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Der Katzenfloh Ctenocephalides felis als Vektor von
felinen Retro- und Caliciviren

The Cat Flea Ctenocephalides felis as a Vector of Feline Retro- and
Caliciviruses

MicHAEL Vosis, JocHEN D"HAEse & HEINZ MEHLHORN

Zusammenfassung: Katzenflohe Crenocephalides felis wuarden mit Hilfe eines kiinstlichen Fitte-
rungssystems mit dem felinen Leukosevirus (FeL.V) oder dem felinen Calicivirus (FCV) infiziert.
Nach Entfernen der Blutquelle wurde der Titer an Viren tiber die Zeit gemessen. Beide Virustypen
waren fiir 30 h bei Raumtemperatur oder fiir mehr als 168 h bei 4 °C im Floh nachweisbar. Im
Flohkot war die Abnahme der Virusmenge geringer. Nach 360 h konnte mehr als die Hilfte der
urspriinglich vom Floh ausgeschiedenen Virusmenge nachgewiesen werden. Infektiosititstests zei-
gen, dass der Flohkot im Falle des FCV fiir 8 d infektiGs ist.

Schlusselworter: Crenocephalides felis, Ubertragung, Calicivirus, Leukosevirus

Summary: Cat fleas Crenocephalides felis were fed via artificial membranes and infected with the
feline leukaemia virus (FeLV) or the feline calicivirus (FCV). After removing the fleas from the
blood source, the quantity of virus in the flea and its facces was measured over a defined period of
time. Both viruses were detectable in the fleas for up to 30 h at room temperature and at least for
up to 168 h at 4°C. In the flea’s facces, the amount of virus decreased much more slowly. After 360
h half of the initial amount of shed virus could still be detected. Test of infectiousness showed

that the flea faeces are infective for 8 d in case of the FCV.
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1. Einleitung

Das feline Leukosevirus FelLV gehort zur
Klasse der Retroviren und ist Ausloser der
als Katzenleukose bezeichneten Krankheit.
Fel.V ist ein hochinfektioses Virus, welches
tber Speichel, Blut und zahlreiche andere
Korperflissigkeiten eines infizierten Tieres
von Katze zu Katze ibertragen wird (HARDY
etal. 1975; Hoover & MuLLINs 1991). Ebenso
ist eine Ubertragung iiber die Muttermilch
moglich (Hoovier & Murrins 1991). Die Uber-
tragung des FelLV ist damit horizontal (von
Tier zu Tier), vertikal (von der Mutter auf die
Jungen) und transplazentar (im Uterus)
moglich. Fine Infektion mit dem FeV fiihrt
zu vielfiltigen Krankheitsbildern, von denen

Blutarmut, Fieber und stindige Durchfille
am hiufigsten beobachtet werden (WiLLIS
2000). Die Erkrankung von Organen mit
Tumorbildung, insbesondere im Darmtrakt
und der inneren Organe, wird meist nur bei
ilteren Tieren angetroffen und ist eher selten.
Das feline Calicivirus FCV ist Ausloser des
so genannten Katzenschnupfens und wird
von infizierten Katzen mit einer Reihe von
Korperflissigkeiten ausgeschieden, wie zum
Beispiel dem Speichel oder Nasensekret (Po-
VEY & JOHNSON 1970; WARDLEY & POVEY
1976). Dadurch ist die vornehmlich oronasa-
le Ubertragung von Tier zu Tier ebenso még-
lich wie eine Infektion durch kontaminierte
Gegenstinde (WARDLEY & PovEy 1977). Eine
Infektion mit felinen Caliciviren fithrt haufig
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zu Geschwiiren der Mundschleimhaut und
der Zunge (WARDLEY & PovEY 1976). Diese
Symptome sind bei einigen Katzen die einzi-
gen (Povey & JounsoN 1970), wihrend sich
bei anderen schwere interstitielle Pneumoni-
en ausprigen, die bis zum Tode fithren kén-
nen (KAHN & GILLESPIE 1971; WARDLEY &
Povey 1977).

Die vielfiltigen Ubertragungsméglichkeiten
beider Viren lassen vermuten, dass es weitere
mégliche Ubertragungswege gibt, zum Bei-
spiel durch Blut saugende Ektoparasiten wie
den Katzenfloh Crenocephalides felis.

Flohe tbertragen zahlreiche Pathogene,
darunter Bakterien, Bandwurmer und Viren
(SHEPHERD & EpMONDS 1977; HinaDY 19915
MEHLHORN 2001). Dartiber hinaus sind die
zahlreichen Stiche von Flohen eine Eintritts-
pforte fir pathogene Bakterien (KuEp 1983).
Besonders bekannt ist der Rattenfloh Xeno-
psylla cheopis, der das Pestbakteriums Yersinia
pestis ibertrigt. Die Pest, auch als der ,,schwar-
ze Tod* bezeichnet, hat in zahlreichen Epi-
demien Millionen von Toten gefordert. Aus
dem Bereich der Viren ist zumindest bekannt,
dass das Myxomatosevirus wilder und do-
mestizierter Kaninchen, Ausloser der todlich
verlaufenden Myxomatose, durch den Kanin-
chenfloh Spylopsylius cuniculi ibertragen wer-
den kann (SoBEY et al. 1973, 1974; vgl. auch
HorMANN-LEHMANN et al. 2001).

Das Potential des Katzenflohs als Vektor von
Viren und deren Stabilitit und Infektiositit
im Floh selbst sind jedoch weitgehend un-
bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde
daher der Katzenfloh als viraler Vektor am
Beispiel des felinen Leukosevirus und des
felinen Calicivirus niher untersucht.

2. Material und Methoden

2.1. Fitterungssystem

Zur Fitterung der Katzenflohe wurde der
so genannte ,,Artificial Dog™ (,,Kunstlicher

Hund®) der Firma FleaData Inc. benutzt
(MaTTHES & HiEPE 19906). Das Gerit besteht

aus einem Acrylkasten, in den ein Heizblock
eingelassen ist, der tiber einen Ventilator an-
gewirmte Luft gleichmilBig verteilt. Die Flo-
he selbst werden in runden Acrylbehiltern
gehalten, die zwischen zwei gelochten Plat-
ten im Gerit fixiert werden. Die Flohbehilter
sind von beiden Seiten durch feine Gaze be-
grenzt. Die Blutquelle wird tiber dem Floh-
behilter angebracht. Dazu wird ein rundes,
2,5 cm hohes und aus Edelstahl bestehendes
Rohtstuck an einer Seite mit Parafilm als
Membran iberspannt und mit Blut gefallt.
Dieser Blutbehilter wird durch die gelochte
Platte mit dem Parafilm nach unten auf den
Flohbehilter gestellt. Die Flohe kénnen nun
nach oben an die Gaze springen und durch
den Parafilm in die Blutquelle stechen. Das
System wurde auf eine Temperatur von
38 °C bei einer Luftfeuchte zwischen 70 %
und 80 % eingestellt. Der Blutbehilter aus
Edelstahl wird stindig durch zirkulierende
warme Luft vom Heizblock beheizt. Das zur
Fitterung der Flohe verwendete und mit
Viren versetzte Rinderblut enthielt zur Ge-
rinnungshemmung eine Citrat-Konzentra-
tion von 0,8 %. Bei Verwendung anderer An-
tikoagulanzien wie EDTA oder Heparin neh-
men die Fléhe deutlich weniger Blut zu sich.
Oxalat als Gerinnungshemmer erwies sich als
ungeeignet, da fast alle Flohe nach der ersten
Blutmahlzeit innerhalb von 24 h starben.

2.2. Isolierung viraler RNA

Fir die Préiparation viraler RNA aus den Pro-
ben wurde das QTAamp® Viral RNA Mini
Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet.
RNA-Priparationen aus Blutplasma und
Kulturtiberstand wurden laut Vorschrift des
Herstellers durchgefiihrt. Zur Priparation vi-
ralet RNA aus Flohen wurden die Tiere in
flissigem Stickstoff kurz schockgefroren und
im Stahlmorser zerrieben. Das daraus resul-
tierende Pulver wurde in 140 ul PBS (8 gNaCl
/0.2g KCl/1,44gNa,HPO /0,24 ¢ KH,PO,
ad 1 L. H,0) aufgenommen und mit 560 ul
Puffer AVL (Qiagen) versetzt. Dieser Ansatz
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wurde dann laut Protokoll fir Blutplasma
weiterverarbeitet. Viruspartikel, die sich im
Magen oder Darmtrakt des Flohs befinden,
werden so fir den Lyse-Puffer zuginglich.
Kotproben wurden in 140 ul PBS aufgenom-
men, mit einem Vibrationsschiittler bis zur
vollstindigen Losung geschiittelt und laut
Protokoll fiir Blutplasma weiterverarbeitet.

2.3. Reverse Transkription und Quantifi-
zierung viraler RNA

Die reverse Transkription der viralen RNA
und die anschlieBende Real-Time-PCR wut-
de mitdem QuantiTect SYBR Green RT-PCR
Kit (Qiagen) auf einem ABI SDS7700 Real-
Time-Cycler durchgefiihrt. Die Quantifizie-
rung der Ausgangsmenge viraler RNA erfolgte
mit det Software des SDS7700 (Version 1.91)
anhand einer 6-stufigen Verdiinnungsreihe
und der daraus erstellten Regressionsgeraden.
Die PCR wurde laut Herstellerprotokoll mit
40 Zyklen und den Primerpaaren TAA TTC
GGT GTTTGATTIT GGC CTG GGCT
und CAT ATG CGG CTCTGATGGCTT
GAA ACT G (HeLps & HArBOUR 2003) fiir
das FCV und mit dem Primerpaar ACCTGG
GCCCCG GCTund GCG GCCTTG AAA
CTT CTG CT (HorMANN-LEHMANN et al.
2001) far das Fel.V durchgefiihrt.

2.4. Infektiosititstest mit CRFK-Zellen

Zum Nachweis infektioser feliner Caliciviren
wurden Crandall-Reese Feline Kidney
(CRFK-)Zellen verwendet. Eine Infektion
mit dem FCV zeigt sich in einer Abrundung
der CRFK-Zellen, die sich dadurch aus dem
Zellverband 16sen, so dass der Zellrasen suk-
zessiv zerstort wird. Die Zellen zeigen so
einerseits infektitse Viruspartikel an und die-
nen gleichzeitig der Zucht neuer, infektiéser
Viren. Die CRFK-Zellen wurden in 250 ml
Zellkulturflaschen in 30 ml Medium (1 1 Me-
dium: 500 ml DMEM mit 4,5 ¢/L D-Gluco-
seund 3,7 g/I. NaHCO, /55 ml hitzeinakti-
viertes FBS /5 ml Penicillin-Streptomycinsul-
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fat-Losung 10 000 IE/5 ml nicht-essendeller
Aminosduren-Mix 100x) bei 37 °C und
5% CO, angezogen.

3. Ergebnisse
3.1. Virustiter im Floh

Zur Bestimmung des Virustiters im Floh
wurde pro Messpunkt die virale RNA von
je zehn Tieren pripariert. Dabei wurden die
Tiere bis zur Messung nach initialer Fiitte-
rung bei Raumtemperatur oder 4 °C ohne
weitere Blutmahlzeit gehalten. Es zeigte sich,
dass eine Haltung der Tiere bei 4 °C und die
damit verbundene Herabsetzung des Meta-
bolismus zu einer lingeren Verweildauer und
Nachweisbarkeitsgrenze der Viren im Floh
fihrten (Abb. 1).

3.2. Virustiter im Flohkot

Um das FCV auf Infektiositit im Flohkot
zu testen, wurden 1000 Flohe fir 24 h mit
FCV-Blut gefiittert. AnschlieBend wurde der
ausgeschiedene Flohkot abgesammelt, durch-
mischt und halbiert. Eine Halfte wurde bei
Raumtemperatur, die andere bei 4 °C gela-
gert. An den entsprechenden Messpunkten
wurden je 15 mg Kot von der Gesamtmenge
abgenommen und der Virustiter bestimmt.
Es zeigte sich, dass die Lagerung des Kots
bei 4 °C zu einer leicht verlangsamten Ab-
nahme des Virustiters tiber die Zeit fithrt
(Abb. 2). Auch bei Raumtemperatur sind je-
doch nach 15 Tagen noch mehr als 50 % der
urspriinglich ausgeschiedenen Viren im Kot
nachweisbat.

3.3. Virusinfektiositit im Floh und
Flohkot

Um das FCV im Floh auf Infektiosititser-
halt zu testen, wurden 10 Flohe fir 24 h mit
FCV-Blut gefiittert und anschlieBend ohne
weitere Blutmahlzeit fiir 24 h bei Raumtem-
peratur gehalten. Danach wurden die Tiere
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Abb. 1: Virustiter des FCV und des FeLLV im Floh bei Raumtemperatur (RT) und 4 °C.
Fig. 1: Viral titer of FCV and FeLV in fleas at room temperature (RT) and at 4 °C.
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Abb. 2: Virustiter des FCV und des FeLV in Flohkot bei Lagerung bei Raumtemperatur und 4 °C.
Fig. 2: Viral titer of FCV and FeLlV in flea faeces stored at room temperature and at 4 °C.
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im Stahlmérser zerrieben, mit 1 ml PBS ge-
mischt und die daraus resultierende Losung
in 30 ml Zellkulturmedium auf einem intak-
ten CRFK-Monolayer fiir 48 h bei 37 °C in-
kubiert. Um das FCV auf Infektiositit im
Flohkot zu testen, wurden 200 Flohe fur 24
h mit FCV-Blut gefiittert. AnschlieSend wut-
de der ausgeschiedene Flohkot abgesammelt
und fir acht Tage bei Raumtemperatur gela-
gert. Danach wurden 15 mg Kot von der Ge-
samtmenge abgenommen, in 1 ml PBS ge-
16st und zusammen mit 30 ml Zellkultur-
medium auf einem intakten CRFK-Mono-
layer fiir 48 h bei 37 °C inkubiert. Es zeigte
sich, dass das FCV sowohl im Floh als auch
im Flohkot keinen Infektiosititsverlust etlei-
det. Der CRFK-Monolayer wird durch die 24
h bei Raumtemperatur oder 120 h bei 4 °C
im Flohdarm persistierenden Viren, aber auch
durch 8 d alten infizierten Flohkot innerhalb
von 48 h vollstindig zerstort (Abb. 3).

4. Diskussion

Die vielfaltigen Ubertragungsmég]ichkeiten
von Viren lassen den Katzenfloh als idealen
viralen Vektor erscheinen. Dies konnte an-

Abb. 3: Infektiositit des FCV
im Floh (B, C) und Flohkot (D).
A: Kontrolle: uninfizierter Mo-
nolayer. B: Monolayer nach In-
kubation mit zermérserten Flo-
hen (einmal mit FCV-Blut ge-
futtert, dann fir 24 h ohne wei-
tere Blutmahlzeit bei Raumtem-
peratur gehalten). C: Dito, aber
fiir 120 h ohne weitere Blut-
mahlzeit bei 4 °C gehalten. D:
Monolayer nach Inkubation mit
8 Tage altem Kot von einmal
mit FCV-Blut gefiitterten Flo-
hen.

Fig. 3: Infectiousness of FCV
in fleas (B, C) and flea facces

hand des FCV und des Fel.V in der votlie-
genden Studie aufgezeigt werden. Beide Vi-
ren kénnten aktiv durch den Flohstich (z.B.
durch den Flohspeichel) oder passiv (z.B.
durch den massenhaft von Fléhen produ-
zierten Kot) Gibertragen werden. Bereits be-
kannt ist, dass das FeLV vom Katzenfloh in
vitro von einer infizierten auf eine uninfi-
zierte Blutprobe tibertragen werden kann
(Voss et al. 2003a, b), auch wenn die tibertra-
gene Virusmenge dullerst gering ist.

Katzenflohe, die mit FelLV-infiziertem Blut
gefiittert werden, scheiden die aufgenomme-
nen Viren zu etwa 70 % wieder mit dem Kot
aus (Vosis et al. 2005). Flohkot (und die mit
ihm ausgeschiedenen Viren) stellen somit ein
grof3es Infektionsrisiko dar. Die Viren sind
tber einen langen Zeitraum im Kot nach-
weisbar, und zwar mehr als 50 % der ur-
spriinglich ausgeschiedenen Viren nach 14

Tagen Lagerung bei Raumtemperatur. Wird
die Umgebungstemperatur auf 4 °C herab-
gesetzt, sind die Viren nach 14 Tagen noch in
etwa 65 % (Fel.V) oder 75 % (FCV) der Us-
sprungsmenge vorhanden.

Nach einer Blutmahlzeit mit FelLV oder
FCV infiziertem Blut sind beide Virusty-

(D). A: Control: non-infected monolayer of CRFK cells. B: Monolayer after incubation with
grinded fleas fed once with FCV-blood and kept 24 h without feeding at room temperature. C:
Ditto, but kept 120 h without feeding at 4 °C. D: Monolayer after incubaltion with 8 day old faeces

of fleas fed once with FCV-blood.
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pen fir etwa 30 h bei Raumtemperatur und
fur mehr als 168 h bei 4 °C im Floh selbst
nachzuweisen. Bei 4 °C fiihrt die Redukti-
on des Stoffwechsels des Flohs durch die
niedrige Umgebungstemperatur zu einer
lingeren Verweildauer des Virus im Floh,
da auch die Kotausscheidung vermindert
wird.

Ein Infektiosititstest mit CRFK-Zellen zeigt,
dass ein Floh nach Aufnahme des FCV bei
einer Blutmahlzeit fur mindestens 24 h bei
Raumtemperatur infektiés bleibt (Abb. 3).
Wird die Umgebungstemperatur auf 4 °C
herabgesetzt, sind die Flohe far mindestens
120 h infektios. Durch Zerbei3en des Flohs
durch das Wirtstier konnen die im Flohdarm
vorhandenen Viren freigesetzt werden und
so ebenfalls zu einer Infektion fuhren.

Eine viel groB3ere Gefahr geht jedoch vom
Flohkot aus. Das FCV ist in dem von Flo-
hen in der nidheren Umgebung des Wirts-
tiers verteilten Kot bei Raumtemperatur fiir
acht Tage infektiés. Ein Infektiosititsverlust
der Caliciviren durch die Darmpassage im
Katzenfloh scheint also nicht oder nur be-
dingt stattzufinden. Die durch Katzenflhe
auf einer infizierten Katze aufgenommenen
Viren werden so mit dem Flohkot verteilt
und stellen ein erhebliches Infektionstisiko
fir gesunde Tiere dar, da die im trockenen
Flohkot vorliegenden Viren auch als Aero-
sol aufgenommen werden kénnten.

Die vorliegende Studie belegt, dass der Kat-
zenfloh ein geeigneter Vektor fiir Viren sein
kann. Vom Floh aufgenommene Viren sind
iiber einen lingeren Zeitraum im Floh selbst
nachweisbar und werden ohne Infektiositits-
verlust mit dem Kot wieder ausgeschieden.
Infektitse Viren werden so in der niheren
Umgebung einer Flohpopulation oder eines
mit Flohen befallenen, infizierten Tieres ver-
teilt. Diese Tatsache gewinnt an Bedeutung,
wenn man an sehr stabile Viren denkt (z.B.
Parvoviren), die auf diese Weise weitriumig
verbreitet werden und eine massive Infekti-
onsgefahr fiir den Menschen und seine Haus-
tiere darstellen.
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