 95°C 15 min  

Denaturierung 94°C 15 s 45 

Annealing und 
Elongation 

60°C 60 s 45 

Kühlung 4°C   

 

2.3.6.  Primer und Sonden 

Die verwendeten Primer- und Sondensequenzen (Tab. 8) wurden den 

jeweiligen Publikationen entnommen und wurden hauptsächlich von der Firma 

Biomers (Ulm, Deutschland) hergestellt, ausgenommen der SFTS-Virus Primer 

und Sonde (Probe). Diese wurden durch die Firma TIB Molbiol (Berlin, 

Deutschland) produziert. 
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Tab. 8: Übersicht der verwendeten Primer und Sonden 

Primer/Sonde 
(probe) 

Sequenz 
(5’-3’) 

Amplikon 
(bp) 

Zielstruktur mit 
Spezies und Quelle 

OT3-F  for 
CCCATCAGTACGGAAT

AACA 
151 

16S 
O. tsutsugamushi 

(Sonthayanon et al. 
2009) 

OT1-R rev 
CTCTCAGACCAGCTAC

AGATCACA 
151 16S 

OT16S probe 
6FAM-

TAAGTGCTAATACCGT
ATGCCCTCTA-BHQ1 

n.z. 16S 

RNaseP for 
AGATTTGGACCTGCG

AGCG 
65 

RNaseP 
Homo sapiens 

(Emery et al. 2004) 

RNaseP rev 
GAGCGGCTGTCTCCA

CAAGT 
65 RNaseP 

RNaseP660 
probe 

Cy5-
TTCTGACCTGAAGGCT

CTGCGCGT-Q3 
n.z. RNaseP 

Otsu_F_56kD 
for 

AATTGCTAGTGCAATG
TCTG 

407 
56kD 

O. tsutsugamushi 
(Mahajan et al. 2006) 

Otsu_R_56kD 
rev 

GGCATTATAGTAGGCT
GAG 

407 56kD 

OtsuFP630 for 
AACTGATTTTATTCAA

ACTAATGCTGCT 
118 

47kD 
O. tsutsugamushi 
(Jiang et al. 2004) 

OtsuRP747 rev 
TATGCCTGAGTAAGAT

ACRTGAATRGAATT 
118 47kD 

OtsuPR665 
probe 

6FAM-
TGGGTAGCTTTGGTG
GACCGATGTTTAATCT

-BMN530 

n.z. 47kD 

SFTS for 
TGTCAGAGTGGTCCA

GGATT 
457 

N-Gen (S-Segment) 
SFTS-Virus 

(Yoshikawa et al. 
2014) 

SFTS rev 
ACCTGTCTCCTTCAGC

TTCT 
457 N-Gen (S-Segment) 

SFTS probe 
6FAM-

TGGAGTTTGGTGAGC
AGCAGC-BHQ1 

n.z. N-Gen (S-Segment) 
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2.3.7.  Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Visualisierung der Amplifikate wurden die PCR-Produkte mittels 

Gelelektrophorese in einem 1,5%-igen Agarosegel nach ihrer Größe 

aufgetrennt. Das Gel wurde aus 2,25 g Agarosepulver Biozym LE Agarose 

(Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland) und 150 ml 1x Tris-Acetat-

EDTA-Puffer (TAE-Puffer, pH 8,3, 242 g Tris Base, 57,1 ml Essigsäure 100%, 

100 ml 0,5 M EDTA) hergestellt und dafür erhitzt, gelöst und in eine Gelkammer 

mit Kamm für die Probentaschen (Cleaver Scientific, Rugby, UK) gegossen. Vor 

dem Auspolymerisieren wurde 9 µl GelRed (Geneon, Ludwigshafen, 

Deutschland) in das noch flüssige Gel eingerührt, das die DNA-Fragmente 

anfärbt und sie später durch Fluoreszenz unter UV-Licht sichtbar macht. Nach 

dem Polymerisieren wurde das Gel mit 1x TAE-Puffer bedeckt. Durch einen 

Ladepuffer konnte das Durchlaufen der Proben durch das Agarosegel verfolgt 

werden. Hierzu wurden 1,6 µl farbiger Ladepuffer (6X TriTrack DNA Loading 

Dye, ThermoFisher) mit 8 µl PCR-Produkt vermischt und anschließend in die 

Taschen des Gels pipettiert. Bei einer angelegten Spannung von 110-120 Volt 

für ca. 60min trennten sich die DNA-Fragmente der PCR-Produkte mit 

Ladepuffer nach ihrer Größe auf. Ein standardisierter DNA-Marker (20.000bp 

GeneRuler 1kb DNA-Ladder Plus, ThermoFisher) lief zum Vergleich der Größe 

der DNA-Fragmente in der ersten Spur mit. Mittels UV-Licht wurde mit dem 

Geldokumentationssystem GelStick Touch (Intas, Göttingen, Deutschland) ein 

digitales Bild gemacht. 

2.3.8.  Sequenzierung nach Sanger 

Es wurden die positiv in der 16S PCR getesteten Amplifikate aus der 

nepalesischen Fall- und Kontrollgruppe sequenziert. Ebenso wurden die 

Orientia 56kD PCR positiven Proben sequenziert. Die Sanger-Sequenzierung 

der PCR-Amplifikate erfolgte über den kommerziellen Anbieter Seqlab 

Microsynth GmbH, Göttingen, Deutschland. Je 2 Tubes pro Produkt, 

Gesamtvolumen je 15 µl mit ca. 40-100 ng/ µl, wurden verschickt. Ein Tube 

enthielt 3 µl forward oder reverse Primer (10 mM) mit 9 µl H2O und 3 µl des 

PCR-Produkts. Die Sequenzierung erfolgte direkt aus dem PCR-Produkt, ohne 

vorherige Aufreinigung. Die anschließend erhaltenen partiellen bidirektionalen 

56kD Sequenzen wurden in der Geneious-Software (Version 11.1.5) 
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zusammengefügt und, nach Trimmung der Primerbindungsstellen, über das 

BLAST-Tool (Basic Local Alignment Search Tool) mit anderen in der NCBI-

Gendatenbank hinterlegten Sequenzen verglichen 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Mit den am nächsten verwandten 

Sequenzen sowie der einiger Prototyp-Stämme wurde mit Hilfe der BioEdit-

Software (Version 7.0.5.3) ein Multiple Alignment (ClustalW) der neuen sowie 

der heruntergeladenen publizierten Sequenzen erstellt. Die Datei dieses 

Alignments wurde in der Geneious-Software geöffnet und in dieser - unter 

Verwendung der Maximum Likelihood-Methode auf Basis des Tamura-Nei-

Modells - ein phylogenetischer Stammbaum erstellt. 

2.4. Messung von Zytokinkonzentrationen mittels Multiplex-

Immunoassay 

Für die Messung der Zytokinkonzentrationen in den Serumproben der 

Studiengruppen, wurde ein Bead-basiertes Multiplex-Immunoassay ausgewählt. 

Verwendet wurde das LEGENDplex™ Human Th Cytokine Panel (13-plex) 

(Biolegend, London, UK) nach Herstellerprotokoll. Die Zytokinbestimmungen 

wurden mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) im Zentrum für 

Tumorbiologie und Immunologie (ZTI) mit Hilfe der AG Brendel durchgeführt. 

Folgende Zytokine wurden für die Auswertung ausgewählt: IL-6, IL-10, IFN-γ 

und TNF-α. Das Prinzip der gleichzeitigen Konzentrationsmessung der 

inflammatorischen Marker im Bead-basierten Immunoassay ist in Abb. 8 

dargestellt. 

Eine Standardreihe (Verdünnung 1:4) wurde mit Hilfe des am höchsten 

konzentrierten Standards des Zytokin-Panels etabliert und bei jeder Messung in 

Duplikaten mitgeführt. Jedes Zytokin hatte dabei eine höchste 

Standardkonzentration von 10.000 pg/ ml und eine niedrigste von 2,44 pg/ ml. 

Die Konzentration jedes gemessenen Zytokins wurde in jeder Probe gemäß der 

Standardkurve ermittelt. Die Messung der fluoreszierenden Signale, deren 

Intensität proportional zur Menge der gebundenen Zytokine ist, erfolgte am 

Durchflusszytometer BD™ LSR II (BD Biosciences). Für die Aufnahme wurde 

die BD FACSDiva™ Software verwendet. Bei 3 Probenreplikaten wurde der 

Mittelwert für die Auswertung gebildet, die mit der speziell von Biolegend für die 

Auswertung bereitgestellten LEGENDplex™ Daten Analyse Software erfolgte. 

https://flexikon.doccheck.com/de/FACS
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Abb. 8: Prinzip des Immunoassays zur Bestimmung der Zytokinkonzentrationen 
A: Zytokin spezifische Beads mit in Serumprobe enthaltenen Zytokinen. 
B: An Beads gebundene Zytokine mit biotinylierten Detektionsantikörper Y und SA-PE. 
C: Gebundene Detektionsantikörper mit gebundenem SA-PE. Messung der 
Zytokinkonzentration anhand der Intensität des Fluoreszenzsignals mittels FACS an der 
gestrichelten Linie. Abbildung modifiziert nach Hersteller. 

Für den Ansatz von 3 Probenreplikaten wurden je 12,5 µl Probenvolumen, 12,5 

µl Beads (Biolegend) und 26 µl Assay Puffer (Biolegend) pro Well in einer 

Polypropylen 96 Well V-Boden Platte (Sigma-Aldrich) verwendet. Die Inkubation 

auf dem Schüttler (Stärke 5) erfolgte für 2,5 h bei Raumtemperatur. Danach 

fand ebenfalls bei Raumtemperatur und unter Schutz vor Lichteinstrahlung, die 

Inkubation auf dem Schüttler (Stärke 5) mit je 12,5 µl biotinyliertem 

Detektionsantikörper und SA-PE (Streptavidin-Phycoerythrin) für 30 min statt. 

Nach Zentrifugation für 5 min bei 1000xg wurde der Überstand entfernt. 

Anschließend wurden insgesamt 3 Waschschritte mit pro Well je 200 µl 

Waschpuffer (Biolegend), eine Zentrifugation für 5 min bei 1000xg und eine 

Entfernung des Überstandes durchgeführt. Beim letzten Durchgang verblieb der 

Waschpuffer im Well. Die Proben wurden dann mit 200 µl PBS in transparente 

Polystyrol FACS Röhrchen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) überführt und 

gemessen (s.o.).  
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3. Ergebnisse 

3.1. Prävalenz Orientia-spezifischer Antikörper bei 

nepalesischen Patient:innen mit Tsutsugamushifieber 

3.1.1. Orientia-spezifisches IgM bei Tsutsugamushifieber-

Patient:innen und nepalesischen Blutspender:innen 

Um den IgM-Schnelltest-Nachweis gegen O. tsutsugamushi mittels des 

Goldstandardverfahrens der IFAT zu bestätigen, wurden zunächst die Seren 

der nepalesischen Fallgruppe (n=82) auf IgM-Antikörper gegen den häufigsten 

Orientia-Stamm Karp untersucht (Abb. 9). Gleichzeitig wurden mit demselben 

Verfahren 50 Seren nepalesischer Butspender:innen auf Orientia-spezifisches 

IgM untersucht. Bei 26 der 82 (32%) Seren der nepalesischen Fallgruppe 

wurden mittels IFAT IgM-Antikörper mit einem Titer von ≥1:20 bis ≥1:320 gegen 

Orientia Karp nachgewiesen (Abb. 10). Um die verbleibenden 56 Seren, die im 

Karp-IgM-Test negative Ergebnisse hatten, auf eine mögliche IgM-

Immunantwort gegen Antigene anderer Orientia-Stämme zu untersuchen, 

wurden diese auf Orientia Sido-und Kato-spezifische IgM-Antikörper ebenfalls 

mittels IFAT getestet. Bei 9 dieser 56 Proben ließen sich Orientia Sido-

spezifische IgM-Antikörper und bei 3 weiteren Proben Orientia Kato-spezifische 

IgM-Antikörper finden (Abb. 9). Bei insgesamt 38 von 82 (46%) Seren konnte 

mittels IFAT ein IgM-Nachweis gegen einen der drei Stämme erbracht werden, 

während 44 der 82 Seren (54%) im IFAT negative IgM-Ergebnisse zeigten. Von 

den 50 Seren nepalesischer Blutspender:innen wiesen 2 (4%) Proben Orientia 

Karp-spezifisches IgM mit einem Titer von 1:20 auf (Abb. 10). Damit konnten 

mittels IFAT bei 38 von 82 Proben die IgM-Schnelltestergebnisse für IgM-

Antikörper gegen Orientia Karp und Kato bestätigt und um Sido erweitert 

werden, denn bei den zuvor im Schnelltest genutzten Antigenen handelte es 

sich um das rekombinante 56kD Protein der Orientia-Stämme Karp und Kato. 

Die Reaktivität mit Antigenen der beiden weiteren im Schnelltest enthaltenen 

Orientia-Stämme Gilliam und TA716 konnte mangels Verfügbarkeit 

entsprechend beschichteter Objektträger nicht überprüft werden. 
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Abb. 9: Fließschema der IFAT für Orientia-spezifische IgM-Antikörper-Nachweise 
Zur Bestätigung der IgM-Schnelltestergebnisse wurde auf Orientia Karp IgM-Antikörper und 
anschließend auf Kato und Sido IgM-Antikörper getestet. 

Weiterhin wurden die Anteile der Orientia-spezifischen Karp IgM-Antikörper-

Nachweise der Fallgruppe und der nepalesischen Blutspender:innen verglichen 

(Abb. 10). Dies fand mittels Fishers-Exakt-Test statt, dabei wurde ein p-Wert 

<0,05 als statistisch signifikant angenommen. Bei einem p-Wert <0,05 zeigt sich 

ein signifikanter Unterschied im Orientia-spezifischem Karp IgM zwischen der 

nepalesischen Fall- und Kontrollgruppe. 

 

Abb. 10: Orientia-spezifisches IgM bei Tsutsugamushifieber-Patient:innen und 
nepalesischen Blutspender:innen 
A: Anteil anti-Karp-IgM-positiver Proben in der nepalesischen Fallgruppe (26/82, 32%). 
B: Anteil anti-Karp-IgM-positiver Proben bei nepalesischen Blutspender:innen (2/50, 4%).  
Die Anteile (A und B) unterscheiden sich signifikant, p<0,05 mittels Fishers-Exakt-Test. 
C: Anteil IgM-positiver Proben gegen Orientia-Stämme Karp, Sido und Kato in der 
nepalesischen Fallgruppe, kumuliert (38/82, 46%). 
Blau: IgM-positive Proben mit einem Titer ≥1:20. Grau: Negativ getestete Seren. 
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Die Häufigkeitsverteilung ist in Abb. 11 gezeigt. In der nepalesischen Fallgruppe 

(n=82) fanden sich unter den positiv getesteten Seren IgM-Titer von ≥1:20 bis 

≥1:320. Darunter hatten 14,6% (n=12) einen Titer von ≥1:320. Alle 12 Seren mit 

negativen IgM-Ergebnissen im IFAT gegen den Karp-Stamm, die aber einen 

Orientia Sido- und Kato-spezifischen IgM-Antikörpernachweis zeigten, wiesen 

eine Titerhöhe von 1:20 auf. Die IgM-positiven Seren aus der Gruppe der 

nepalesischen Blutspender:innen (n=2) zeigten einen Titer von 1:20. Es wurden 

signifikant höhere IgM-Antikörpertiter in den Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

gefunden im Vergleich zu den nepalesischen Blutspender:innen (p=0,044 im 

Chi-Quadrat-Test). 

 

 

Abb. 11: Normalisierte Häufigkeitsverteilung der Orientia-spezifischen IgM-Titer 
Für jede Titerstufe von ≤1:20 bis ≥1:320 wurde der relative Anteil an Proben aufgetragen, die 
positiv für IgM gegen Orientia Karp, Sido, Kato getestet wurden. Nepalesische Fallgruppe: Im 
IgM-Schnelltest positiv getestete Patient:innen mit akuter Fiebererkrankung. Nepalesische 
Kontrollgruppe: Asymptomatische Blutspender:innen. Die Titerhöhen unterscheiden sich 
signifikant zwischen den beiden Gruppen, p= 0,044 (Chi-Quadrat-Test). 

  



Ergebnisse 

53 

 

3.1.2.  Orientia-spezifisches IgG bei Tsutsugamushifieber-

Patient:innen und nepalesischen Blutspender:innen 

Um die Prävalenz Orientia-spezifischer IgG-Antikörper in den drei 

Studiengruppen zu bestimmen, wurden alle Seren der nepalesischen Fall- und 

Kontrollgruppe, sowie der deutschen Kontrollgruppe mittels IFAT auf IgG-

Antikörper gegen den häufigsten Orientia-Stamm Karp untersucht. In Abb. 12 

ist ein Immunfluoreszenzbild der IgG-Positivkontrolle gezeigt. In 53 von 82 

(65%) Seren der nepalesischen Fallgruppe wurde ein positiver IgG-

Antikörpernachweis gegen O. tsutsugamushi Karp erbracht. In der 

nepalesischen Kontrollgruppe (Blutspender:innen) wurden in 26 Seren von 50 

(52%) getesteten Seren Orientia Karp-spezifische IgG-Antikörper detektiert 

(Abb. 13). In der deutschen Kontrollgruppe (n=43) wurden keine Orientia Karp-

spezifischen Antikörper nachgewiesen. Damit fand sich in beiden 

nepalesischen Gruppen ein ähnlich hoher Anteil an Proben mit Orientia-

spezifischen IgG-Antikörpertitern (Abb. 13). 

Der geringe Unterschied des Anteils IgG-positiver Seren zwischen der 

nepalesischen Fall-und Kontrollgruppe war nicht signifikant, p>0,05, Fishers-

Exakt-Test. Die deutsche Kontrollgruppe unterscheidet sich dagegen signifikant 

von den beiden nepalesischen Studiengruppen (p<0,05). 

 

 

Abb. 12: Indirekte Immunfluoreszenz (Orientia Karp IgG) 
Orientia IgG-Positivkontrolle im 20er Objektiv. A: O. tsutsugamushi infizierte L929 Fibroblasten 
nach Inkubation mit einem humanen Antiserum 1:1280 und FITC-konjugiertem 
Sekundärantikörper, Übersicht. B: Ausschnitt und Vergrößerung der infizierten Zellen mit 
positiver Fluoreszenz im Zytoplasma und Zellmembranbereich (Pfeil). 
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Abb. 13: Orientia-spezifisches IgG bei Tsutsugamushifieber-Patient:innen und 
Blutspender:innen 
A: Anteil anti-Karp-IgG-positiver Proben in der nepalesischen Fallgruppe (53/82, 65%). 
B: Anteil anti-Karp-IgG-positiver Proben bei nepalesischen Blutspender:innen (26/50, 52%). 
C: Anteil IgG-positiver Proben bei deutschen Blutspender:innen (0/43, 0%). p>0,05 mittels 
Fishers-Exakt-Test. Blau: IgG-positive Proben mit einem Titer ≥1:80. Grau: Negativ getestete 
Seren. 

 

 

 

Abb. 14: Normalisierte Häufigkeitsverteilung der Orientia-spezifischen IgG-Titer 
Für jeder Titerstufe von ≤1:80 bis ≥1:5120 wurde der relative Anteil an Proben aufgetragen, die 
positiv für IgG gegen Orientia Karp getestet wurden. Nepalesische Fallgruppe: Im IgM-
Schnelltest positiv getestete Patient:innen mit akuter Fiebererkrankung. Nepalesische 
Kontrollgruppe: Asymptomatische Blutspender:innen. Die Titerhöhen unterscheiden sich nicht 
signifikant zwischen den beiden Gruppen, p= 0,455 (Chi-Quadrat-Test). 

 



Ergebnisse 

55 

 

Die prozentuale Verteilung der Orientia-spezifischen IgG-Titerhöhen in der 

nepalesischen Fallgruppe und der nepalesischen Kontrollgruppe ist in Abb. 14 

gezeigt. Die IgG-positiven Seren der nepalesischen Fallgruppe wiesen 

Titerhöhen von ≥1:80 bis ≥1:5120 auf. Die IgG-positiven Seren der 

nepalesischen Kontrollgruppe zeigten ebenfalls Titerlevel von ≥1:80 bis 

≥1:5120. Dabei unterschieden sich die Titerhöhen der beiden nepalesischen 

Studiengruppen im Chi-Quadrat-Test (p= 0,455) nicht signifikant. 

3.2. Nachweis Orientia-spezifischer 16S DNA bei Patient:innen 

und Blutspender:innen 

3.2.1.  Analytische Sensitivität der Orientia 16S spezifischen rt 

qPCR 

Um eine Orientia 16S-spezifische real time qPCR zum direkten Nachweis des 

konservierten ribosomalen pan-Orientia 16S-Gens in den nepalesischen 

Proben zu etablieren, wurde das 16S rt qPCR Protokoll von Sonthayanon et al. 

als Grundlage verwendet (Sonthayanon et al. 2009). Mit der Erweiterung der 

PCR um die interne Kontrolle RNaseP konnte festgestellt werden, dass alle 

Proben extrahierte humane DNA enthielten und keine Proben inhibiert waren. 

Entsprechend der DNA-Isolation betrug, bei einem eingesetzten 

Probenvolumen von 50 µl, die Menge des Eluats 60 µl. Dieses wurde gemäß 

dem PCR-Protokoll eingesetzt. 

Um die analytische Sensitivität der 16S multiplex rt qPCR zu bestimmen, wurde 

eine Probit-Analyse (Tab. 9) nach Keller et al. durchgeführt (Keller et al. 2014). 

Hierzu wurde eine serielle Verdünnung von bekannten Konzentrationen des 

Plasmidstandards erstellt und deren Messungen in der PCR in mehreren 

Durchgangsläufen wiederholt. Das erhaltene Ergebnis ist das Detektionslimit 

der PCR, also die Menge DNA, die mit 95% Wahrscheinlichkeit detektiert wird. 

Bei einer Verdünnungsstufe des Plasmidstandards von 10⁻9,5 (entsprechend 

16,7 Gen-Kopien/ 5 µl) konnten von 8 getesteten Proben 7 als positiv in der rt 

qPCR erkannt werden. Aufgrund der Probit-Analyse beträgt die analytische 

Sensitivität der hier neu etablierten Orientia 16S-spezifischen rt qPCR 12,01 

Orientia 16S Kopien/ µl bei einem 95% Konfidenzintervall von 4,88–98,9 

Kopien/ µl. 
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Tab. 9: Bestimmung der analytischen Sensitivität mittels Probit-Analyse 
Verdünnungsstufen des Plasmidstandards von 10-4 bis 10-11,5. 

 

 

3.2.2.  Nachweis von Orientia 16S DNA in Seren von 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen und nepalesischen 

Blutspender:innen 

Um die Seren der nepalesischen Fallgruppe auf Orientia-DNA zu untersuchen 

und die Konzentration zu quantifizieren, wurde mit der zuvor erfolgreich 

etablierten Orientia 16S-spezifischen rt qPCR die Testung auf Orientia 16S 

DNA durchgeführt. Gleichzeitig wurden die Seren der nepalesischen und der 

deutschen Kontrollgruppe in die qPCR eingesetzt und damit ebenfalls auf 

Orientia-DNA untersucht. 5 Proben aus der nepalesischen Fallgruppe wurden 

aufgrund von unzureichendem Material für die PCR Testung ausgeschlossen. 

Es gingen 77 Proben von Tsutsugamushifieber-Patient:innen in die PCR-

Testung ein. 

In der nepalesischen Fallgruppe fand sich Orientia-spezifische DNA bei 10/77 

(13%) der getesteten Proben. Unter den zuvor mittes IFAT IgM-positiv 

getesteten Seren waren 9/36 (25%) auch positiv, während in der Gruppe der 

IFAT IgM-negativen nur 1/41 (2,4%) Serum PCR-positiv war. 

Zur Überprüfung, ob ein positiver 16S qPCR Nachweis abhängig von einem 

positiven Orientia-spezifischem IgM-Antikörpernachweis in der IFAT ist, wurde 

der Fishers-Exakt-Test angewandt (Tab. 10). Ein p-Wert <0,05 galt als 

signifikant. Es zeigte sich bei einem p-Wert=0,0048, dass ein positives 16S 

qPCR Ergebnis abhängig von einem positiven Orientia-spezifischem IgM-

Antikörpernachweis in der IFAT ist. 
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Tab. 10: 16S qPCR und Orientia-spezifischer IgM-Antikörpernachweis bei 
Tsutsugamushifieber-Patient:innen 
#
 p=0,0048 (Fishers-Exakt-Test) 

 
IgM IFAT (+) 

Nepalesische 
Fallgruppe 

IgM IFAT (-) 
Nepalesische 

Fallgruppe 
Gesamt 

16S qPCR 
positiv 

9# 1# 10 

16S qPCR 
negativ 

27 40 67 

Gesamt 36 41 77 

 

Überraschenderweise ließ sich in der nepalesischen Kontrollgruppe bei 6/50 

(12%) Proben Orientia-DNA nachweisen. Davon hatten 4 Seren positive IgG-

Antikörper in der IFAT und 2 Seren keine Orientia Karp-spezifischen IgG-

Antikörper (Abb. 15). In der deutschen Kontrollgruppe war keine O. 

tsutsugamushi DNA mittels PCR nachweisbar. Bei p>0,2 im Wilcoxon-

Rangsummentest unterschieden sich die Konzentrationen von Orientia 16S 

Kopien/ ml, die in Abb. 15 gezeigt sind, nicht signifikant zwischen der 

nepalesischen Fallgruppe und den beiden Kontrollgruppen, die nepalesische 

und deutsche Kontrollgruppe untereinander auch nicht. 

Die Sensitivität der 16S qPCR beträgt 13%, die Spezifität 88%. Dabei wurden 

von 77 Tsutsugamushifieber-Patient:innen 10 als richtig positiv erkannt und 44 

von 50 gesunden nepalesischen Blutspender:innen als richtig negativ detektiert. 
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Abb. 15: Konzentration von Orientia-DNA (16S Kopien/ ml) im Serum 
Die Aufschlüsselung der Studiengruppen erfolgte anhand der IFAT Antikörpernachweise. 
ND=nicht detektiert. 
Nepalesische Fallgruppe: Im IgM-Schnelltest positiv getestete Patient:innen mit akuter 
Fiebererkrankung. 
Nepalesische Kontrollgruppe: Asymptomatische Blutspender:innen. 

Zum Ausschluss unspezifischer positiver 16S qPCR Ergebnisse bei den 

nepalesischen Blutspender:innen, die möglichweise durch Ähnlichkeit mit 16S-

Sequenzen anderer Bakterien verursacht wurden, fand ein Vergleich der 

Amplifikate der nepalesischen Kontrollgruppe mit der Fallgruppe im Gel statt. 

Dafür wurde die 16S qPCR Produkte im Agarosegel mittels UV-Licht sichtbar 

gemacht (Abb. 16). Es zeigten sich auch hier die 10 zuvor qPCR positiven 

Proben der nepalesischen Fallgruppe als auch die zuvor 6 qPCR positiven 

Proben der nepalesischen Kontrollgruppe als Banden mit einer Länge von 

151bp im Gel. Die qPCR positiven Proben der nepalesischen Fallgruppe hatten 

Ct-Werte von 33,9 bis 37,1. In der nepalesischen Kontrollgruppe wiesen die 

qPCR positiven Proben Ct-Werte von 34,5 bis 35,9 auf. Somit erfolgte die 

Bestätigung der Spezifität der PCR Ergebnisse im Gel. 
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Abb. 16: 16S-Amplifikate bei Tsutsugamushifieber-Patient:innen und Blutspender:innen 
T=Nepalesische Fallgruppe. C=Nepalesische Kontrollgruppe. ptc=Positivkontrolle genomische 
DNA von Orientia Karp. ntc=Negativkontrolle mit H2O. M=DNA-Marker. S=16S Standard in 10

 -6
 

Verdünnung. 

Weiterhin wurden die Orientia-DNA positiven Proben aus der nepalesischen 

Kontrollgruppe nach Sanger sequenziert und auf Orientia-spezifische 16S DNA 

überprüft (Abb. 17). Die Sequenzen wurden dafür in BioEdit mit gängigen 

Orientia-Stammsequenzen verglichen und konnten hier ebenfalls als Orientia-

spezifische 16S DNA bestätigt werden. Damit zusätzlich eine Kontamination 

ausgeschlossen werden konnte, erfolgte eine erneute Extraktion der DNA aus 

den Proben mit anschließender Reamplifizierung in der 16S rt qPCR. Die 

Ergebnisse der Nachtestung wichen nicht von den ursprünglichen ab. Eine 

Kontamination der Seren ließ sich somit ausschließen. 

 

 

Abb. 17: 16S Sequenzen aus dem Serum sechs nepalesischer Blutspender:innen 
Multiples Alignment der 16S Sequenzen aus Seren 6 asymptomatischer Blutspender:innen im 
Vergleich mit 7 Orientia-Referenzstämmen. Darstellung der Sequenzen nach Trimming der 
Primer-Bindungsregion. Die Orientia-DNA positiven Proben aus der nepalesischen 
Kontrollgruppe zeigten 100% Homologie zu den Referenzstämmen Kato, Karp und Ikeda. 

  



Ergebnisse 

60 

 

3.2.3.  Ausschluss einer Infektion mit dem SFTS-Virus 

Aufgrund der dem Tsutsugamushifieber ähnlichen klinischen Präsentation einer 

SFTS-Virus-Infektion sowie der in der Literatur berichteten Koinfektionen mit O. 

tsutsugamushi (Satoh et al. 2017; Thi Hai Yen et al. 2019; Wi et al. 2016; Yoo 

et al. 2018; Kim et al. 2018) wurden alle Seren der Studiengruppen auf SFTS-

Virus-spezifische RNA mittels real time RT PCR getestet (Yoshikawa et al. 

2014). Es ergab sich kein Hinweis auf eine Infektion mit dem SFTS-Virus. 

3.3. Nachweis des Orientia-spezifischen 47kD Gens in 

nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

Zur Bestätigung der Orientia-spezifischen 16S qPCR Ergebnisse mit einer 

weiteren, unabhängigen molekularen Zielsequenz wurden die 10 zuvor 16S-

DNA-positiven qPCR Seren aus der nepalesischen Fallgruppe als auch die 6 

zuvor 16S-DNA-positiven Seren der nepalesischen Kontrollgruppe mittels rt 

qPCR auf das 47kD Gen untersucht. Mit dem PCR-Protokoll nach Jiang et al. 

(Jiang et al. 2004) waren in der nepalesischen Fallgruppe 9 von 10 Proben 

positiv. Keine der 6 Proben aus der nepalesischen Kontrollgruppe war positiv in 

der 47kD PCR (Abb. 18). 

 

 

Abb. 18: 47kD Membranproteingen Nachweis durch Orientia-spezifische 47kD rt qPCR 
Bei 9 Proben der nepalesischen Fallgruppe konnte ein Nachweis für das 47kD Gen erbracht 
werden. Agarosegele der Amplifikate aus der 16S rt qPCR und aus der 56kD PCR. 
T=Nepalesische Fallgruppe. C=Nepalesische Kontrollgruppe. 
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Mittels 47kD PCR konnten also nur 16S positive Proben der Patient:innen mit 

akutem Tsutsugamushifieber, nicht jedoch die 16S positiven Proben aus der 

Gruppe der asymptomatischen nepalesischen Blutspender:innen bestätigt 

werden. Weiterhin ließen sich die schwach positiven 16S PCR Proben - 

beispielsweise T8 (Ct 36,8) und T12 (Ct 37,1) - aus der Fallgruppe (Abb. 16) 

mittels 47kD PCR bestätigen, während dies für die deutlich stärkeren 16S 

positiven Proben z.B. C13 (Ct 34,5) und C14 (Ct 35,4) aus der nepalesischen 

Kontrollgruppe nicht galt (Abb. 16). Damit kann das Ergebnis nicht an einer 

niedrigen Konzentration von Orientia-DNA in der jeweiligen Probe liegen. 

3.4. Typisierung von O. tsutsugamushi mittels partieller 

Sequenzierung des 56kD Gens 

Um O. tsutsugamushi in den nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

typisieren zu können, wurden zunächst die 10 Orientia 16S DNA positiven 

Seren aus der nepalesischen Fallgruppe in der 56kD PCR nach Mahajan et al. 

amplifiziert (Mahajan et al. 2006). Mit dieser PCR, die die VD I des 56kD Gens 

von O. tsutsugamushi amplifiziert, wird ein PCR-Produkt mit einer Länge von 

407bp generiert. Die Länge kann allerdings je nach Stamm variieren. Ebenfalls 

wurden die 6 Orientia 16S DNA positiven Seren der nepalesischen Kontrollen 

auf DNA des 56kD Gens untersucht. Bei 9/10 Proben der Orientia 16S DNA-

positiven Seren aus der nepalesischen Fallgruppe fand sich eine für das 56kD 

Gen spezifische positive Bande. Bei den 6 Orientia 16S DNA-positiven Seren 

aus der nepalesischen Kontrollgruppe konnte keine spezifische Bande 

detektiert werden (Abb. 19). 

 

Abb. 19: 56kD Amplifikate bei Tsutsugamushifieber-Patient:innen und Blutspender:innen 
T=Nepalesische Fallgruppe. C=Nepalesische Kontrollgruppe. ntc=Negativkontrolle mit H2O. 
M=DNA-Marker. 
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Die anschließende Sequenzierung der 56kD Amplifikate der nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen war bei 6 der 9 Proben erfolgreich und 

erbrachte eine Sequenz für die VD I. Erfolgreich bidirektional sequenziert 

werden konnten die Amplifikate der Proben T7, T8, T24, T45, T48 und T51. In 

Tab. 11 findet sich die Verteilung der sequenzierten Seren auf die zwei 

Studienorte der Probensammlung in Nepal. Für die Typisierung wurden die 

Sequenzen in BioEdit mit häufig vorkommenden Orientia-Stammsequenzen 

verglichen. 

Die phylogenetische Analyse zeigte, dass die Sequenzen aus den Proben T7, 

T8 und T24 sehr ähnlich waren und miteinander clustern, jedoch wie in Tab. 11 

gezeigt, nicht vom gleichen Ort in Nepal stammen. Die Sequenzen aus den 

Proben T45, T48 und T51 wurden zwar am gleichen Ort akquiriert, clustern 

allerdings nicht (Abb. 20 und Tab. 11). Es zeigte sich somit keine klare 

Assoziation zwischen den Sequenzen der Seren und den Orten der 

Probensammlung. Weiterhin erbrachte die Testung den Nachweis, dass die 

nepalesischen Seren Ähnlichkeit mit den oft vertretenen Orientia-

Stammsequenzen anderer Länder wie Thailand, Myanmar und Indien haben. 

Das Orientia-Stammvorkommen stellt sich damit als äußerst divers dar. Ein 

neuer Orientia-Stamm wurde nicht detektiert. 

 

Tab. 11: Verteilung der sequenzierten Seren auf die 2 Orte der Probensammlung in Nepal 

Standort 1 
Bheri Zonal Hospital 

Standort 2 
Dhading District Hospital 

T7, T8 
T24, T45, T48, T51 
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Abb. 20: Phylogenetischer Stammbaum der partiellen 56kD Sequenzen aus 
nepalesischen Patient:innen mit Tsutsugamushifieber 
Nach Erstellung eines Multiple Alignment (Clustal W-Algorithmus, BioEdit 7.0.5.3-Software) 
wurde ein phylogenetischer Stammbaum mit Hilfe der Geneious-Software (Maximum 
Likelihood-Methode, Tamura-Nei-Modell) konstruiert. 
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3.5. Klinische Präsentation der nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

Um zu ermitteln, ob eine Korrelation der PCR Ergebnisse mit der klinischen 

Symptomatik und Befunden der Tsutsugamushifieber-Patient:innen besteht, 

wurden die durch Fragebogen und klinische Untersuchung erhobenen Daten 

und die 16S qPCR Ergebnisse mittels Fishers-Exakt-Test verglichen. Die 

abgefragten Parameter und erhobenen Befunde der Tsutsugamushifieber-

Patient:innen mit einem Orientia-spezifischen 16S qPCR Ergebnis sind in Tab. 

12 aufgeführt. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. 

Die klinische Charakterisierung der nepalesischen Tsutsugamushifieber-

Patient:innen mit Orientia-spezifischen 16S qPCR Ergebnissen erhob in der 

Anamnese bei fast allen Erkrankten einen Tierkontakt in den letzten 30 Tagen 

(96,1%) und eine Aktivität im Freien (96,1%). Klinisch präsentierte sich der 

Großteil der Tsutsugamushifieber-Patient:innen mit Kältegefühl (74,0%), 

Kopfschmerzen (66,2%), Übelkeit (72,7%), Erbrechen (57,1%) und 

Bauchschmerzen (57,1%). Einige gaben auch Diarrhoe (31,2%) und 

Gliederschmerzen (9,1%) an. In der körperlichen Untersuchung hatten 80,5% 

der Erkrankten Fieber >38°C, 43% hatten Untergewicht, 29,8% wiesen eine 

generalisierte Lymphadenopathie auf und bei nur 16,1% ließ sich der 

pathognomonische Eschar finden. Auch waren ein Ikterus mit 11,7% und eine 

Hepatomegalie mit 10,4% weniger häufig vertreten (Tab. 12). 

Hitzegefühl gaben 80% der Tsutsugamushifieber-Patient:innen, die in der 16S 

qPCR positiv waren an, bei den PCR negativen waren es nur 40%. Damit sind 

diese signifikant häufiger 16S qPCR positiv. 

Untergewichtige Tsutsugamushifieber-Patient:innen hatten in nur 10% ein 

positives 16S qPCR Ergebnis, wohingegen 48% der PCR negativ Getesteten 

untergewichtig waren. Beim Vorliegen von Untergewicht fand sich also 

signifikant seltener ein positives 16S PCR Ergebnis. 

Diarrhoe hatten 70% der 16S qPCR positiv getesteten Tsutsugamushi 

Patient:innen angegeben. Bei den PCR Negativen hatten 25% Durchfall. 

Diarrhoe wurde signifikant öfter bei einem 16S qPCR positiven Nachweis 

angegeben. 

Vergrößerte Lymphknoten der Leiste waren bei 30% der 16S qPCR positiven in 

der nepalesischen Fallgruppe zu finden. Dies ist signifikant häufiger als bei den 
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16S qPCR Negativen, die nur in 5% der Fälle vergrößerte Leistenlymphknoten 

hatten (Tab. 12). 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Symptome Hitzegefühl, 

Diarrhoe und Lymphadenopathie der Leiste tatsächlich häufiger bei den PCR-

positiven Tsutsugamushifieber-Patient:innen vorkamen und bei deren Vorliegen 

ein hoher klinischer Verdacht einer Tsutsugamushifieber-Infektion bestehen 

sollte. Möglicherweise ist die PCR auch ein Indikator für Infektionen mit 

schwereren Verläufen. 

 

Tab. 12: Klinische Charakteristika der Patient:innen mit Tsutsugamushifieber und 16S 
qPCR Ergebnissen 
Tabelle der klinischen Daten modifiziert nach Binod Rayamajhee (KRIBS). 

Klinische 

Charakteristika 

Anzahl (%) 

Gesamt 

n=77 

16S qPCR 

positiv 

n=10 

16S qPCR 

negativ 

n=67 

p-Wert 

(Fishers-

Exakt-Test) 

Hitzegefühl 35 (45,5%) 8 (80%) 27 (40,3%) 0,037 

Kältegefühl 57 (74,0%) 9 (90%) 48 (71,6%) 0,439 

Kopfschmerz 51 (66,2%) 8 (80%) 43 (64,2%) 0,480 

Untergewicht 33 (42,9%) 1 (10%) 32 (47,8%) 0,037 

Dyspepsie 27 (35,1%) 1 (10%) 26 (38,8%) 0,090 

Übelkeit 56 (72,7%) 5 (50%) 51 (76,1%) 0,125 

Erbrechen 44 (57,1%) 5 (50%) 39 (58,2%) 0,737 

Bauchschmerz 44 (57,1%) 8 (80%) 36 (53,7%) 0,174 
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Diarrhoe 24 (31,2%) 7 (70%) 17 (25,4%) 0,008 

Fieber (>38°C) 62 (80,5%) 9 (90%) 53 (79,1%) 0,676 

Tachykardie 

(Herzfrequenz 

>100/min) 

3 (3,9%) 0% 3 (4,5%) 1,000 

Ikterus 9 (11,7%) 0% 9 (13,4%) 0,596 

Knistern (Lunge) 9 (11,7%) 1 (10%) 8 (11,9%) 1,000 

Gliederschmerz 7 (9,1%) 2 (20%) 5 (7,5%) 0,223 

Hepatomegalie 8 (10,4%) 1 (10%) 7 (10,4%) 1,000 

Lymphadenopathie 

(generalisiert) 
24 (29,8%) 5 (50%) 

19 

(28,4%) 
0,270 

Lymphadenopathie 

(Hals) 
12 (15,6%) 2 (20%) 10 (14,9%) 0,650 

Lymphadenopathie 

(Axilla) 
5 (6,5%) 0% 5 (7,5%) 1,000 

Lymphadenopathie 

(Leiste) 
6 (7,8%) 3 (30%) 3 (4,5%) 0,026 

Tierkontakt 

(jeglicher in den 

letzten 30 Tagen) 

74 (96,1%) 9 (90%) 65 (97%) 0,345 

Eschar 13 (16.9%) 2 (20%) 11 (16,4%) 0,674 

Aktivität im Freien 

(jegliche 

außerhalb des 

Hauses) 

74 (96.1%) 10 (100%) 64 (95,5%) 1,000 
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3.6. Charakterisierung der systemischen Zytokinantwort bei 

nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen und 

Blutspender:innen 

Um die systemische pro-inflammatorische Immunantwort in den nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen zu charakterisieren, wurden in den Seren 

der nepalesischen Fallgruppe die Zytokinkonzentrationen von IL-6, IL-10, IFN-γ 

und TNF-α mittels Multiplex-Immunoassay gemessen und für die Auswertung 

ausgewählt. Die nepalesischen und deutschen Kontrollgruppen wurden 

ebenfalls auf ihr Zytokinprofil getestet. Mittels Wilcoxon-Rangsummentest 

wurden die Studiengruppen paarweise miteinander verglichen, um einen 

möglichen Unterschied zwischen ihnen zu beobachten. Die Unterschiede 

wurden bei einem p-Wert von <0,05 als statistisch signifikant betrachtet. Die 

Zytokinkonzentrationen von IL-6, IL-10, IFN-γ und TNF-α wurden für die 

Fallgruppe anhand des IgM-Nachweises in der IFAT eingeteilt, für die 

Kontrollgruppe anhand des IgG-Antikörpernachweises in der IFAT (Abb. 10 und 

Abb. 13). Die Ergebnisse werden in Abb. 21, Abb. 22, Abb. 23. und Abb. 24 in 

Boxplots dargestellt. Der mittlere Balken stellt den Median dar, die Box gibt das 

untere Quartil mit 25% der Datenwerte bis zum oberen Quartil mit 75% der 

Datenwerte an. Die äußeren Balken (Whisker) stellen den 1,5-fachen Abstand 

zwischen diesen Quartilen dar. Die Punkte sind die Ausreißer der Messung, sie 

liegen zwischen dem 1,5-fachen und 3-fachen Interquartilsabstand (IQR). 

  



Ergebnisse 

68 

 

In der nepalesischen Fallgruppe wurden signifikant höhere IL-6 

Konzentrationen als in den Kontrollgruppen sowohl aus Nepal als auch aus 

Deutschland gemessen (Abb. 21, p<0,0003). Innerhalb der 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen als auch in innerhalb der nepalesischen 

Kontrollgruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der IL-6 

Konzentrationen (p=0,3 und p=0,6). Zwischen der nepalesischen und 

deutschen Kontrollgruppe ließ sich zudem ein signifikanter Unterschied der IL-6 

Konzentrationen beobachten, p<0,0009, wobei die deutsche Kontrollgruppe im 

Median höhere Konzentrationen zeigte. 

 

Abb. 21: IL-6 im Serum von Tsutsugamushifieber-Patient:innen und Blutspender:innen 
Messung der Konzentration im Serum erfolgte mittels Multiplex-Zytokin Assay im FACS. 
Anzahl gemessener Proben: A: n=34, B: n=32, C: n=22, D: n=18, E: n=42. 
Anzahl der Proben unter der Nachweisgrenze: A: n=2, B: n=11, C: n=4, D: n=6, E: n=1. 
Mittel=Median. Box=unteres bis oberes Quartil (0,25-0,75). Whisker=1,5xIQR. 
Punkte=Ausreißer. Im Wilcoxon-Rangsummentest: Signifikante Unterschiede zwischen A, B 
und C, D, E. Signifikanter Unterschied zwischen C, D und E. Kein signifikanter Unterschied 
zwischen A und B, sowie zwischen C und D. 
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Die Messung von IL-10 (Abb. 22) zeigte in allen getesteten und miteinander 

verglichenen Studiengruppen keine signifikanten Unterschiede der 

Konzentrationen von IL-10 im Serum (p=1,0). 

 

 

Abb. 22: IL-10 im Serum von Tsutsugamushifieber-Patient:innen und Blutspender:innen 
Messung der Konzentration im Serum erfolgte mittels Multiplex-Zytokin Assay im FACS.  
Anzahl gemessener Proben: A: n=21, B: n=15, C: n=1, D: n=1, E: n=26. 
Anzahl der Proben unter Nachweisgrenze: A: n=15, B: n=28, C: n=25, D: n=23, E: n=17. 
Mittel=Median. Box=unteres bis oberes Quartil (0,25-0,75). Whisker=1,5xIQR. 
Punkte=Ausreißer. Im Wilcoxon-Rangsummentest: Keine signifikanten Unterschiede zwischen 
A, B, C, D, E. 
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Die Messung des hauptsächlich von Lymphozyten produzierten Zytokins IFN-γ 

(Abb. 23) zeigte in der IgM IFAT (+) nepalesischen Fallgruppe signifikant 

höhere IFN-γ Konzentrationen als in den Kontrollgruppen sowohl aus Nepal als 

auch aus Deutschland, p<0,01. Die IgM IFAT (-) nepalesischen Seren zeigten 

keine signifikanten Unterschiede der IFN-γ Konzentrationen zu den 

nepalesischen Kontrollgruppen bei p>0,09, allerdings einen signifikanten 

Unterschied zu den deutschen Kontrollen, p=0,0038. Innerhalb der 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen als auch zwischen allen Kontrollgruppen 

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der IFN-γ Konzentrationen bei 

jeweils p=0,7.  

 

 

Abb. 23: IFN-γ im Serum von Tsutsugamushifieber-Patient:innen und Blutspender:innen 
Messung der Konzentration im Serum erfolgte mittels Multiplex-Zytokin Assay im FACS.  
Anzahl gemessener Proben: A: n=36, B: n=36, C: n=23, D: n=22, E: n=30. 
Anzahl der Proben unter Nachweisgrenze: A: n=0, B: n=7, C: n=3, D: n=2, E: n=13. 
Mittel=Median. Box=unteres bis oberes Quartil (0,25-0,75). Whisker=1,5xIQR. 
Punkte=Ausreißer. Im Wilcoxon-Rangsummentest: Signifikante Unterschiede zwischen A und 
C, D, E. Signifikanter Unterschied zwischen B und E. Keine signifikanten Unterschiede 
zwischen A und B, sowie zwischen C, D, E.  
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Die Messung der Konzentration von TNF-α im Serum (Abb. 24) zeigte in allen 

getesteten und miteinander verglichenen Studiengruppen keine signifikanten 

Unterschiede in der Höhe gemessenen TNF-α Konzentrationen, p>0,6. 

 

 

Abb. 24: TNF-α im Serum von Tsutsugamushifieber-Patient:innen und Blutspender:innen 
Messung der Konzentration im Serum erfolgte mittels Multiplex-Zytokin Assay im FACS.  
Anzahl gemessener Proben: A: n=32, B: n=31, C: n=24, D: n=21, E: n=42. 
Anzahl der Proben unter Nachweisgrenze: A: n=4, B: n=12, C: n=2, D: n=3, E: n=1. 
Mittel=Median. Box=unteres bis oberes Quartil (0,25-0,75). Whisker=1,5xIQR. 
Punkte=Ausreißer. Im Wilcoxon-Rangsummentest: Keine signifikanten Unterschiede zwischen 
A, B, C, D, E. 

Zusammenfassend ließen sich für die untersuchten Serumkonzentrationen der 

pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IFN-γ signifikante Unterschiede in der 

Entzündungsreaktion zwischen den nepalesischen Tsutsugamushifieber-

Patient:innen mit positivem IgM-Nachweis und den Kontrollgruppen 

verzeichnen. Für die Entzündungsmarker IL-10 und TNF-α konnte kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen beobachtet werden. 
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4. Diskussion 

4.1. Seroprävalenz von Orientia-spezifischen Antikörpern in 

Nepal 

4.1.1.  IgM-Serostatus bei Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

In der vorliegenden Arbeit konnte der positive Orientia-IgM-Nachweis im 

Schnelltest bei den nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen mittels 

Goldstandardverfahren der IFAT in 46% der Fälle für IgM-Antikörper gegen 

Orientia Karp und Kato bestätigt und um Sido erweitert werden. 32% der 

Tsutsugamushifieber-Erkrankten hatten Orientia Karp spezifische IgM-

Antikörper. In der Literatur existieren Beobachtungen direkter Orientia-Sequenz 

Nachweise u.a. aus Japan, Südkorea und China, die in ca. 40% der Fälle 

Hinweise auf Orientia Karp erbracht haben (Kelly et al. 2009). Obwohl IFAT-

Daten zu Karp spezifischen Antikörpervorkommen nicht im Detail und 

systematisch beschrieben sind, könnten Nachweise Karp spezifischer 

Antikörperreaktionen einen indirekten Hinweis auf den ursächlichen Orientia-

Stamm liefern. 4% (n=2, Titer 1:20) der gesunden nepalesischen 

Blutspender:innen hatten ebenfalls einen positiven Orientia Karp IgM-Nachweis. 

Bei den positiven Gesunden könnte es sich dabei um residuale Orientia-IgM-

Antikörper nach einer akuten Infektion handeln. Nach Symptombeginn findet 

der IgM-Antikörperanstieg über 2-3 Wochen statt und hat seinen Höhepunkt in 

der 4. Woche, ein schneller IgM-Antikörperabfall geschieht dann in der 5. 

Woche nach Krankheitsbeginn. Im Median werden mittels IFAT IgM-Titer von 

1:10 nach einem Jahr beobachtet (Kim et al. 2010; Saunders et al. 1980). Die 

IgM-Antikörperbildung gegen O. tsutsugamushi nach dem Krankheitsbeginn 

benötigt 5-6 Tage bis serologische Tests ansprechen (Kannan et al. 2020; John 

und Varghese 2020). In dieser Arbeit bleibt unklar, zu welchem Zeitpunkt sich 

die Tsutsugamushifieber-Patient:innen im Krankenhaus vorstellten. Sollten sie 

sich in den ersten 7 Tagen vorgestellt haben, besteht die Möglichkeit, dass der 

Schnelltest noch keine gebildeten IgM-Antikörper erfassen konnte (John und 

Varghese 2020; Kannan et al. 2020). Der Anteil Schnelltest Negativer in dieser 

Arbeit ist allerdings nicht bekannt. 
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Der in Nepal verwendete InBios IgM-Schnelltest deckt die Serotypen Karp, 

Kato, Gilliam und TA716 ab, in der hier anschließend durchgeführten IFAT 

konnte zuerst auf Karp, dann Kato und erweitert auf Sido IgM-Antikörper 

getestet werden. Da in europäischen Laboren nicht so viele Orientia-Isolate zur 

Verfügung stehen, konnte die Reaktivität mit Antigenen der beiden weiteren im 

Schnelltest enthaltenen Orientia-Stämme Gilliam und TA716 nicht überprüft 

werden. Die Diskrepanz zwischen IgM-Schnelltest positiven Ergebnissen und 

positiven Testungen in der IFAT können daher mit einer Infektion durch einen 

Stamm, der nicht durch die IFAT erfasst werden konnte, mit einer niedrigen 

Spezifität des Schnelltest oder einer niedrigen Sensitivität der IFAT erklärt 

werden. Um abschließend eine Aussage zu erhalten, ob sich alle Schnelltest-

Positiven mittels IFAT bestätigen lassen können, wäre an dieser Stelle eine 

IFAT Austestung von Antikörpern gegen alle Orientia-Stämme erforderlich, auf 

die im RDT zuvor getestet wurde. 

Fraglich ist weiterhin die grundsätzliche Eignung der IFAT zur Diagnostik und 

ob diese überhaupt einen Vorteil zum Schnelltestverfahren bietet. Einen klaren 

Vorteil bietet die IFAT durch ihre quantitative Einschätzung über die Titerhöhen 

der Antikörper, der Schnelltest ist dabei nur ein qualitatives Verfahren. Für die 

Aussagekraft der IFAT ist es wichtig, die Antigenauswahl an das lokale 

Stammvorkommen anzupassen sowie eine diagnostische Titergrenze 

festzulegen (Blacksell et al. 2007a). Dafür empfiehlt sich ein ≥4-facher 

Antikörper Anstieg von gepaarten Proben mit einer Blutabnahme zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten, einmal zu Beginn der akuten Infektion und dann 

in der Rekonvaleszenz (Blacksell et al. 2007a; Sonthayanon et al. 2006). Eine 

einzelne für das Tsutsugamushifieber-Endemiegebiet allgemein gültige 

Titergrenze konnte bisher nicht festgelegt werden (Kingston et al. 2015). In der 

Arbeit von Lim et al. konnte bei der Suche nach einem optimalen Cut-off Titer 

für die Immunfluoreszenz ein IgM-Titer von ≥1:3200 bei Erstaufnahme oder ein 

≥4-facher Titeranstieg ≥1:3200 bei Genesung festgestellt werden. Die 

Sensitivität betrug 82% und die Spezifität 100% (Lim et al. 2015). Kannan et al 

2020 stellen eine Sensitivität von 95% und eine Spezifität von 74% für die IFAT 

fest (Kannan et al. 2020). In einer weiteren Studie wurde in der 

Immunfluoreszenz ein Cut-off Titer von 1:400 für eine IgM-Seropositivität 

gewählt, da gepaarte Proben nicht zur Verfügung standen, um einen möglichen 
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4-fachen Titeranstieg zu beobachten (Ruang-Areerate et al. 2011). Auch in der 

hier gemachten Untersuchung lagen keine gepaarten Proben vor. Da niedrige 

Titer von 1:20 bei nur 2 gesunden nepalesischen Blutspender:innen zu finden 

waren, galten gemäß der Studienergebnisse Titer ab ≥1:40 als hochspezifisch 

bei den nepalesischen Tsutsugamushifieber-Erkrankten. Allerdings würde eine 

Anhebung des Cut-off Titers auf 1:40 zu einer Einschränkung der Sensitivität 

der IFAT führen. 

Obwohl Kannan et al. eine hohe Sensitivität (95%) für die IFAT feststellen 

können (Kannan et al. 2020), bleibt dieses Testverfahren zwischen 

Laboratorien schlecht vergleichbar, da es darauf ankommt, auf welche 

Serotypen getestet wird. Die IFAT erfordert erfahrenes Personal, ist teuer und 

limitiert durch Orientia-Hintergrundantikörpertiter in endemischen Regionen 

sowie eine Kreuzreaktivität der Orientia-Antikörper (Kingston et al. 2015). Da es 

sich dementsprechend als schwierig erweist, einen generellen Grenzwert für die 

serologische Diagnosestellung zu benennen, sollten weitere Untersuchungen 

zur regionalen Dynamik von Antikörpertitern in nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Erkrankten wie in der südkoreanischen Studie von Kim et 

al 2010 zur Unterscheidung einer akuten von einer durchgemachten Infektion 

im lokalen endemischen Umfeld gemacht werden (Kim et al. 2010). 

In der Studie von Kingston et al. wurde der kommerzielle InBios Scrub Typhus 

Detect IgM-Schnelltest mit der IFAT verglichen, dabei wurden auch wie bei 

dieser Arbeit nicht alle Serotypen des Schnelltests in der IFAT verwendet. Die 

Diagnostik erfolgte analog zur Diagnosestellung in dieser Arbeit, verblindet im 4 

Augen Prinzip, als Endpunkt der höchste Titer mit noch spezifischer 

Fluoreszenz (Kingston et al. 2015). Dabei wies der Schnelltest eine Sensitivität 

von 82% und eine Spezifität von 98% auf (Kingston et al. 2015). Auch andere 

Studien zeigen eine geringere Sensitivität und höhere Spezifität von 

Immunchromatographie basierten Schnelltests für Tsutsugamushifieber 

(Blacksell et al. 2010; Blacksell et al. 2012). Es zeigte sich allerdings, dass die 

Höhe des gemessenen IgM-Titers in der Immunfluoreszenz mit der 

Wahrscheinlichkeit eines positiven Schnelltests korreliert. Die Sensitivität des 

Schnelltests steigt dann auf 92% bei einer Spezifität von 95% (Kingston et al. 

2015). 
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Eine weitere Studie zeigt für den Inbios IgM-Schnelltest eine Sensitivität von 

99% und eine Spezifität von 96% (Elangovan et al. 2019). Die Studie von 

Kannan et al. stellt für den InBios Schnelltest eine Sensitivität von 87% und eine 

Spezifität von 89% fest. Für andere kommerzielle Tests sogar jeweils 92% 

(Kannan et al. 2020). Insgesamt zeigt sich in allen Studien eine Sensitivität und 

Spezifität der kommerziellen Schnelltests um die 90%, diese erfüllen somit 

wichtige Anforderungen an einen Schnelltest in Tsutsugamushifieber-

Endemiegebieten und erweisen sich prinzipiell als geeignet für den Einsatz in 

Nepal (John und Varghese 2020; Kannan et al. 2020; Elangovan et al. 2019; 

Kingston et al. 2015). 

Eine mögliche diagnostische Alternative zur IFAT - abgesehen von Schnelltests 

- könnte der Einsatz von ELISAs in Nepal sein (Gautam et al. 2020). Der 

Orientia-IgM ELISA weist eine Sensitivität von 97% und eine Spezifität von 96% 

auf (Elangovan et al. 2019), in anderen Studien liegen diese bei 92% und 94% 

(John und Varghese 2020; Kannan et al. 2020). Inwiefern dieses Testverfahren 

bei limitierten Ressourcen praktikabel und sinnvoll für Nepal ist, gilt es zu 

evaluieren. 

4.1.2.  IgG-Seroprävalenz in der nepalesischen Bevölkerung 

Das Vorliegen von Orientia-IgG-Antikörpern in der gesunden nepalesischen 

Bevölkerung wurde bislang noch nicht untersucht. Orientia-Seroprävalenzdaten 

für gesunde Blutspender:innen gibt es nur in sehr wenigen Studien. Eine Arbeit 

aus Indien konnte innerhalb einer Gruppe gesunder Blutspender:innen bei 15% 

eine Seroprävalenz von Orientia-spezifischen Antikörpern finden (Sengupta et 

al. 2015). Für Nepal wurde dies bislang noch nicht berichtet. 

In beiden hier untersuchten nepalesischen Studiengruppen wurde mittels IFAT 

ein hoher Anteil an Proben mit IgG-Antikörpern gegen den Karp-Stamm von O. 

tsutsugamushi gefunden, teils mit Antikörpertitern ≥1:5120. 65% der akut 

erkrankten Tsutsugamushifieber-Patient:innen und 52% der gesunden 

nepalesischen Blutspender:innen hatten spezifische IgG-Antikörper. Die 

Unterschiede im Orientia-spezifischem IgG-Antikörpervorkommen und bei den 

Titerhöhen zwischen der nepalesischen Fall- und Kontrollgruppe waren nicht 

signifikant. 
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Die in dieser Arbeit nachgewiesenen IgG-Antikörper in den gesunden 

Blutspender:innen indizieren eine hohe Seroprävalenz von Orientia-Antikörpern 

in der nepalesischen Bevölkerung. Es ist ein Hinweis auf einen Kontakt mit dem 

Erreger zu einem früheren Zeitpunkt. Die Auswahl des Karp-Antigens basierte 

auf dem 40-50%-igen Vorkommen dieses Serotypes in endemischen Regionen 

(Kelly et al. 2009; Lu et al. 2010). Der hohe Anteil an Proband:innen mit IgG 

gegen Orientia Karp in den nepalesischen Studiengruppen spiegelt dies auch 

für Nepal wieder. Möglicherweise ist die Seroprävalenz sogar noch höher, da 

nur IgG-Antikörper gegen einen Orientia-Stamm untersucht wurden. Dies sind 

die bislang einzigen und somit höchsten dokumentierten Orientia-

Seroprävalenzdaten für Nepal. 

IgG-Antikörper werden für gewöhnlich im späteren Stadium einer Infektion 

gebildet. Bei einer Tsutsugamushifieber-Erkrankung steigen die IgG-

Antikörperlevel im Serum in den ersten 2 Wochen nach Symptombeginn bereits 

stark an. Ein Peak in der IFAT wird nach 4 Wochen erreicht, danach fallen sie 

wieder ab, wenn auch langsamer als IgM-Antikörper (Kim et al. 2010). Nach 1,5 

Jahren lassen sich im Median noch Orientia-IgG-Antikörpertiter von 1:128 

nachweisen (Kim et al. 2010). Die Serokonversion kann daher als Zustand nach 

einer abgelaufenen Infektion, aber auch – wenn IgM- und IgG-Antikörper 

gleichzeitig vorliegen – als Zeichen der Spätphase einer akuten Infektion oder 

als Reinfektion gewertet werden. Die Seroprävalenz stellt demnach auch eine 

Störgröße für die Diagnosestellung dar. Abschließend kann im Falle des 

Nachweises von IgG-Antikörpern gegen O. tsutsugamushi bei symptomatischen 

Patient:innen nicht gesagt werden, ob es sich um Hintergrundantikörper nach 

bereits durchgemachter Infektion oder tatsächlich um frisch gebildete Antikörper 

im Rahmen eines akut aufgetretenen Tsutsugamushifiebers handelt. Diese 

Schwierigkeit zeigt sich auch in den sich nicht signifikant unterscheidenden IgG-

Titerhöhen zwischen den nepalesischen Studiengruppen. Fraglich ist, ob das 

Vorliegen von Orientia-IgG-Antikörpern in Hochendemiegebieten überhaupt 

einen diagnostischen Wert für die klinische Akutdiagnostik hat. Zumindest 

erscheinen IgG-Einzeltiter für eine Diagnosestellung nicht geeignet. 

Es gibt Schnelltests, die gleichzeitig – getrennt mit je einer unterschiedlichen 

Bande – einen IgM- und IgG-Antikörpernachweis ermöglichen. Sie sind 

prinzipiell sowohl für die Beobachtung des Krankheitsverlaufes als auch einer 
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Reinfektion geeignet. Ein solcher Test wurde in der nepalesischen Studie von 

Pokhrel et al. verwendet, die von 2018 bis 2019 Proben aus verschiedenen 

Distrikten in Nepal auf eine Seroprävalenz des Tsutsugamushifiebers bei 

erwachsenen Patient:innen mit unklarem Fieber untersucht hat (Pokhrel et al. 

2021). Der ImmuneMed Scrub Typhus Schnelltest mit einer Sensitivität von 

97% und einer Spezifität von 100% kann IgM- und IgG-Antikörper gegen die 

fünf Orientia-Stämme Gilliam, Karp, Kato, Kangwon, Boryong (Kim et al. 2016b) 

detektieren. Dabei waren 12% der Getesteten positiv für Orientia-Antikörper. 

Als seropositiv galt ein IgM- oder/und IgG-Antikörpernachweis, diese wurden in 

der Studie leider nicht einzeln aufgeführt (Pokhrel et al. 2021). Die 

Aufschlüsselung der Antikörperantworten könnte eine Möglichkeit bieten, um 

einzuordnen, ob es sich um den Zustand nach einer abgelaufenen Infektion, die 

Spätphase einer akuten Infektion oder eine Reinfektion handelt. 

Im Verlauf der Immunantwort nimmt die Bindungsstärke von Antikörpern zum 

Antigen – in der Summe die Avidität – zu. Die Messung der Avidität ermöglicht 

eine ungefähre Abschätzung des Infektionszeitpunktes. In Zukunft sollte auch 

die Orientia-spezifische IgG-Antikörperantwort und ihre Affinität in der 

nepalesischen Bevölkerung, beispielsweise anhand von Aviditätstestungen 

mittels ELISA, weiter charakterisiert werden. Eine Schwierigkeit stellt allerdings 

erneut die Wahl eines hochspezifischen Antigens dar, da auch hier das 

Problem der möglichen Kreuzreaktivität besteht, bei der sich die Aviditäten 

überlagern könnten. 

4.2. Orientia-spezifische 16S und 47kD DNA Nachweise in der 

nepalesischen Population 

Die durch die verzögerte Antikörperbildung entstehende diagnostische Lücke zu 

Beginn der Erkrankung kann durch den direkten Orientia-DNA Nachweis mittels 

PCR geschlossen werden (Kannan et al. 2020). 

Orientia 16S DNA wurde bei 10 Seren (13%) der Gruppe der akut erkrankten 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen detektiert. Bei den gesunden 

Blutspender:innen zeigten 6 Seren (12%) einen Orientia 16S DNA Nachweis. 

Dabei waren die Ct-Werte ähnlich und auch die Konzentrationen von Orientia 

16S Kopien/ ml unterschieden sich nicht signifikant. Ein positives 16S qPCR 

Ergebnis war aber abhängig von einem positiven Orientia-spezifischem IgM-
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Antikörpernachweis in der IFAT. Mittels 47kD rt qPCR (Jiang et al. 2004) 

konnten nur die 16S rt qPCR positiven Proben der symptomatischen 

nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen bestätigt werden, jedoch 

nicht die der gesunden nepalesischen Blutspender:innen. Hierbei hatte die 

Konzentration der Orientia-DNA in den Studienproben keinen Einfluss auf das 

47kD qPCR Ergebnis, was sich anhand der Ct-Werte zeigte. Weshalb eine 

Diskrepanz zwischen den 16S und 47kD PCR Ergebnissen besteht, bleibt 

unklar. Festgehalten werden kann, dass es nicht an einer höheren Sensitivität 

der 16S qPCR gelegen haben kann, da die Orientia-DNA in den 

Studiengruppen ähnlich hoch konzentriert war. 

Die in dieser Arbeit verwendete Orientia-spezifische 16S multiplex rt qPCR 

nach Sonthayanon et al. hat nach Analyse der Autor:innen verglichen mit der 

IFAT (positiv bei IgM-Titer ≥1:400, IgG-Titer ≥1:800 oder mindestens 4-fache 

IgM-/IgG-Titeranstiege) eine Sensitivität von 45% und eine Spezifität von 100% 

(Sonthayanon et al. 2006). Die DNA-Extraktion fand aus 5 ml Vollblut, anders 

als in der vorliegenden Arbeit (s.u.), statt. Als mögliche Gründe für eine 

niedrigere Sensitivität im endemischen Umfeld nennen die Autor:innen PCR 

Inhibitoren, den Abbau infizierter Zellen, Probenmedium Unterschiede von 

Vollblut und Buffy Coat, eine zu große Verdünnung, mangelnde DNA 

Extraktion, eine niedrige Bakterienlast, unspezifische IFAT Ergebnisse, sowie 

das Vorliegen einer Reinfektion mit schnellerer Bakterienelimination 

(Sonthayanon et al. 2006). 

In einer Studie aus Thailand wurde aus Vollblut unter Verwendung der gleichen 

PCR bei 52% ein positiver Orientia 16S qPCR Nachweis erbracht. Zuvor war 

mittels IFAT IgM-positiv auf Tsutsugamushifieber getestet worden 

(Sonthayanon et al. 2009). In einer nepalesischen Studie wurde bei 

Patient:innen mit klinischem Tsutsugamushifieber-Verdacht in 30% von 

insgesamt 282 Fällen ein 16S rRNA Nachweis aus Buffy Coat erbracht. Der 

Anteil liegt damit mehr als doppelt so hoch wie in der vorliegenden Arbeit, in der 

in 13% von 77 Fällen ein 16S rRNA Nachweis erbracht wurde (Gautam et al. 

2021). Bei einer Sensitivität der 16S PCR von 13% lag hier nur eine Spezifität 

von 88% vor. 

Eine PCR Inhibition als möglicher Grund für falsch negative Ergebnisse sowie 

eine Kontamination oder mangelnde Orientia-Spezifität der 16S Ergebnisse als 
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mögliche Gründe für falsch positive Ergebnisse konnten in diesem Fall 

ausgeschlossen werden. Da O. tsutsugamushi ein intrazelluläres Bakterium ist, 

stellt Vollblut oder ein Buffy Coat das ideale Probenmaterial dar. Ein Buffy Coat 

weist dabei eine bessere PCR Detektion durch mehr DNA Extraktion als EDTA 

Vollblutproben auf, da das Bakterium v.a. in peripheren weißen Blutkörperchen 

von Patient:innen mit Tsutsugamushifieber sitzt (Vincent 2016; Walsh et al. 

2001). Alternativ kann, bei Vorhandensein, eine Escharbiopsie als 

Probematerial dienen (Lee et al. 2006; Kim et al. 2006a). 

In dieser Arbeit fand die DNA-Extraktion aus nur 50 µl Serum statt. 

Dementsprechend handelte es sich um deutlich weniger Probenvolumen und 

ein anderes verwendetes Probenmaterial als in anderen Arbeiten. Limitierende 

Faktoren der vorliegenden Arbeit sind somit die Wahl des Probenmaterials 

sowie die kleine Anzahl untersuchter Proben, zu denen nur bedingt eine 

Aussage über die Repräsentativität für die nepalesische Bevölkerung getroffen 

werden kann. Auch der Probentransport und die Lagerung könnten unter 

Umständen die Probenqualität kompromittiert haben. 

Weiterhin ist unklar, ob bei nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

dieser Arbeit vor der Blutentnahme eine Antibiose begonnen wurde. Pokhrel et 

al. stellen fest, dass bei 62% der Patient:innen in Nepal mit unklarem Fieber 

bereits vor dem Krankenhausaufenthalt ein Antibiotikum eingenommen wurde 

(Pokhrel et al. 2021). Wenn vor der Blutabnahme eine Antibiose erfolgt, kann 

dies Einfluss auf das PCR Ergebnis durch Reduktion der PCR Sensitivität 

nehmen (Kim und Byun 2008; Kim et al. 2016a). Es ist daher wichtig, das 

Probenmaterial vor oder innerhalb der ersten 3 Tage einer bereits eingeleiteten 

antibiotischen Therapie zu gewinnen (Kim und Byun 2008). Darüber hinaus fällt 

die Sensitivität der PCR bei einer Fieberdauer von mehr als 9 Tagen, Grund ist 

vermutlich die einsetzende Antikörperbildung (Kingston et al. 2015). Es ist nicht 

dokumentiert, wie lange das Fieber bei den Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

bereits zum Vorstellungszeitpunkt bestand. Aufgrund ihrer diagnostischen 

Relevanz sollten diese Aspekte in Studien zukünftig berücksichtigt werden. 

Bei den Beobachtungen der retrospektiven Studie von Kim et al. wurde die 

Genauigkeit der Diagnosestellung von Tsutsugamushifieber mittels 

konventioneller 16S PCR mit anderen Zielstrukturen verglichen. Dazu gehörte 

u.a. das 47kD Membranproteingen, das mit unterschiedlichen Methoden 
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konventionell, nested und real time qPCR nachgewiesen wurde (Kim et al. 

2016a). Die 16S PCR wies eine Sensitivität von 87% und eine Spezifität 100% 

auf. Davon unterscheidet sich signifikant die 47kD rt qPCR nach Jiang et al. mit 

einer Sensitivität von 76%. Die Spezifität betrug 98% (Kim et al. 2016a). Es 

zeigte sich, dass es zu einer Sensitivitätssteigerung der 16S PCR bis auf 90% 

kommen kann, wenn zuvor keine Antibiotika eingenommen wurden. Allerdings 

wird möglicherweise - Studienmodell bedingt - die Sensitivität der 16S qPCR 

überschätzt. Eine prospektive Kohortenstudie könnte mehr Sicherheit 

verschaffen (Kim et al. 2016a). Die Autor:innen halten die konventionelle 16S 

PCR insgesamt für eine einfache, kostengünstige, schnelle, frühe und damit 

klinisch nützliche Methode mit guter diagnostischer Exaktheit (Kim et al. 2016a). 

Ein Orientia 16S DNA Nachweis scheint aufgrund der Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit jedoch nicht spezifisch für akute Tsutsugamushifieber-Fälle 

zu sein, da ribosomale 16S Sequenzen auch nach einer akuten Infektion bzw. 

bei einer möglichweise inapparent latent persistierenden Infektion im Serum 

gesunder nepalesischer Blutspender:innen nachweisbar sind. Ein positives 

Orientia 16S qPCR Ergebnis ist in dieser Arbeit kein diagnostisches Kriterium 

für eine akute Tsutsugamushifieber-Infektion, da weder die PCR Positivität noch 

die Konzentration des Pathogens mit einer akuten Infektion korreliert. 

Bei der Nutzung von Buffy Coat aus 5ml EDTA-Blut oder Escharproben konnten 

Kannan et al. für die 47kD qPCR nach Jiang et al. eine Sensitivität von 97% 

und eine Spezifität von 100% im Vergleich zu serologischen 

Untersuchungsmethoden wie IgM-IFAT, IgM-ELISA und verschiedenen IgM-

Schnelltests feststellen (Kannan et al. 2020; Jiang et al. 2004). Auch andere 

Studien zeigen eine Spezifität der 47kD von 100% (Tantibhedhyangkul et al. 

2017; Kim et al. 2011). Sie eignet sich somit als sensitive und spezifische 

Methode für die frühe Diagnosestellung einer Tsutsugamushifieber-Infektion in 

den ersten 7 Tagen nach Krankheitsbeginn (Kannan et al. 2020; John und 

Varghese 2020; Jiang et al. 2004). Durch den Nachweis des 47kD Gens von O. 

tsutsugamushi nur bei nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen und 

dessen Fehlen bei gesunden nepalesischen Blutspender:innen, konnte in der 

vorliegenden Arbeit erneut die Wertigkeit der 47kD qPCR bei einer akuten 

Tsutsugamushifieber-Infektion gezeigt werden. 
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Da O. tsutsugamushi insgesamt eine hohe genetische Variabilität aufweist, 

können molekulare Analysen mit nur einer Zielstruktur bei Inkompatibilität 

zwischen Zielsequenz und Sonde bzw. Primern falsch negative Ergebnisse 

liefern (Tantibhedhyangkul et al. 2017). In einer thailändischen Studie ist eine 

multiplex real time TaqMan qPCR beschrieben, die – unter Nutzung zweier 

Sonden – 47kD und GroEL als Zielgene kombiniert sowie das humane IFN-β 

Gen als interne Kontrolle nutzt (Tantibhedhyangkul et al. 2017). Bei einer 

Sensitivität von 87% und einer Spezifität von 100% ist diese multiplex qPCR 

hilfreich bei der Diagnosestellung, wenn unklare IFAT Ergebnisse vorliegen und 

ermöglicht zudem die Verwendung einer einzelnen Blutprobe. Die Autor:innen 

halten fest, dass eine Kombination von PCR und Serologie die 

Tsutsugamushifieber-Diagnostik bei Patient:innen mit unklarem akuten Fieber 

deutlich verbessert (Tantibhedhyangkul et al. 2017). 

Die Zielstrukturen des 16S und des 47kD Gens könnten sich als kombinierte 

Targets für eine Multiplex PCR zur Tsutsugamushifieber-Diagnostik durchaus 

eignen. Dabei stellt das ribosomale 16S-Gen ein hoch sensitives, gut 

konserviertes Target dar. Mit dem Nachweis des 47kD Gens könnte ein 

Tsustugamushifieber Verdachtsfall als akut bestätigt werden. Das 47kD Gen ist 

zwar ebenfalls konserviert, weist aber im Vergleich zum ribosomalen 16S 

Sequenz eine höhere Variabilität auf (Jiang et al. 2013) und läuft dadurch 

Gefahr bei Mutationen durch mangelnde Primerbindung nicht detektiert zu 

werden. Mit einer solchen Multitarget PCR ließe sich zwischen einer akuten und 

einer bereits durchgemacht Infektion besser unterscheiden. 

Die Entwicklung und Evaluation von Multitarget PCRs, bei denen mehrere 

Zielgene gleichzeitig untersucht werden, zur Diagnosestellung einer akuten 

Tsutsugamushifieber-Erkrankung und zur Unterscheidung von einer bereits 

durchgemachten Infektion sollten zukünftig an Relevanz gewinnen. 

4.2.1.  Persistenz von Orientia-spezifischer DNA im Organismus 

Überraschenderweise wurde in dieser Arbeit in 6/50 (12%) Serumproben 

gesunder nepalesischer Blutspender:innen DNA von O. tsutsugamushi 

nachgewiesen. Es könnte sich hierbei einerseits um residuale DNA nach einer 

abgelaufenen und überstandenen Infektion handeln, andererseits könnte dies – 

auch wenn eine Bestätigung im zweiten Verfahren hier nicht möglich war - ein 
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Zeichen für eine Persistenz des Bakteriums im Organismus sein. Da es sich bei 

der untersuchten Gruppe um Blutspender:innen handelte, stellt sich die Frage 

nach der Möglichkeit einer transfusionsassoziierten O. tsutsugamushi 

Übertragung und Infektion. 

In Studien konnte, neben O. tsutsugamushi Persistenznachweisen im 

Mausmodell (Soong et al. 2016), eine Persistenz von O. tsutsugamushi im 

Menschen festgestellt werden. Chung et al. untersuchten 6 Patient:innen mit 

anhaltenden oder neuen Krankheitszeichen 1-18 Monate nach 

Diagnosestellung eines akuten Tsutsugamushifiebers mittels PCR oder IFAT, 

die zu Beginn eine adäquate antibiotische Therapie mit Doxycyclin oder 

Azithromycin erhalten hatten (Chung et al. 2012). Die verschiedenen 

Patient:innen wurden vermutlich rückfällig nach der Antibiotikagabe, da sie noch 

keine ausreichende Immunität entwickelt hatten. Möglicherweise wurde die 

Antibiose nicht lange genug durchgeführt. Andere zeigten eine verlängerte 

Genesung, Symptompersistenz wie Schwächegefühl oder neue kardiovaskuläre 

Ereignisse wie eine Angina pectoris und eine transitorische ischämische 

Attacke (TIA). In aus Vollblut der 6 Patient:innen angelegten Zellkulturen ließen 

sich, Monate nach einem symptomatischen Tsutsugamushifieber und der 

Beendigung der Therapie, lebensfähige O. tsutsugamushi Bakterien 

nachweisen. Eine Sequenzierung ergab verschiedene Orientia-

Bakterienstämme. O. tsutsugamushi kann daher eine chronische latent 

persistierende Infektion verursachen. Die Antibiose lässt die Symptome 

abklingen, eliminiert das Bakterium jedoch nicht vollständig (Chung et al. 2012). 

Auch eine Reaktivierung nach Monaten bis Jahren wurde bereits beschrieben. 

Koinfektionen wie Leptospirose und eine Immunsuppression z.B. mit 

Cyclophosphamid (Kock et al. 2018), im Mausmodell auch die spezifische 

Depletierung von CD8+ Zellen (Hauptmann et al. 2016), stehen im Verdacht 

diese zu triggern (Chung et al. 2012; Smadel et al. 1952b). 

Personen in Tsutsugamushifieber-Endemiegebieten, die ihr Blut spenden, 

können eine Orientia-Bakteriämie aufweisen, bevor sie symptomatisch werden, 

nach Abklingen der Symptome sowie nach erfolgter Antibiose (Casleton et al. 

1998). Es existieren vereinzelte Berichte über O. tsutsugamushi Infektionen 

nach einer Nadelstichverletzung, nach Bluttransfusionen, einer 

Stammzelltransplantation, sowie ein neonataler Tsutsugamushifieber-Fall nach 
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diaplazentarer O. tsutsugamushi Übertragung (Kang et al. 2010; Poomalar und 

Rekha 2014). Laut Kwon et al. macht das Tsutsugamushifieber in Südkorea 

0,5% (1/193) der transfusionsbedingten Infektionen aus (Kwon et al. 2016). 

Im Rahmen der Blutspende dient für gewöhnlich die Anamnese und die 

routinemäßige Testung auf übertragbare Krankheiten wie HIV, Hepatitisviren 

und Treponema pallidum als Vorsichtsmaßnahme vor transfusionsassoziierten 

Infektionen (Belanger et al. 2000). O. tsutsugamushi wird nicht bei den regelhaft 

erfassten Erkrankungen im Routinescreening genannt. 

Bei der Lagerung von Blutprodukten stellten Casleton et al. bereits fest, dass O. 

tsutsugamushi eine Kühlung von 4°C über 30 Tage oder ein Einfrieren bei einer 

Temperatur von -70°C für 45 Tage nicht überlebt (Casleton et al. 1998). Eine 

Vorbehandlung von Blutprodukten wie Erythrozytenkonzentrate, 

Thrombozytenkonzentrate und Blutplasma mittels Riboflavin (Vitamin B2) oder 

Psoralen plus UV Licht Bestrahlung inaktivierte O. tsutsugamushi in 

Mausmodellen, sodass danach kein Nachweis mehr in PCR oder Kultur gelang 

(Rentas et al. 2007; Belanger et al. 2000). Auch eine Filtration von weißen 

Blutkörperchen mittels speziellem Leukozyten-Filter entfernte infizierte Zellen 

aus Blutprodukten und konnte somit im Mausmodell vor einer O. tsutsugamushi 

Infektion schützen (Mettille et al. 2000). 

In thailändischen Untersuchungen ergab sich aufgrund erfolgloser kultureller O. 

tsutsugamushi Anzuchtversuche aus Blutprodukten Tsutsugamushifieber-

Erkrankter und gesunder Blutspender:innen kein Hinweis für ein großes 

Übertragungsrisiko des Bakteriums durch kontaminierte Blutprodukte 

(Khaisuwan et al. 2001). Dabei sorge die Prozessierung und Lagerung der 

Blutprodukte wie oben beschrieben bereits für eine geringere 

Überlebensfähigkeit der Orientia-Bakterien (Khaisuwan et al. 2001; Casleton et 

al. 1998). Darüber hinaus ist in Endemiegebieten von einer Seroprävalenz von 

Orientia-spezifischen Antikörpern auszugehen, die vor einer 

transfusionsassoziierten O. tsutsugamushi Infektion schützen können (Bonell et 

al. 2017; Blacksell et al. 2007b; Sengupta et al. 2015). 

Ein Screening von Blutprodukten mittels PCR, wie von Kang et al. in Südkorea 

vorgeschlagen, sei laut Khaisuwan et al. unpraktikabel, teuer und nicht indiziert 

(Khaisuwan et al. 2001; Kang et al. 2010). Eine PCR-Testung vor der Gabe von 
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Blutprodukten könnte allerdings insbesondere bei Immunsupprimierten in 

Betracht gezogen werden (Kang et al. 2010). 

Abschließend kann ein prinzipielles Risiko einer transfusionsassoziierten O. 

tsutsugamushi Übertragung und Infektion nicht vollständig ausgeschlossen 

werden. Das Fehlen von vielen berichteten transfusionsassoziierten O. 

tsutsugamushi Infektionen in endemischen Regionen ist jedoch ein starkes 

Indiz dafür, dass das Risiko eher gering ist (Khaisuwan et al. 2001). 

4.2.2. Differentialdiagnostischer Ausschluss einer SFTS-Virus-

Infektion 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Serumproben der akut erkrankten 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen aufgrund der dem Tsutsugamushifieber 

ähnlichen klinischen Präsentation einer SFTS-Virus-Infektion sowie der in der 

Literatur berichteten Koinfektionen mit O. tsutsugamushi mittels qPCR 

(Yoshikawa et al. 2014) auf SFTS-Virus-RNA untersucht. Bei fehlendem 

Nachweis bestand bei den Patient:innen kein Hinweis auf eine Koinfektion von 

Tsutsugamushifieber mit diesem Virus. 

Die in dieser Arbeit verwendete one-step RT qPCR nach Yoshikawa et al. zum 

Nachweis von SFTS-Virus-spezifischer RNA weist eine hohe Effizienz und 

Spezifität sowie eine Sensitivität von 38% für unterschiedliche SFTS-Virus-

Stämme auf und ist laut Autor:innen zur Detektion einer Infektion mit dem Virus 

geeignet (Yoshikawa et al. 2014). Als bestes Untersuchungsmedium wird 

Serum bzw Plasma festgehalten (Yoshikawa et al. 2014), welches hier 

verwendet wurde. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass lediglich wegen 

der relativ geringen Sensitivität der verwendeten PCR kein Nachweis erbracht 

werden konnte. In der Studie von Kim et al 2019 wurde, wie in der vorliegenden 

Untersuchung, eine Koinfektion mit dem SFTS-Virus bei Tsutsugamushifieber-

Patient:innen ausgeschlossen (Kim et al. 2019b). Es gibt allerdings einige 

Studien, die ein zeitgleiches Auftreten einer SFTS-Virus-Infektion und dem 

Tsutsugamushifieber beobachten konnten. Nachweise von Koinfektionen mit 

SFTS-Virus und Tsutsugamushifieber konnten in zahlreichen Patient:innen aus 

Japan und Südkorea erbracht werden (Satoh et al. 2017; Thi Hai Yen et al. 

2019; Wi et al. 2016; Yoo et al. 2018; Kim et al. 2018). Dabei wurde entweder 
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direkt mittels PCR oder durch serologischen Antikörpernachweis auf SFTS-

Virus und O. tsutsugamushi getestet. 

Die Testung auf SFTS-Virus mittels qPCR oder IFAT IgG-Antikörper bei 

diagnostizierten Tsutsugamushifieber-Fällen in Südkorea ergab in 4% der Fälle 

ein positives Ergebnis (Ra et al. 2019). Schnelltest positive südkoreanische 

Tsutsugamushifieber-Erkrankte hatten in einer weiteren Studie sogar in 23% 

der Fälle auch einen SFTS-Virus PCR-Nachweis (Wi et al. 2016). Bei 12 SFTS-

Virus-Antikörper positiven Patient:innen, wurde bei 83% mittels IFAT IgG-

Antikörper gegen O. tsutsugamushi nachgewiesen (Thi Hai Yen et al. 2019). 

Bei mittels rt qPCR nachgewiesenen SFTS-Virus-Erkrankungen erfolgte in 5% 

der Fälle ebenfalls ein Tsutsugamushifieber-Nachweis (Ra et al. 2019). In 

Südkorea zeigte die direkte Testung von Serumproben akut Fieberkranker 

mittels PCR 9 SFTS-Virus-Nachweise und dabei in 33% (3 Proben) der Fälle 

einen O. tsutsugamushi PCR Nachweis (Thi Hai Yen et al. 2019). Ein 

Fallbericht aus dem Jahr 2017 konnte bei einer Patientin eine gleichzeitige 

Infektion mit SFTS-Virus und 2 verschiedenen Orientia-Genotypen durch PCR 

Nachweis dokumentieren (Yoo et al. 2018). 

Trotz Überschneidungen der klinischen Präsentation der beiden Erkrankungen, 

lassen sich in einigen Studien Unterschiede observieren. Dabei beobachteten 

Park et al. bei SFTS-Virus-Infektionen häufiger gastrointestinale Beschwerden 

(Übelkeit, Erbrechen, Bauchschmerz), einen Eschar, Exantheme und 

Kopfschmerzen bei Tsutsugamushifieber-Erkrankten und auffällige 

Laborparameter wie Leukozytopenie, Thrombozytopenie und ein niedriges CRP 

(Park et al. 2019). Erniedrigte CRP Werte und eine Leukopenie zeigten sich 

auch in einer weiteren Arbeit bei einer SFTS-Virus-Infektion (Satoh et al. 2017). 

In einigen Arbeiten wurden Punktesysteme entwickelt, die bei der 

Diagnosestellung einer SFTS-Virus-Infektion in Tsutsugamushifieber-

Endemiegebieten und zur Unterscheidung von anderen Zoonosen helfen sollen 

(Park et al. 2019; Heo et al. 2020; Kim et al. 2018). Dabei fließen in diesen 

Studien neurologische Symptome, eine Leukopenie, Gerinnungsstörungen mit 

verlängerter aPTT, Diarrhoe und ein normales CRP in die Bewertung als 

unabhängige Prädiktoren für eine SFTS-Virus-Infektion ein (Kim et al. 2018; 

Heo et al. 2020). Heo et al. zeigen für ihren entwickelten Score eine Sensitivität 

von 83% und Spezifität von 96% (Heo et al. 2020). 
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In Nepal wurde bisher noch keine SFTS-Virus-Infektion dokumentiert. In dieser 

Arbeit wurden das erste Mal nepalesische Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

auf SFTS-Viren untersucht, dabei konnte keine Infektion mit dem Virus 

beobachtet werden. 

Da Nepal mit endemischem Tsutsugamushifieber eine gewisse geographische 

Nähe zu den Ländern China, Nordkorea, Südkorea und Japan mit SFTS-Virus-

Vorkommen besitzt (Liu et al. 2014), sowie aufgrund der ähnlichen klinischen 

Präsentation beider Krankheitsbilder - trotz einiger existierender Unterschiede - 

sollte die SFTS-Virus-Infektion weiterhin als prinzipiell mögliche 

Differentialdiagnose und Koinfektion in Betracht gezogen werden (Satoh et al. 

2017). Vor dem Hintergrund begrenzter diagnostischer Ressourcen in Nepal 

können dabei klinische Scores zur Diagnosestellung nützlich sein (Park et al. 

2019; Heo et al. 2020; Kim et al. 2018). Ra et al. schlagen darüber hinaus bei 

SFTS-Virus-Erkrankten in Tsutsugamushifieber-Endemiegebieten eine 

empirische Antibiose vor (Ra et al. 2019). 

4.3. Diversität von O. tsutsugamushi in Nepal 

Die der Amplifikation der VD I des 56kD Membranproteingens dienende PCR 

(Mahajan et al. 2006) ergab bei 9 der 10 zuvor 16S qPCR positiven Proben der 

nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen ein positives Ergebnis. Ein 

Nachweis von 56kD Sequenzen in den zuvor mittels 16S qPCR positiv 

getesteten gesunden nepalesischen Blutspender:innen gelang nicht. 

Gautam et al. stellten bei ihrer molekularen Charakterisierung von O. 

tsutsugamushi in Nepal fest, dass die von ihnen untersuchten nepalesischen 

Stammsequenzen zusammen clustern und dies zudem weit entfernt von 

anderen asiatischen Orientia-Stämmen (Gautam et al. 2021). Diese 

Beobachtung konnten in dieser Arbeit nicht gemacht werden. Stattdessen 

konnten in der Typisierung Homologien zu verschiedensten bekannten 

asiatischen Orientia-Stämmen nachgewiesen werden. Ein neuer Orientia-

Stamm wurde nicht detektiert. Auch kristallisierte sich kein einzelner 

prädominanter Stamm heraus. Eine Assoziation zwischen den detektierten 

Sequenzen und den beiden Orten der Probensammlung konnte in der 

phylogenetischen Stammbaumanalyse nicht beobachtet werden. Eine 

begrenzte Anzahl und zwei Orte der Probenauswahl lassen jedoch Raum zur 
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Diskussion, ob hier eine Form von Repräsentativität für Nepal erreicht wurde. In 

einer Studie aus Sri Lanka wurden ebenfalls wenige Patient:innen-Proben von 2 

verschiedenen Orten phylogenetisch mittels 56kD PCR untersucht, die wie bei 

der vorliegenden Arbeit eine große genetische Vielfalt aufwiesen (Premaratna 

et al. 2017). 

Phylogenetische Analysen, basierend auf partiellen 56kD Gensequenzen, 

können je nach untersuchter VD Sequenz unterschiedliche Stammbäume 

ergeben (Nakayama et al. 2010), die zu Fehlschlüssen von 

Stammverwandtschaften führen (Phetsouvanh et al. 2015). Verschiedene 

Autor:innen empfehlen daher die Durchführung der 56kD PCR über den 

vollständigen open reading frame des 56kD TSA Gens mit anschließender 

Sequenzierung, um klare Orientia-Genotypen zu definieren und abzugrenzen 

(Lu et al. 2010; Kim et al. 2017). In dieser Arbeit wurde nur die VD I untersucht, 

eine auf VD II-IV ausgeweiterte Untersuchung gelang in dieser Arbeit leider 

nicht, da vermutlich die – in der Studie nicht angegebene –  Sensitivität der 

dafür verwendeten 56kD PCR nach Lu et al. für die Proben nicht ausreichte (Lu 

et al. 2010). Eine Erweiterung der Sequenzierung um die VD II-IV könnte 

weiteren Aufschluss zu Stammähnlichkeiten in Nepal bieten. 

Im endemischen Setting wurde in diversen Studien eine eher niedrige 

Sensitivität und eine sehr hohe Spezifität der konventionellen 56kD PCR nach 

Mahajan et al. im Vergleich zur IFAT (IgM und IgG) beobachtet (Mahajan et al. 

2006). Parola et al. nennen eine niedrige Sensitivität von 18% (Parola et al. 

2008) und die Arbeit von Kim et al. zeigt eine Sensitivität von nur 8% und eine 

Spezifität 100% (Kim et al. 2016a). Kannan et al. stellen für die 56kD PCR eine 

etwas höhere Sensitivität von 75% und eine Spezifität von 100% fest (Kannan 

et al. 2020; Mahajan et al. 2006). Obwohl die Primer in sehr konservierten 

Regionen liegen, kann eine Nichtübereinstimmung dieser durch die hohe 

Variabilität des 56kD Membranproteingens bedingt sein (Sonthayanon et al. 

2006; Tantibhedhyangkul et al. 2017). 

In der Untersuchung von Ruang-Areerate et al. deckte die 56kD PCR drei 

variable Domänen der insgesamt vier bekannten ab (Ruang-Areerate et al. 

2011). Auch andere Studien untersuchten VD I-III durch eine überlappende 

Anordnung der amplifizierten Fragmente (Varghese et al. 2015). Die in 6 

thailändischen Provinzen akquirierten Proben ergaben kein Cluster eines 
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Orientia-Genotyps am gleichen Ort (Ruang-Areerate et al. 2011). 

Phylogenetische Analysen des gesamten open reading frames des 56kD Gens 

von Proben zweier Standorte in Thailand beobachteten ein Clustern bei der 

Mehrheit der Isolate um Orientia Karp ähnliche Stämme (Blacksell et al. 2008). 

Dies passt zur vorbeschriebenen 40-50% Prädominanz des Orientia Karp 

Stammes aus Japan, Südkorea, China und Taiwan (Kelly et al. 2009; Lu et al. 

2010). Häufig waren in der thailändischen Analyse auch Stämme vom Gilliam 

Typ sowie einzelne Proben mit TA716 und TA763 Stämmen (Blacksell et al. 

2008). Insgesamt zeigt die Studienlage eine große genetische Diversität der 

gefundenen O. tsutsugamushi Isolate mit Ähnlichkeiten zu in anderen Ländern 

gefundenen Orientia-Stämmen (Blacksell et al. 2008; Lu et al. 2010; Varghese 

et al. 2015; Ruang-Areerate et al. 2011). 

Es bleibt festzuhalten, dass nepalesische Orientia-Stämme äußerst divers sind 

und Übereinstimmungen mit dem Stammvorkommen vieler anderer asiatischer 

Länder haben. Obwohl in Nepal O. tsutsugamushi Nachweise in Nagetieren 

und Milben existieren (Dhimal et al. 2021; Karki et al. 2017), sind diese spärlich 

und wurden bislang noch nicht molekular charakterisiert. Möglicherweise ist in 

Nepal das Orientia-Vorkommen in Milben noch diverser als hier in den 

humanen Proben beobachtet und es werden nur bestimmte – für den 

Menschen besonders pathogene – Orientia-Stämme übertragen. 

Die genetische Diversität von O. tsutsugamushi ist vermutlich auf häufige 

Punktmutationen und genetische Rekombination u.a. im 56kD TSA Gen 

zurückzuführen (Kim et al. 2017; Phetsouvanh et al. 2015). Geographisches 

Clustern spezifischer Sequenztypen lässt auf die Diversifikation von O. 

tsutsugamushi vornehmlich durch Rekombination anstatt durch Mutation 

schließen (Phetsouvanh et al. 2015). Möglicherweise kommt es durch 

Koinfektionen mit multiplen Stämmen im Milben- oder Nagerreservoir zur 

genetischen Rekombination der Genotypen. Nahezu gleiche und identische 

Genotypen in geographisch entfernten Ländern lassen darüber hinaus eine 

Migration von O. tsutsugamushi vermuten. Beispielsweise konnten 

Unterschiede von nur 1-2 Basen bei Orientia-Sequenzen aus Südkorea und 

Taiwan ausgemacht werden (Kim et al. 2017). Da die Milben sich nicht selbst 

weit fortbewegegen können, ist die Verbreitung des Erregers über Nagetiere 

und Vögel wie bei anderen Infektionskrankheiten die plausibelste Annahme. Die 
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geographische Fluktuation der Vektor-Spezies könnte die genetische 

Rekombination der Bakterien Genotypen fördern (Kim et al. 2017). 

Die Genotypisierung eines kleinen Fragments ist oft nicht ausreichend, um 

Unterschiede zwischen den Stämmen zu identifizieren, da genetische 

Rekombination an multiplen Stellen passiert (Kim et al. 2017). Vereinzelt wird 

auch die Meinung vertreten, dass sich das 56kD Membranproteingen eher für 

die Untersuchung von lokalen Ausbrüchen und weniger zur phylogenetischen 

Abgrenzung einzelner Orientia-Stämme eignet, begründet in der Rekombination 

und dem hohen Selektionsdruck des Gens durch das Immunsystem des Wirts 

(Sonthayanon et al. 2010). 

Um Fehlschlüssen zu Stammverwandtschaften aufgrund von genetischer 

Rekombination zu entgehen, schlägt Phetsouvanh et al. die Methode der Multi 

Locus-Sequenztypisierung (multi locus sequencing) vor. Es nutzt gut 

konservierte Haushaltsgene von O. tsutsugamushi z.B. die housekeeping Gene 

gyrB (DNA Gyrase Untereinheit B) oder mdh (Malat Dehydrogenase), um den 

Nachteilen eines einzelnen Oberflächenprotein-Genmarkers zu entgehen 

(Phetsouvanh et al. 2015; Nakayama et al. 2010). Dabei weist beispielweise 

das mdh-Gen 2 Sequenzfragmente auf, mit Produktlängen der Amplifikate von 

608bp und 348bp (Phetsouvanh et al. 2015). 

Eine weitere Alternative zur Untersuchung der phylogenetischen 

Verwandtschaft stellt das whole genome sequencing dar. O. tsutsugamushi hat 

ein Genom mit extrem vielen repetitiven Sequenzen. Die Assemblierung des 

Genoms aus den Sequenz-Fragmenten war wegen der hohen Ähnlichkeiten 

dieser repetitiven Sequenzen bislang ungewöhnlich schwierig. Über long-read 

Bibliotheken gelang dann die vollständige Genomsequenzierung (Batty et al. 

2018; Cho et al. 2007; Nakayama et al. 2008). Das single molecule long read 

sequencing des gesamten Orientia-Genoms zeigt ein kleines Kerngenom mit 

657 universell konservierten Genen angeordnet in kleinen Inseln, dazwischen 

die repetitiven Sequenzen (Batty et al. 2018). Die Autor:innen halten diese 

Sequenzierungsmethode sinnvoll für Untersuchungen komplexer Genome und 

deren Variationen, wie sie bei O. tsutsugamushi vorkommen. Es wurde 

festgestellt, dass sich diese Sequenzierungsmethode auch für klinische Proben 

eignet (Elliott et al. 2021). 
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Das Wissen über das Orientia-Stammvorkommen in Nepal ist relevant für die 

geeignete Auswahl immundominanter Antigene in der Diagnostik und möglicher 

Impfstoffkandidaten. Dafür eignet sich weiterhin das 56kD TSA kodierende 

Gen, gegen dessen Antigen die Immunantwort im Menschen gebildet wird. Die 

Beobachtung von dominierenden Vektor-Spezies und Prävalenzen von 

unterschiedlichen Orientia-Genotypen in Endemiegebieten wie Nepal sind 

daher essentiell, um epidemiologische Veränderungen des 

Tsutsugamushifiebers zu erkennen und um die Diagnostik sowie die 

Impfstoffentwicklung zu verbessern (Kim et al. 2017; Ruang-Areerate et al. 

2011). 

4.4. Klinische Charakteristik von nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

In Nepal wurden bereits in mehreren Studien häufig auftretende Symptome bei 

Tsutsugamushifieber erkrankten Kindern und Erwachsenen untersucht. 

Fieber zeigten dabei fast alle Tsutsugamushifieber kranken Kinder und 

Erwachsene mit nahezu 100% (Bajracharya 2020; Ghimire et al. 2020; Pokhrel 

et al. 2021; Thapa et al. 2020). In der vorliegenden Arbeit konnte Fieber bei 

80,5% der Patient:innen beobachtet werden. Ein subjektives Hitzegefühl wurde 

signifikant häufiger bei einer 16S qPCR positiven Testung angegeben. 

Zu den häufigen Symptomen gehören v.a. gastrointestinale Beschwerden mit 

Bauchschmerzen, Übelkeit, Erbrechen (Bajracharya 2020). In dieser Arbeit 

litten 73% an Übelkeit. In der Literatur schwanken die Angaben zu Übelkeit 

zwischen 26% und 60% (Bhandari et al. 2021; Pathak et al. 2019). 57% hatten 

Erbrechen und Bauchschmerzen. Dies entspricht der Studienlage in Nepal mit 

Zahlen von 60% und 58% (Bhandari et al. 2021; Pathak et al. 2019). Diarrhoe 

zeigten mit 31% der Tsutsugamushifieber-Patient:innen deutlich mehr als als 

bei Pokhrel et al. mit 3% dokumentiert (Pokhrel et al. 2021). Bei den 

Patient:innen der vorliegenden Arbeit lag Diarrhoe signifikant öfter bei einem 

16S qPCR positiven Nachweis vor. 

Oft wird auch eine Leberbeteiligung beobachtet (Bajracharya 2020; Varghese et 

al. 2013). Eine Leberbeteiligung mit Hepatomegalie wurde bei Kindern in 47% 

der Fälle beobachtet und ist damit häufiger als bei Erwachsenen (Pathak et al. 

2019; Pokhrel et al. 2021). Die Zahlen zu Ikterus schwanken zwischen 4 und 
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26% (Bhandari et al. 2021; Pathak et al. 2019; Thapa et al. 2020). In der Arbeit 

hier wurde bei 10% eine vergrößerte Leber getastet und bei 12% ein Ikterus 

gesehen. Dies passt zu den Zahlen aus der Literatur. 

Eine Lymphadenopathie gehört ebenfalls zu den häufigen klinischen 

Symptomen (Bajracharya 2020). Zahlen zu vergrößerte Lymphknoten 

schwanken stark von 2-60% (Bhandari et al. 2021; Pathak et al. 2019; Pokhrel 

et al. 2021; Thapa et al. 2020). Mit 30% Lymphadenopathie bei den 

Patient:innen der vorliegenden Arbeit liegt diese Beobachtung im Rahmen der 

nepalesischen Studienlage. Darüber hinaus waren in dieser Arbeit vergrößerte 

Lymphknoten der Leiste bei den 16S qPCR positiven Tsutsugamushifieber-

Patient:innen signifikant häufiger zu finden. Die Lokalisation in den Leisten gibt 

zusätzlich einen Hinweis auf die Eintrittspforte des Erregers über die unteren 

Extremitäten. 

In dieser Arbeit gaben 66% der Patient:innen Kopfschmerzen an. 

Kopfschmerzen gehören mit bis zu 83% zu den häufigsten Symptomen 

(Bajracharya 2020; Bhandari et al. 2021; Ghimire et al. 2020; Pathak et al. 

2019; Pokhrel et al. 2021; Thapa et al. 2020). 

Die in dieser Studie Untersuchten hatten deutlich weniger Gliederschmerzen 

(9%) im Vergleich zu einer anderen Studie (87%) (Ghimire et al. 2020). 

Ebenfalls kann der pathognomonische Eschar in der körperlichen Untersuchung 

gesehen werden (Bajracharya 2020). Die Angaben zum Eschar bei 

nepalesischen Tsutsugamushifieber-Kranken schwanken von 0-26% (Murdoch 

et al. 2004; Gautam et al. 2019; Chapagain et al. 2020; Thapa et al. 2020; 

Pokhrel et al. 2021; Bhandari et al. 2021; Pathak et al. 2019; Ghimire et al. 

2020; Bajracharya 2020). Eine Studie aus Indien berichtet von einem Eschar in 

55% der Fälle (Varghese et al. 2013), eine südkoreanische Studie berichtet 

sogar von 92% Escharvorkommen (Kim et al. 2007), insgesamt schwanken die 

Zahlen stark. Passend zu den existierenden nepalesischen Daten, konnte hier 

bei 16% der Untersuchten ein Eschar gefunden werden. Die Zahlen 

unterstützen somit die Forderung von Chapagain et al., dass – trotz der 

Abwesenheit eines pathognomonischen Eschars – Tsutsugamushifieber bei 

unklarem Fieber in Betracht gezogen werden sollte (Chapagain et al. 2020). 

Anamnestische Angaben zu den Risikofaktoren Tierkontakt und Aktivität im 

Freien bei fast allen Tsutsugamushifieber-Patient:innen (96%) spiegeln diese in 
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der Literatur festgehaltenen Risiken auch bei nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen wieder (Elliott et al. 2019). 

Insgesamt wurde die Spezifität der hier untersuchten klinischen Zeichen im 

Vergleich mit anderen fieberhaften Erkrankungen nicht eruiert. Um eine 

genauere Aussage über Organdysfunktionen machen zu können, sollten 

zukünftig laborchemische Untersuchungen gemacht werden. 

Bei den häufig auftretenden Symptomen wie Fieber, gastrointestinale 

Beschwerden, Kopfschmerzen und Lymphadenopathie sollte an 

Tsutsugamushifieber gedacht werden (Bajracharya 2020). In dieser Studie 

konnte bei Durchfall, subjektivem Hitzegefühl und vergrößerten 

Leistenlymphknoten signifikant häufiger einen positive Orientia 16S qPCR 

Nachweis verzeichnet werden. Bei Auftreten dieser Symptome sollte der hohe 

klinische Verdacht einer Tsutsugamushifieber-Infektion bestehen. 

Möglicherweise ist die PCR auch ein Indikator für Infektionen mit schwereren 

Verläufen, da ihre Positivität als Zeichen bereits durch den Organismus 

zirkulierender Orientia-DNA betrachtet werden kann. Einen Hinweis darauf 

geben auch Studien aus Thailand und Südkorea, die eine Assoziation der O. 

tsutsugamushi DNA-Last und der Krankheitsschwere anhand der Letalität 

feststellen konnten (Sonthayanon et al. 2009; Kim et al. 2021). 

Bei Betrachtung der IFAT und PCR Ergebnisse dieser Arbeit sowie der 

klinischen Präsentation unter Berücksichtigung der Fallklassifikationen der 

EDCD Nepal (Epidemiology and Disease Control Division 2015) zeigt sich, dass 

die nepalesischen Tsutsugamushifieber-Patient:innen dieser Arbeit die 

Klassifikationskriterien nicht vollständig erfüllen. Unklar ist, wie lange das akute 

Fieber bereits bestand, ein Eschar lag nur bei 16% der Untersuchten vor. Auch 

konnte mittels IFAT bei 46% ein IgM-Antikörpernachweis erbracht werden. 

Gepaarte Serumproben lagen nicht vor. Darüber hinaus gelang nur bei 13% ein 

direkter Orientia-Nachweis mittels PCR aus Serum Probenmaterial, nicht aus 

Vollblut oder einer Escharbiopsie. Der Einsatz von Schnelltests zur 

Falldefinition dieser Klassifikation spielt bislang keine Rolle (Epidemiology and 

Disease Control Division 2015). Vor dem Hintergrund der hier gemachten 

Beobachtungen bezüglich der hohen Sensitivität des Schnelltest, sollte dieser 

zukünftig bei einer Falldefinition möglicherweise verstärkt berücksichtigt 

werden. Derzeit scheint kein einzelner Labortest ausreichend sensitiv und 
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spezifisch zu sein, um die Diagnose mit hinreichender Sicherheit stellen zu 

können. Die Beurteilung von Symptomatik und Laborparametern im klinischen 

Gesamtzusammenhang ist weiterhin für eine adäquate gesundheitliche 

Versorgung entscheidend. Festzuhalten ist, dass die Definition eines 

Tsutsugamushifieber-Falls eine Herausforderung bleibt. 

4.5. Inflammatorische Immunanwort von nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen 

Bei einer akuten Tsutsugamushifieber-Infektion wurde in klinischen Studien in 

100% der Fälle erhöhte IL-10 Konzentrationen gefunden, 89% der untersuchten 

Seren wiesen erhöhte Konzentrationen von TNF-α und 44% erhöhte 

Konzentrationen von IFN-γ auf (Iwasaki et al. 2010). Auch Kramme et al. 

beobachteten signifikant höhere IFN-γ und IL-10 Konzentrationen in den ersten 

10 Tagen nach Infektion als bei Genesung (Kramme et al. 2009). Verschiedene 

Autor:innen haben IL-6 Zytokinantworten bereits untersucht. Dabei konnte in 

einer Arbeit eine höhere Genexpression für IL-6 observiert werden (Chung et al. 

2007). Eine andere Studie wies bei akuten Tsutsugamushifieber-Fällen 

signifikant erhöhte IL-6 Serumkonzentrationen im Vergleich zu 

asymptomatischen Kontrollen nach (Bora und Khan 2019). 

In den hier gemachten Untersuchungen ließen sich ebenfalls Unterschiede der 

Entzündungsreaktion verzeichnen: Die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und 

IFN-γ wiesen signifikant höhere Konzentrationen bei den nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen, verglichen mit den gesunden 

nepalesischen Blutspender:innen, auf. Dabei scheint der positive IgM-

Antikörpernachweis in der IFAT assoziiert mit den signifikant höheren IFN-γ 

Konzentrationen bei der nepalesischen Fallgruppe im Vergleich zu der 

nepalesischen Kontrollgruppe zu sein. Daraus lassen sich Hinweise auf eine 

Aktivierung von Lymphozyten und des angeborenen Immunsystems bei den 

akut Erkrankten ableiten. 

Bei einer regulären Tsutsugamushifieber-Infektion sorgt die Stimulation von IL-

10 Produktion durch O. tsutsugamushi für ein längeres Überleben der Bakterien 

im befallenen Organismus, da das IL-10 die TNF-α und IL-6 Produktion und 

Freisetzung inhibiert (Díaz et al. 2018; Kim et al. 2006b). Ein Hinweis für ein 

besseres Überleben der Bakterien ist eine höhere O. tsutsugamushi DNA-Last, 
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die sich bei hohen IL-10 Konzentrationen mittels PCR in Vollblut nachweisen 

lässt (Kramme et al. 2009). In dieser Arbeit konnten in den Seren keine 

signifikanten Unterschiede der O. tsutsugamushi DNA Last sowie keine 

signifikanten Unterschiede der IL-10 Konzentrationen zwischen den 

Studiengruppen festgestellt werden, wobei festzuhalten bleibt, dass der Großteil 

der IL-10 Konzentrationen der nepalesischen Kontrollgruppe unter der 

Nachweisgrenze lag. Milde Erkrankungsfälle könnten ein möglicher Grund sein. 

In dieser Arbeit konnte für den Entzündungsmarker TNF-α kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Studiengruppen beobachtet werden. Es wurde 

bereits gezeigt, dass es keine signifikanten TNF-α Konzentrationsunterschiede 

zwischen einer akuten Infektion in den ersten 10 Tagen und bei Genesung gibt 

(Kramme et al. 2009). Inwieweit aber diese Beobachtung von Kramme et al. als 

Erklärungsansatz für die nicht signifikanten TNF-α Konzentrationsunterschiede 

in der vorliegenden Arbeit übertragbar sind, lässt sich hier nicht abschließend 

beantworten, selbst wenn man die nepalesische Kontrollgruppe mit einem 

Orientia-spezifischen IgG-Antikörpernachweis als Genesenengruppe bzw. als 

latent persistierenden Infizierte betrachtet. Für TNF-α gibt es jedoch auch 

Hinweise darauf, dass das Zytokin ein Marker für die Schwere und Letalität 

einer Tsutsugamushifieber-Erkrankung darstellt (Kim et al. 2019a). Insgesamt 

sprechen allerdings die hier gemachten Beobachtungen für eine eher schwache 

inflammatorische Immunantwort mit Hinweis auf eine nur leichte Erkrankung. 

Iwasaki et al. verzeichneten zudem niedrigere Zytokinkonzentrationen nach 

einer Antibiose mit Tetracyclin (Iwasaki et al. 2010), Chung et al. mit Doxycyclin 

(Chung et al. 2007). Da in dieser Arbeit die Antibiotikaeinnahme vor 

Probennahme unklar ist, bleibt fraglich, ob diese einen Einfluss auf die 

gemessenen Konzentrationen hatte. Limitierend ist insbesondere die fehlende 

Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der Zytokinkonzentrationen zur 

Differenzierung dieser in der akuten Phase der Infektion und der 

Rekonvaleszenzphase. 
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4.6. Schlussfolgerung 

Werden die Ergebnisse dieser Arbeit zusammengenommen betrachtet, spricht 

der bei Asymptomatischen untersuchte Orientia-Serostatus dafür, dass das 

Tsutsugamushifieber in der gesunden nepalesischen Bevölkerung zu einem 

hohen Grad endemisch ist. Vor dem Hintergrund limitierter Ressourcen in Nepal 

stellte sich der Einsatz von Schnelltests zur akkuraten Diagnosestellung einer 

akuten Tsutsugamushifieber-Infektion prinzipiell als geeignet dar. Sie erweisen 

sich als deutlich sensitiver als die ohnehin sehr aufwendige IFAT. Allerdings 

konnte die Spezifität nur eingeschränkt beurteilt werden. Möglicherweise sollte 

die IFAT als diagnostischer Goldstandard in Zukunft durch sie abgelöst werden. 

Weiterhin wurde der Nachweis von Orientia 16S DNA ohne 

Konzentrationsunterschiede zu akut Erkrankten bei asymptomatischen 

Blutspender:innen erbracht, der angesichts einer hohen Prävalenz von IgG-

Antikörpern einen Hinweis auf eine Persistenz nach einer akuten 

Tsutsugamushifieber-Infektion gibt. 16S DNA Nachweise in beiden Gruppen 

alleine sind vor diesem Hintergrund kein Beleg für eine akute Infektion. Für den 

direkten, diagnostischen O. tsutsugamushi Nachweis könnten sich daher 

Multitarget PCRs mit mehreren Zielstrukturen eignen, z.B. das hoch sensitive 

Target des 16S-Gens und das 47kD Gen, welches einen Fall als akut 

bestätigen könnte. Damit ließe sich zwischen einer akuten und einer bereits 

durchgemachten Infektion diskriminieren. Der Hinweis auf eine Orientia 16S 

Persistenz in der gesunden nepalesischen Bevölkerung nach 

Tsutsugamushifieber-Infektion sollte zum Zweck eines besseren 

Verständnisses der Pathogenese weiter evaluiert werden. Insgesamt könnte es 

für eine optimierte Diagnostik in allen Phasen der Erkrankung sinnvoll sein, 

serologische und molekulare Verfahren in Form von Schnelltests und 

Multitarget PCR miteinander zu kombinieren. 

Darüber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit eine überraschende Diversität 

von in Nepal endemischen Orientia-Stämmen beschrieben, die im 56kD Gen 

große Homologien zu anderen asiatischen Orientia-Stämmen aufwiesen. Ein 

geographisches Clustering, neue Stämme oder ein prädominanter Stamm 

wurden nicht beobachtet. Die Typisierung sollte durch eine höhere Anzahl an 

Proben und die Wahl größerer, möglichst vollständiger Sequenzen erweitert 
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werden, um noch genauere Informationen zur Orientia-Stammdiversität in 

Nepal erlangen. 

Auch wenn in der hier untersuchten Kohorte kein Hinweis auf Koinfektionen mit 

dem SFTS-Virus gefunden wurde, sollte dies nicht zu einer generellen 

Vernachlässigung dieser Differentialdiagnose zum Tsutsugamushifieber in 

Nepal führen. 

Die Untersuchung der systemischen Immunantwort zeigte bei den Zytokinen IL-

6 und IFN-γ signifikante Unterschiede zwischen der nepalesischen Fall- und 

Kontrollgruppe. Daraus lassen sich Hinweise auf eine Aktivierung von 

Lymphozyten und des angeborenen Immunsystems ableiten. Die 

Konzentrationen von TNF-α und IL-10 im Serum waren in dieser Studie jedoch 

nicht erhöht. Dies spricht für eine schwache inflammatorische Immunantwort mit 

Hinweis auf eine möglicherweise nur leichte Erkrankung. 

Auch die klinische Präsentation nepalesischer Tsustugamushifieber-Kranker 

scheint insgesamt vergleichbar mit den bekannten Literaturangaben. 

Subjektives Hitzegefühl, Diarrhoe und vergrößerte Leistenlymphknoten könnten 

wichtige Anhaltspunkte zur Unterstützung einer klinischen Verdachtsdiagnose 

mit anschließender Einleitung einer empirischen Antibiose sein. 

Bei der Betrachtung all dessen ist es wichtig, die Limitationen bezüglich der 

Repräsentativität für die nepalesische Population zu berücksichtigen, die sich 

durch die kleine getestete Probenzahl, die Wahl des Probenmaterials sowie 

durch die fehlenden anamnestischen Angaben zu eingenommener Antibiose 

und Fieberdauer ergeben. 

Zusammenfassend stellt sich das Tsutsugamushifieber in Nepal als ein 

deutliches Gesundheitsproblem dar. Die limitierten diagnostischen Ressourcen, 

das Fehlen einer breiten öffentlichen Aufmerksamkeit für die Krankheit im Land 

und die Stammdiversität von O. tsutsugamushi, machen Diagnosestellung und 

Etablierung einer präzisen diagnostischen Infrastruktur für Nepal, sowie die 

Behandlung zu einer Herausforderung. In zukünftigen Studien sollten Ansätze 

für die Auswahl geeigneter Zielstrukturen in der Diagnostik näher beleuchtet 

werden.  
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5. Zusammenfassung 

Orientia (O.) tsutsugamushi, ein obligat intrazelluläres Gram-negatives 

Bakterium, wird durch Bisse von Milbenlarven übertragen und verursacht das 

Tsutsugamushifieber. Das im Zentrum des asiatischen Endemiegebiets 

liegende Land Nepal ist in den letzten Jahren verstärkt in den Fokus der 

Forschung zum Tsutsugamushifieber gerückt. Die Epidemiologie dieser 

vernachlässigten, aufstrebenden Infektionskrankheit in Nepal wurde bislang 

vornehmlich anhand von Fieberstudien beschrieben. Daten zur Orientia-

spezifischen Immunantwort in der gesunden nepalesischen Bevölkerung, 

insbesondere zur Seroprävalenz von Antikörpern, existierten bisher noch nicht. 

Fragen zu Orienta-Persistenz und Koinfektionen mit dem „Schweres Fieber mit 

Thrombozytopenie-Syndrom“ (SFTS)-Virus waren unbeantwortet. Zudem war 

O. tsutsugamushi in Nepal bis jetzt nur spärlich molekular charakterisiert. 

Um ein vertieftes Verständnis der Erkrankung in Nepal zu erlangen, wurde in 

dieser Dissertation das erste Mal in einer gesunden nepalesischen Population 

die Orientia-spezifische IgM- und IgG-Antikörperantwort sowie das systemische 

Zytokinprofil mittels indirekter Immunfluoreszenz (IFAT) bzw. Multiplex-

Immunoassay charakterisiert und mit akut Erkrankten, im Schnelltest positiven 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen in Nepal verglichen. Weiterhin wurden 

Serumproben aus beiden Gruppen auf zirkulierende Orientia-DNA mittels PCR 

untersucht. Es schloss sich eine molekulare Typisierung und phylogenetische 

Analyse humanpathogener Orientia-Sequenzen aus Nepal an. 

Die vorliegende Dissertation zeigte, dass sich der Einsatz von Schnelltests zur 

akkuraten Diagnosestellung eines akuten Tsutsugamushifiebers bei 

eingeschränkter Beurteilbarkeit deren Spezifität als deutlich sensitiver als die 

IFAT erwies und dieses aufwendige Verfahren möglichweise als Goldstandard 

aufgegeben werden sollte. 

In dieser Arbeit konnte erstmals eine hohe Seroprävalenz Orientia-spezifischer 

Antikörper in der gesunden nepalesischen Population identifiziert und in diesem 

Zusammenhang das endemische Vorkommen der Erkrankung in Nepal 

genauer charakterisieren werden: Das Tsustugamushifieber ist zu einem hohen 

Grad endemisch in der nepalesischen Bevölkerung. 
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Darüber hinaus wurde der Nachweis von Orientia 16S DNA bei 

asymptomatischen Blutspender:innen erbracht, der angesichts einer hohen 

Prävalenz von IgG-Antikörpern einen zusätzlichen Hinweis auf eine Persistenz 

des Erregers im Organismus, auch nach einer akuten Tsutsugamushifieber-

Infektion, gibt. Auf Basis dieser Erkenntnisse zeigte sich, dass alleinige Orientia 

16S DNA Nachweise zwar hoch sensitiv, jedoch nicht beweisend für eine akute 

Infektion sind. Perspektivisch könnten Multitarget PCRs mit der zusätzlichen 

Zielstruktur des 47kD Gens im endemischen Setting Nepals zur diagnostischen 

Diskriminierung einer akuten von einer vorangegangenen Infektion beitragen. 

Des Weiteren konnte ein diverses Orientia-Stammvorkommen in Nepal mit 

großen Homologien zu anderen asiatischen Orientia-Stämmen beschrieben 

werden. Zusätzlich ergab sich in dieser Arbeit kein Hinweis auf SFTS-Virus-

Infektionen. 

Weiterhin zeigte sich, dass das systemische Zytokinprofil von IL-6 und IFN-γ 

teilweise signifikante Unterschiede zwischen den nepalesischen 

Tsutsugamushifieber-Patient:innen und den gesunden nepalesischen 

Blutspender:innen aufwies, aus der sich Hinweise auf eine Aktivierung von 

Lymphozyten und des angeborenen Immunsystems ableiten lassen. Bei TNF-α 

und IL-10 ergaben sich Hinweise auf eine schwache inflammatorische 

Immunantwort und damit auf eine möglicherweise nur leichte Erkrankung. 

Das Beleuchten der klinischen Charakteristik gab Anhaltspunkte zur 

Unterstützung einer klinischen Verdachtsdiagnose anhand des Vorliegens 

bestimmter Symptome wie subjektives Hitzegefühl, Diarrhoe und vergrößerte 

Leistenlymphknoten. 

Die vorliegende Arbeit liefert detailliertere Daten zur Seroprävalenz Orientia-

spezifischer Antikörper und zur Entzündungsantwort in der nepalesischen 

Bevölkerung, ebenso wie zu geeigneten molekularen diagnostischen Targets 

und zur Heterogenität von O. tsutsugamushi in Nepal. Diese Daten geben neue 

Hinweise für ein verbessertes Verständnis der Erkrankung sowie zur 

Etablierung geeigneter und präziser Diagnostik in Nepal. Sie können darüber 

hinaus einen Beitrag zur Verbesserung der Krankheitsbehandlung, zur 

verbesserten Kontrolle der Tsutsugamushifieber-Infektionen und zur möglichen 

Entwicklung eines passenden Impfstoffes für Nepal leisten. 
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6. Summary 

Orientia tsutsugamushi is an obligate intracellular Gram-negative bacterium 

transmitted by bites from mite larvae and the causative agent of Tsutsugamushi 

fever, a disease also known as “Scrub Typhus”. Nepal, a country located in the 

center of the Asian endemic area, has been the focus of increased research on 

Tsutsugamushi fever in recent years. The epidemiology of this neglected 

emerging infectious disease in Nepal has been described primarily from fever 

studies. Data on Orientia-specific immune response in the healthy Nepalese 

population, and in particular on seroprevalence of antibodies does not currently 

exist. This leaves unanswered questions regarding Orienta persistence and co-

infection with severe fever with thrombocytopenia syndrome (SFTS) virus, as 

well as sparse molecular characterization of Orientia tsutsugamushi in Nepal. 

To gain a deeper understanding of the disease in Nepal, this research 

represents the first characterization of the Orientia-specific IgM and IgG 

antibody response, by indirect immunofluorescence (IFAT), and systemic 

cytokine profile using multiplex immunoassay, in a healthy Nepalese population 

as compared to acutely ill, rapid test positive Tsutsugamushi fever patients. 

Additionally, serum samples from both groups were analyzed for circulating 

Orientia DNA by polymerase chain reaction (PCR). This was followed by 

molecular typing and phylogenetic analysis of human pathogenic Orientia 

sequences from Nepal. 

This approach showed that the use of rapid tests for diagnosis of acute 

Tsutsugamushi fever was accurate. Furthermore, despite limited ability to 

assess their specificity, rapid tests proved to be significantly more sensitive than 

IFAT, suggesting the field should consider abandoning this laborious procedure 

as the gold standard. 

This work is also the first to identify a high seroprevalence of Orientia-specific 

antibodies in the healthy Nepalese population and, in this context, to 

characterize more precisely the endemic occurrence of the disease in Nepal. 

This research demonstrates that Tsustugamushi fever is highly endemic in the 

Nepalese community. 

Furthermore, the detection of Orientia 16S DNA in asymptomatic blood donors 

provides additional evidence for persistence of the pathogen in the organism 

even after acute Tsutsugamushi fever infection, given the high prevalence of 
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IgG antibodies. Based on these findings, Orientia 16S DNA detections alone 

were shown to be highly sensitive but not indicative of acute infection. As such, 

multi-target PCRs with the additional target of the 47kD gene in an endemic 

setting like Nepal could contribute to the diagnostic discrimination of acute from 

previous infections. 

The analysis allowed for the description of a diverse Orientia strain occurrence 

in Nepal, finding large homologies to other Asian Orientia strains. No evidence 

of SFTS virus infections emerged in this work. 

The systemic cytokine profile of IL-6 and IFN-γ showed partially significant 

differences between the Tsutsugamushi fever patients and blood donors, from 

which evidence for activation of lymphocytes and the innate immune system 

can be deduced. TNF-α and IL-10 revealed a weak inflammatory immune 

response with evidence of possibly only mild disease. 

The findings illuminate the clinical characteristics and provide clues for making 

a suspected clinical diagnosis based on the presence of symptoms such as a 

subjective feeling of heat, diarrhea, and enlarged inguinal lymph nodes. 

The present work adds to the limited body of research on Orientia 

tsutsugamushi in the Nepalese context, providing more detailed data on the 

seroprevalence of Orientia-specific antibodies and inflammatory response in the 

population, as well as on appropriate molecular diagnostic targets and the 

heterogeneity of Orientia tsutsugamushi in the country. The findings provide 

new clues for improved understanding of the disease and for establishing 

appropriate and accurate diagnostics in Nepal. They can also contribute to 

improved disease management, improved control of Tsutsugamushi fever 

infections, and the possible development of an appropriate vaccine for Nepal. 
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